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RESUMO

GAMA, Marlon de Souza. Analise de Modelos Eletrostaticos para Adsorcdo de
Proteinas via Equacdo de Poisson-Boltzmann Modificada. Dissertacdo (Mestrado) —
Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

Cromatografia de troca-idnica tem sido amplamente utilizada como procedimento de
purificacdo e analise de proteinas. A adsor¢édo no leito cromatografico tem como base as
interacdes eletrostaticas atrativas entre a superficie da fase estacionaria e a proteina.
Apesar da variedade de modelos e considera¢Bes existentes na literatura, h& necessidade
de modelos adequados visando melhorar a predi¢do do comportamento de proteinas na
adsorcdo. Aqui é apresentada uma metodologia para a resolucdo da equacao de Poisson-
Boltzmann (PB) modificada aplicada a adsor¢do de anticorpos monoclonais (mAbs).
Considerou-se uma geometria biesférica e inclusdes dos termos de dispersdo entre ions-
proteina e ions-superficie, o que possibilitou a descri¢do dos efeitos de Hofmeister. Da
resolucdo da equacdo de PB modificada em coordenadas biesféricas, obtém-se o calculo
do potencial de campo médio entre o par proteina-superficie. O modelo mostrou-se
capaz de predizer o comportamento adsortivo para anticorpos monoclonais em
diferentes fases estacionérias. Uma andlise de sensibilidade do modelo para os mAbs
foi realizada, na qual verificou-se o comportamento de diferentes tipos de sais e sua
relacdo com a série de Hofmeister. Com a finalidade de avaliar as limitacGes das
hipbteses do modelo, as resolugdes da equacdo de PB, na sua forma linear e em sistemas
de coordenadas biesféricas, foram analisadas para a lisozima. Para esta Gltima anélise,
necessita-se para ambos 0os modelos uma melhor representacdo da densidade de carga
para casos em que a carga da proteina ndo é homogénea em sua superficie, como

avaliado para a lisozima.
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ABSTRACT

GAMA, Marlon de Souza. Electrostatic Models Analysis for Protein Adsorption by
Modified Poisson-Boltzmann Equation. Dissertation (Master of Science) — Escola de
Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

lon Exchange Chromatography has been widely used as strategy of purification and
protein analysis. The bed adsorption chromatography is based on electrostatics
attractive interactions between the surface of the stationary phase and the protein.
Different kind of models and considerations is found at the literature, however, is a
necessity of accurate models to improve the prediction behavior of protein adsorption.
Here, a methodology for the resolution of the modified Poisson-Boltzmann (PB)
equation applied for monoclonal antibodies (mAbs) adsorption is showed. A bispherical
geometry was considered and the dispersion terms between ions-protein and ion-support
was included, allowing the account of Hofmeister’s effect. From the modified PB
resolution in bispherical geometry, the calculus of potential of mean force between
protein-surface is obtained. The model was capable to predict the adsorption behavior
for mADbs in different stationary phases. A sensibility model analysis was performed for
the mAbs where the behavior of different type of salts and its relationship with the
Hofmeister’s series was confirmed. In order to evaluate the limitations of the model
hypotheses, the PB resolution at the linear and bispherical coordinates were compered
for a singular protein-support system for lysozyme adsorption. For this latter analysis, a
better representation of charge density is required for both models in cases where the

protein charge is not homogeneous on its surface, as evaluated for lysozyme.
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CAPITULO 1. INTRODUCAO

Proteinas sdo compostos bioldgicos formados por uma cadeia de aminoacidos
presentes na mais simples bactéria até o mais complexo ser vivo. Enzimas, hormonios e
outros compostos quimicos sdo classificados como proteinas e sdo utilizadas pelos
organismos vivos para diversas finalidades.

O desenvolvimento de melhores técnicas e métodos de separacéo e purificacao
de proteinas possibilitou um grande avanco na area biotecnologia. Por conta disto, é
amplamente conhecido que a aplicacdo da lisozima na area de alimentos permita o
controle de bactérias que convertem o acido malico em &cido acético (LIBURDI et al.,
2014); e que a bevacizumab e a trastuzumab, por exemplo, apresentam aplicacdes no
combate de diversos tipos de cancer (GARNOCK-JONES et al., 2010; KEATING,
2014).

Dentre as técnicas de purificacdo em coluna, a cromatogréafica de troca i6nica
destaca-se em aplicagfes industriais por possuir alto poder de resolucdo, elevada
capacidade de adsorcdo e versatilidade. Contudo, os mecanismos fundamentais de
interacdo entre a proteina e a superficie carregada ndo sdo completamente
compreendidos (JANSON, 2011).

Uma das primeiras tentativas de predizer o comportamento de sistemas coloidais
teve origem na teoria da dupla camada elétrica (VERWEY, E. J. W., OVERBEEK,
1948) utilizando a equacgéo linearizada de Poisson-Boltzmann (PB) (VERWEY, 1947).
Posteriormente, com base na contribuicdo de Hamaker (1937), Verwey (1947) e
Stahlberg et al. (1992) mostraram que uma consideravel melhora na predicdo dos
potenciais eletrostaticos sdo alcancadas com a combinacdo do termo atrativo
correspondente ao potencial de London-van der Waals entre proteina-proteina e entre
proteina-adsorvente com o termo interagdo eletrostatico.

Apesar desta grande contribuicdo, sdo poucos os modelos existentes capazes de
predizer o comportamento de proteinas. Mesmo nos casos em que sdo aplicados
modelos que incluem informacGes das propriedades das proteinas, a extensao do uso
destas informacdes séo escassas (ROTH; LENHOFF, 1993).

Um modelo frequentemente aplicado é o Modelo de Reag¢do Quimica
Estequiométrica (do inglés Stoichiometry Mass Action - SMA) (IYER et al., 1999;
CHEN et al., 2006) que define uma reacdo de deslocamento estequiométrico do sal

presente na superficie do adsorvente estacionario pela adsorcdo da proteina. Todas as



informacOes de carater eletrostaticas e de equilibrio sdo inseridas em parametros de
correlacdo sem uma clara significancia fisica, tornando-se ndo adequado para o
propdsito da predicdo. O modelo SMA desconsidera ainda importantes efeitos como a
iteracdo do co-ion e efeitos ndo-eletrostaticos (NES) (BROOKS; CRAMER, 1992).
Essa omissdo acarreta uma pobre precisdo em elevadas concentragdes salinas ou em
valores de pH préximos do ponto de carga neutra da proteina (CHEN et al., 2006),
sendo melhor observados em modelos que seguem a teoria de Derjaguin-Landau-
Verwey-Overbeek (DLVO).

Negligenciar NES em baixas concentracfes (0,01 M) causa pequenos desvios no
calculo das propriedades de interfaces. Entretanto, a elevadas concentracdes salinas (0,3
M), o resultado muda drasticamente, implicando a necessidade de melhor teoria de
coloides para sistemas biologicos (BOSTROM et al., 2001). Com o propdsito de
verificar o efeito de tipos de ions (série de Hofmeister), as forcas de dispersdo devem
ser consideradas (ZHANG; CREMER, 2006). Além disso, a computagdo do potencial
da forca média pode ser aplicada para definir os parametros de equilibrio de proteinas
(MOREIRA et al., 2007; LIMA, E R A; BISCAIA,; et al., 2007a), ou informac6es de
equilibrio no processo de adsorcdo, como o fator de retencdo (GUELAT et al., 2010).

Uma otimizacdo do modelo foi sugerida por Roth e Lenhoff (1993) com base
nas configuracfes tridimensionais da proteina, usando informacdes da malha
conformacional da lisozima durante a interacdo com a fase estacionaria. A solucdo da
equacdo de PB desenvolvida, levando em consideracdo a geometria do sistema, formula
um melhor entendimento fisico das interac6es entre dois coloides ou coloide-superficie,
em contraste com as aproximacgdes que usam uma geometria planar e a aproximagéo de
Derjaguin, adaptacio da geometria plano-plano para a de esfera-plano (JONSSON;
STAHLBERG, 1999; ADAMCZYK; WERONSKI, 1999; GUELAT et al., 2010).

A resolucdo da equacdo de PB em coordenadas biesféericas, levando em
consideracdo o termo de disperséo eletrostatico entre ion e proteina (LIMA, E R A;
BISCAIA,; et al., 2007a), foi aplicada para a determinacdo do potencial de campo medio
para calcular o coeficiente osmaético como funcéo da forga idnica para diferentes sais.

Com o intuito de descrever a adsorcdo de proteinas em colunas de troca idnica, o
potencial de campo médio foi calculado e usado para determinar a constante de Henry

para diferentes proteinas, considerando a proteina como um coloide carregado.



MOTIVACAO

Proteinas sdo macromoléculas compostas por diferentes tipos de aminoacidos e
presentes em todos o0s seres vivos. Em especial, merece destaque sua importancia na
indUstria farmacéutica, relacionada a medicamentos e a diversas doencas. O processo de
purificacdo de proteinas por cromatografia de troca ibnica, possui alto custo. A
otimizacdo do processo depende da melhoria de entendimento das interacdes
eletrostéaticas entre as proteinas e suporte. Sabendo que a seletividade do produto
desejado pode ser otimizada pela variagéo da concentragéo de sal e pH, um modelo que
leva em consideracdo tipo de sal, concentracdo salina, pH, temperatura e tipo de suporte

é fundamental para descrever a adsorcao da proteina em coluna de troca idnica.

OBJETIVOS

A dissertacdo tem como principal objetivo calcular a constante de Henry para o
processo de adsorcdo de proteinas em colunas de troca inica, visando incluir diferentes

efeitos eletrostaticos e ndo eletrostaticos.
Obijetivos especificos:

1. Comparar a diferenca entre a resolucdo da equacdo de Poisson-Boltzmann
linearizada (analitica) e ndo linearizada.

2. Analisar o comportamento do potencial de campo médio para diferentes sais
em geometria esfera-plano em funcdo da distancia a superficie para
diferentes valores de pH.

3. Calcular a constante de Henry em funcdo do pH e forca ionica. Mostrar a
relacdo com a série de Hofmeister (ordem direta ou inversa) para diferentes
tipos de céations e anions.

4. Comparar a constante de Henry obtida para diversos sistemas (proteinas-

suporte) com dados experimentais.



ORGANIZACAO DO TRABALHO

O Capitulo 2 apresenta a adsorcdo como ferramenta de separacdo e purificacdo
utilizada nas industrias quimicas e farmacéuticas. Apresenta-se, também, a série de
Hofmeister relacionada a purificacdo de proteinas e termodinamica dos coloides.

O Capitulo 3 descreve os aminoacidos ionizaveis presentes nas proteinas e o
método de céalculo da densidade de cargas aplicado pela literatura. No Capitulo 4
apresentam-se as equagOes e hipoteses utilizadas na literatura para a resolucdo da
equacdo de Poisson-Boltzmann em diferentes coordenadas, incluindo as coordenadas
biesféricas.

O Capitulo 5 apresenta a metodologia aplicada para a resolucéo dos diferentes
sistemas entre proteina-coloide. Os valores das constantes de associacdo e dissociagao
dos grupos i6nicos sdo encontrados aqui.

Os resultados obtidos para a constante de Henry de anticorpos monoclonais em
diferentes condicGes sdo apresentados no Capitulo 6. Uma anélise de sensibilidade para
diferentes tipos de sais e sua relacdo com a série de Hofmeister é apresentada.

O Capitulo 7 mostra um estudo para o caso da lisozima que descreve a relagédo
da constante de Henry com o pH e a concentracao salina, similar ao reportado para os
anticorpos monoclonais.

No Capitulo 8 apresenta as conclusGes para 0s resultados apresentados nos
capitulos 6 e 7, assim como sugestdes para o aprimoramento do modelo.

O Apéndice A contém uma das possiveis resoluc@es analitica da equacdo de PB
descrita em sua forma linearizada. O resultado apresentado é aplicado no célculo do

estudo adsortivo da lisozima.



CAPITULO 2. ADSORCAO E FORGCAS INTERMOLECULARES

2.1. PROTEINAS

Proteinas sdo classicamente definidas como macromoléculas bioldgicas
formadas por cadeias de aminoécidos constituida em todas as células e organismos
vivos. Suas funcBes e tamanhos variam conforme a composicdo e sequéncia dos
aminoéacidos presentes na longa cadeia molecular (NELSON; COX, 2004).

A maior proteina encontrada no ser humano é a titina, possuindo 38.138
aminoacidos. Suas isoformas possuem peso molecular na faixa de 600 kDa até 3,7
MDa, correspondendo uma faixa de comprimento molecular de 0,2 — 1,4 um
(TSKHOVREBOVA; TRINICK, 2003). Em contraste, 30% de todas as proteinas
possuem uma quantidade menor de aminoacidos em sua estrutura. O citocromo ¢ tem
104 residuos de aminoacidos conectados uma Unica cadeia; a quimotripsina bovina
possui 245 residuos. Apesar do tamanho, desempenham um papel fundamental em
processos celulares (HEIM et al., 2015). Em sua grande maioria, proteina sdo
encontradas naturalmente com menos que 2.000 residuos de aminoacidos (NELSON;
COX, 2004).

Apesar de fugir da finalidade deste trabalho, é interessante salientar que além da
grande gama de proteinas naturais descoberta desde a mais antiga bactéria até a mais
complexa estrutura bioldgica, as proteinas sintéticas sdo alvo de interesse na
comunidade cientifica devido a suas peculiaridades. A Trp-Cage, por exemplo, é uma
miniproteina sintética composta por somente 20 aminoacidos capaz de se dobrar de
forma espontdanea em uma estrutura globular, estrutura caracteristica de grandes
proteinas (MEUZELAAR et al., 2013). Esse interessante comportamento é controverso.

Proteinas sintéticas séo criadas pela reprogramacéo do ribossomo responsaveis
pela biossintese da proteina alvo. A substituicdo de um Unico residuo especifico de
aminoacido provoca grandes efeitos na estabilidade, atividade e demais propriedades
proteicas (WILTSCHI, 2012).

Existem 20 tipos de aminoacidos que possuem cadeia ligada a um carbono alfa
(Figura 2.1). O grupo ligado ao carbono pode ser polar, apolar, aromético ou carregado.
Seré discutido na Secdo 2.5 a importancia dos grupamentos na adsorcéo de proteinas em

suportes carregados.
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Figura 2.1. Estrutura geral dos aminoécidos. A prolina é a Unica exce¢do a esta regra,
possuindo uma cadeia ciclica que liga o radical a amina. Para os aminoacidos, a diferenca entre

suas estruturas € a cadeia ligada ao carbono alfa (grupamento R).

Para as proteinas, a descricdo e entendimento de suas conformacdes € um
processo complexo, apresentando-se hierarquicamente pela defini¢do de quatro arranjos
estruturais. A descricdo de todas as ligacGes covalentes e sequéncia em que aparecem 0s
residuos de aminoacidos na cadeia polipeptidica é denominada como estrutura primaria.
A estrutura secundaria refere-se a um particular arranjo devido as interacdes entre o
hidrogénio com o oxigénio do seguimento carboxilico, resultando em uma estrutura
similar a uma mola. A estrutura terciaria descreve os aspectos tridimensionais da
proteina, decorrentes do dobramento da cadeia polipeptidica. Por fim, quando a proteina
possui mais de uma subunidade polipeptidica, o arranjo espacial € definido como uma
estrutura quaternaria (NELSON; COX, 2004).

2.2. ADSORCAO DE PROTEINAS

O estudo de adsorcdo de proteinas é de grande interesse em diversas areas. E
importante salientar que as proteinas adsorvem em todas as superficies, sendo um
problema em incrustacdo biologica em superficies, implicando em biocorrosédo
(VIDELA; QUINTERO, 2007).

Em biomateriais, estudos recentes apresentam a ndo adsorcdo de albumina de
soro bovino (do inglés, bovine serum albumin - BSA) e fibrinogénio em filmes de
quitosana como possivel material substituinte do plastico em cateteres (CARNEIRO et
al., 2013) e estudo da anti-coagulacdo do sangue em superficies da quitosana e
carragenana (CAMPELDO et al., 2016).

Santos et al. (2013) mostram como as diferencas estruturais da silica mesoporosa
do tipo SBA-15 (formada por cilindros arranjados em uma geometria hexagonal) e

SBA-16 (aglomerado de nanoesferas) afetam a adsor¢do de BSA, lisozima e celulase.



Os autores utilizaram a capacidade maxima de adsor¢do como o parametro de analise. A
BSA ¢é frequentemente utilizada como proteina modelo para discussdo do efeito
adsortivo em diferentes didmetros dos poros de silicas (AMANO et al., 1988;
ELTEKOVA; ELTEKQOV, 2008; SANTOS et al., 2016).

As induastrias quimica e farmacéutica tém interesse na purificacdo de proteinas.
O mercado de proteinas é estimado em 3.970 milhdes de dolares em 2014 e pode atingir
a marca de 6.370 milhdes de ddlares em 2020 (MARKETSANDMARKETS, 2015).

Apesar da grande contribuicdo cientifica, a maioria dos trabalhos citados sédo
realizados em tanques agitados e possuem como objetivo o estudo de interacdes entre
proteina-adsorvente. Etapas de cromatografia em colunas sdo amplamente utilizadas na
purificacdo de proteinas em industria, entretanto, de acordo com Asenjo e Andrews
(2009), é impossivel selecionar o melhor sequéncia de métodos de separacdo e
purificacdo de proteinas devido a falta de conhecimentos dos fundamentos de adsorcao
e sua relacdo com as propriedades moleculares do adsorbato e adsorvente. Para
processos complexos que envolvem a extracdo de proteinas desconhecidas, existem
diferentes rotas de encontrar um valor maximo de eficiéncia para alcancar a pureza
desejada.

Modelos como 0 SMA apresentaram um significante peso no desenvolvimento
de teorias preditivas no contexto de interacdes eletrostaticas na adsorcdo de proteinas,
importantes para cromatografia de troca i6nica. Dentre as consideracdes feitas no
modelo, temos que a eletroneutralidade do sistema deve ser mantida e que o sal interage
com os sitios da fase estacionaria e com a camada de hidratacdo da proteina (BROOKS;
CRAMER, 1992).

Uma consideravel limitacdo do SMA consiste na necessidade de estimacdo de
pardmetros e na aplicagdo do modelo para condi¢des lineares de adsorcdo, inapto de
representar condi¢des ndo-lineares de equilibrio em que a saturacdo do fase estacionaria
é atingida, conforme apresentado didaticamente na Figura 2.2.

A delimitacdo da aplicagdo de modelos na regido diluida, regida pela lei de
Henry, ainda € uma problematica em modelos preditivos. Uma teoria abrangente e
rigorosa para a adsorcdo de proteinas ainda é pendente. Enquanto isso, algumas partes

do processo de adsorcdo estdo tornando-se cada vez mais precisamente descritos.
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Figura 2.2. Perfil genérico para a isoterma de adsor¢do de Langmuir.

Conforme reportado por Stahlberg et al. (1992), o modelo de deslocamento
estequiométrico oferece um quadro aparentemente simples para a analise dos dados
cromatograficos, contudo, é conhecido pela fisico-quimica que as interacOes
eletrostaticas ndo seguem a lei estequiométrica. Em seu trabalho, é apresentando a
relacdo entre a energia livre do sistema eletrostatico com o fator de retengdo (relativo ao
parametro de equilibrio de adsor¢cdo para sistemas diluidos) em colunas
cromatograficas.

Apesar de incomum, a constante de Henry em sua forma dimensional (K) é
reportado por Stahlberg et al. (1992), podendo ser comparada diretamente com dados
experimentais de cromatografia pela relagéo:

k':tR(pH’I)_tI’% :¢'K (21)
ref

sendo k' o fator de retengdo em coluna cromatografica (adimensional), t. o tempo de
retencdo (minutos), t,; o tempo de retengdo para o estado de ndo adsorgéo; e ¢' o fator

de fase, dado pela razéo entre a area superficial disponivel na superficie do adsorvente
por unidade de volume do leito empacotado (m?/m?).

A constante de Henry é proporcional as principais varidveis do sistema: forca
ibnica, natureza do ion, pH e temperatura. Ademais, é conhecida sua relagdo com a

energia livre do sistema, conforme apresentado no Capitulo 5.



2.3. ANTICORPOS MONOCLONAIS

Conforme apresentado por Pinto et. al. (2015), o mercado para anticorpos
monoclonais (mAbs) estd em constante crescimento devido & aprovacdo de drogas e
ensaios clinicos contendo este componente. Entretanto, o processo de downstream
(recuperacéo e purificacdo do produto) é considerado um gargalo tecnologico. Uma das
etapas no processo de downstream é a cromatografia de troca idnica, a qual sera
apresentada na se¢éo seguinte.

Anticorpos monoclonais podem ser definidos como proteinas produzidas por
linfécitos, tendo papel no reconhecimento e neutraliza¢do de substancias ou antigenos
desconhecidos no sangue.

O primeiro relato sobre o reconhecimento das mAbs ocorreu em 1975 com o
trabalho de Kohler e Milstein, publicado na Nature, intitulado “Continuous cultures of
fused cells secreting antibody of predefined specificity” (KOHLER e MILSTEIN 1975),
recebendo, em 1984, o prémio Nobel da Medicina.

Iremos abordar, neste trabalho, a adsorcdo de trés diferentes tipos de mAbs:
mADb1, Trastuzumab (nome comercial: Herceptin®) e Bevacizumab (nome comercial:
Avastin®). A escolha deve-se a facilidade de informacdes dispostas na literatura sobre a
quantidade de grupos ionizaveis, os parametros de adsorcdo e dados experimentais de
constante de Henry (descrito no Capitulo 3).

Bevacizumab é um anticorpo monoclonal derivado da imunoglobulina G (1gG)
produzida no ovario do hamster chinés. Sua aprovacdo comercial ocorreu em 2005 nos
Estados Unidos, sendo indicada desde entdo para o tratamento de cancer de colo-renal,
cancer de mama, cancer de pulmao, dentre outros. Sua aplicacdo geralmente ocorre em
pacientes com estagio avancado durante a quimioterapia, por conta dos possiveis efeitos
colaterais. Bevacizumab € capaz de agir sobre todas as isoformas da proteina
responsavel por nutrir o tumor, inibindo seu crescimento (KEATING, 2014).

Trastuzumab, por sua vez, € utilizada no tratamento do cancer de mama nos
estagios iniciais. Apesar da grande eficacia em conjunto com a quimioterapia, ainda séo
necessarios estudos para avaliar o melhor tempo de duragdo do tratamento, bem como a
complexa determinagdo do mecanismo de ac¢do da droga no tumor (GARNOCK-JONES
etal., 2010).

O processo de producdo e purificacdo das mAbs é desafiador. Dentre as

problematicas, reatores com volumes superiores a 10.000 L s&o utilizados no cultivo de
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células para uma purificacdo final de 10-100 kg de mAbs (KELLEY, 2009). Para a
bevacizumab, vestigios das células mamiferas, DNA, virus e agregados sdo as
principais impurezas encontradas, necessitando de multiplas etapas de purificagéo.

Na Figura 2.3 apresenta-se um fluxograma geral de purificacdo destes
bioprodutos (KELLEY, 2009; PINTO et al., 2015).

/

Figura 2.3. Fluxograma geral do processo de purificacdo da mAbs. Adaptado de (KELLEY,
2009).

A cromatografia por afinidade utilizando a Proteina A como ligante é utilizada
para a purificacdo de mAbs devido sua melhor seletividade na proteina alvo (HOBER et
al., 2007). Entretanto, o custo da fase estacionaria € elevado, podendo chegar a 50% do
custo total do processo de downstream (PINTO et al., 2015).

A cromatografia de troca-idnica é frequentemente utilizada como uma etapa de
polimento, eliminando contaminantes presentes em solugcdo como fragmentos de células
e agregados, caso ndo exista a etapa de centrifugacdo, vestigios de DNA, proteina A e
virus. A natureza catibnica ou anibnica e a sequéncia em que esta etapa é aplicada no
processo de purificacdo depende dos contaminantes que devem ser removidos para
garantir o grau de pureza final desejado (PINTO et al., 2015).

O processo de purificagdo da bevacizumab consiste em quatro passos
apresentados na Figura 2.3: cromatografia por afinidade utilizando a proteina A,
cromatografia por troca anibnica, cromatogréfica por troca catibnica e
ultrafiltragdo/diafiltracdo.

A coluna de afinidade é o primeiro passo para o processo de purificacdo da
bevacizumab. A coluna utiliza uma resina imobilizada com proteina A, que interage



11

com um alto grau de seletividade com a cultura de células colhidas. Este processo de
afinidade purifica a bevacizumab com respeito as células presentes no fluido e DNA.
Para inativacao viral, a fase fluida da coluna deve passar por um processo de inativacao
viral protocolado. A etapa de afinidade é seguida pela cromatografia de troca anidnica
que é designada para reduzir os vestigios de células, DNA, proteina A e potenciais
virus. A etapa de cromatografia catidnica é utilizada em seguida para reducao do teor de
células ainda presentes, bactericidas e agregados de bevacizumab formados. Por fim, o
material obtido na saida da coluna cationica é concentrada e tratada no sistema de
ultrafiltracdo e diafiltracdo (EMA, 2005).

2.4. LISOZIMA

A parte de sua aplicagdo na industria de alimentos, a lisozima é pode ser
considerada como uma proteina padrdo na area de adsorcdo. Seu estudo abrange uma
grande faixa de interesse académico, contendo informacBes de analises do
comportamento adsortivo em diversos tipos de adsorventes, como nanoparticulas de
quitosana revertidas com metais (SUN et al., 2011) ou SBA-15 e SBA-16 (SANTOS et
al., 2013). Estudo sobre a dependéncia da estrutura desta enzima com o potencial
eletrostatico e da mudanca da constante de dissociacdo dos residuos em funcdo da
concentracdo de sal é reportado na literatura (ABE et al., 1995), apresentando a
dependéncia da forca i6nica e do pH da solugdo nas constantes de dissociacdo e
associacdo dos residuos presentes na superficie da proteina. Apesar desta influéncia,
para uma faixa de pH entre 4,0 e 6,0, a atividade bioldgica da lisozima atinge seu
maximo, em que é encontrada uma estabilidade conformacional com um raio
hidrodindmico constante (BONINCONTRO et al., 1998).

2.5. CROMATOGRAFIA DE TROCA-IONICA

Vaérios tipos de colunas podem ser usadas na etapa de purificacdo, sendo a
escolha da coluna dependente dos componentes organicos e inorganicos presentes no
meio e da interacdo entre a proteina-alvo e a fase estacionaria.

A cromatografia por exclusdo de tamanho € amplamente utilizada para
separagdo de agregados com base em seu raio hidrodindAmico com pouco impacto na
modificacdo da estrutura conformacional da macromolécula (FEKETE et al., 2014). A

cromatografia por interacdo hidrofobia é utilizada para remover contaminantes e formas
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indesejaveis da mAbs (CHEN et al., 2008). A eficiéncia dessa cromatografia depende
da diferenca de hidrofobicidade entre a superficie da proteina e do suporte. N&o existe
uma teoria universal sobre o mecanismo de separacdo pelo processo de interagédo
hidrofobica, contudo, inUmeras sugestdes podem ser encontradas na literatura (GE
HEALTHCARE, 2006).

A técnica mais empregada na purificagdo e separacdo de proteinas,
polipeptidios, &cidos nucleicos e outras biomoléculas carregadas eletricamente é a de
troca-ibnica, devido a sua alta capacidade, simplicidade e controle do processo
(AMERSHAM PHARMACIA, 1999).

Os processo de purificagdo das mAbs em coluna de troca-ibnica podem ser
realizados em cinco estagios, conforme apresentados na Figura 2.4. No primeiro
estagio ocorre o equilibrio em que a fase estacionaria apresenta forte interacao resina-
proteina, em funcdo do pH e forca idnica. No segundo estagio, ocorre a adsorcdo das
moléculas por interagBes eletrostaticas com a resina, deslocando os contra-ions
previamente ligados. As substancias que ndo estdo ligadas a fase estacionéria séo
retiradas da coluna. No terceiro estagio, as substancias adsorvidas sao removidas da
coluna pela mudanca de concentracfes de sal e/ou pH da solucdo de eluicdo, tornando
desfavoravel a adsorcdo da proteina no suporte carregado. Conforme mostrado na
Figura 2.4, a dessor¢do € alcancada pela mudanca de concentracdo de sal, sendo os
ligantes liberados na ordem de suas forcas de ligacdo. Os componentes de ligacGes mais
fracas sdo liberados primeiro.

O quarto e quinto estagios sdo destinados a remo¢do dos componentes ainda
presentes na coluna, que ndo foram eluidos no estagio anterior. A coluna é preparada

para as condi¢des do primeiro estagio do novo ciclo.
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Figura 2.4. Principios da cromatografia de troca-i6nica (eluicdo com gradiente salino). (A) é
referente ao contra-ions presentes na solucdo tampéo; (B) substancias a serem separadas; (C)
fons; (D) Fase estacionaria atribuida de cargas positivas (para trocador catibnico) ou negativas
(trocador ani6nico). Versao adaptada de (AMERSHAM PHARMACIA, 1999).

Modelagem de processos cromatograficos € um assunto de crescente interesse na

literatura. Uma busca na plataforma cientifica ScienceDirect (www.sciencedirect.com)

das palavras-chave model + protein + chromatography apresenta em torno de 319.000
artigos publicados nos ultimos 10 anos sobre esse assunto. Na inddstria, a capacidade e
a seletividade (razdo de constantes de Henry) de adsorcao, por exemplo, sdo parametros
importantes para a escolha da coluna, pois determina o tamanho e condigOes de
operacgédo (TSUMOTO et al., 2007).

A fundac&o teodrica dos modelos de coluna de troca-ibnica para as proteinas tem
como base as intensidades de ligacdo dos bioprodutos com a fase estacionéria via
interacdes eletrostatica, controladas por condigdes experimentais, tais como a forca
ibnica e o pH. As diferencas entre as propriedades bioldgicas de cargas dos coloides sdo
frequentemente consideradas, sendo a cromatografia de troca-ibnica capaz de separar
espécies com pequenas diferencas entre suas propriedades de carga, tornando-se uma
técnica importante para separacao e purificagdo (AMERSHAM PHARMACIA, 1999).


http://www.sciencedirect.com/
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2.6. DUPLA CAMADA ELETRICA

A teoria da dupla camada teve origem pela motivacao do estudo de agregacéo de
sistemas coloidais. A teoria original considera um sistema aquoso contendo uma
dispersdo de particulas (na faixa de nm a um) carregadas e de natureza inorganica,
contendo cargas pontuais presentes na dispersdo com equivalente carga de oposto sinal
para a eletroneutralidade do sistema. Cada particula sélida imersa no liquido possui uma
camada elétrica homogénea formada pelo excesso de ions em sua superficie. Uma
segunda camada é formada pelos contra-ions presentes na solugdo, sendo que a
quantidade de ions presentes nessa camada decresce com o aumento da distancia entre
os ions e a superficie (camada difusa) (VERWEY, E. J. W., OVERBEEK, 1948).

Os modelos aplicados para a quantificacdo deste fendmeno surgiram nas décadas
de 1900 com o desenvolvimento das teorias de estabilidade das particulas e sua relagdo
com potencial de campo médio (VINCENT, 2012). Derjaguin e Landau (1941) (Russia)
e Verwey e Overbeek (1948) (Holanda) foram os primeiros a desenvolver uma forma de
medir essas interacOes e a contribuicdo de ambos os trabalhos tornou-se o que sabemos
como a teoria DLVO (Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek).

Detalhes dos modelos e parametros utilizados neste trabalho serdo apresentados
no Capitulo 5, considerando que proteinas em solucdo seguem a defini¢do de dispersao
coloidal. Mostra-se a relacdo da energia livre (potencial de campo médio) entre a

proteina e o suporte e o fator de retencdo da proteina na coluna.

2.7. ESPECIFICDADE IONICA

Antes do surgimento da cromatografia, a purificacdo de proteinas era realizada
por técnicas de cristalizacdo e precipitacdo, ocasionado pela diminuigédo da solubilidade
da proteina em solucdo pela adigdo de sal, i.e. salting out (BALDWIN, 1996).

Nos anos de 1880 surgiram 0s primeiros estudos quantitativos para descrever o
fendmeno de agregacao de dispersdo coloidal para particulas inorganicas, demonstrando
a forte dependéncia da valéncia do sal no sistema (VINCENT, 2012). Em 1888,
Hofmeister recebeu grande atencdo cientifica por ser o primeiro a descrever
detalhadamente este fendmeno para a aplicacdo em coloides pelo estudo de precipitacéo
da proteina da clara de ovo utilizando diferentes sais. A conhecida série de Hofmeister,
a seguir, é formada para sais com 0 mesmo cation, diferindo somente nos anions, sendo
organizada pela facilidade de precipitagdo da proteina (SALIS; NINHAM, 2014):
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SO;” >HPO; >F >CH,CO0™ >
Cl">Br >NO, >1" >CIO, >SCN"

Para a série de cations:

(CH,),N* >Rb" > K" > Na* >
Li* > Mg* >Ca*

O efeito de Hofmeister mostra que além da valéncia, a natureza dos ions precisa
ser contabilizado no estudo de estabilidade dos coloides. Pela teoria classica da DLVO,
cloreto de sddio e tiocianato de litio deveriam, a principio, apresentar o mesmo efeito
em solucdo devido a ambos produzirem em sua dissociacdo ions monovalentes.
Entretanto (NOSTRO, LO; NINHAM, 2012):

(1) A atividade ibnica média depende da composi¢do do sal (cation-anion) a das

suas interacdes com as moléculas do solvente e do substrato;

(2) Existem interac@es locais entre o ion e moléculas de d&guaou com a interface
média dos ions com a fase estacionéria;

(3) Em decorréncia disto, especialmente em sistemas organicos, 0 somatorio
destes efeitos apresentam uma singularidade para cada caso, podendo ser
observado uma reorganizacao ou uma ordem inversa a série de Hofmeister.

Os modelos que seguem a teoria DLVO negligenciam a natureza dos ions
devido a hipotese de cargas pontuais na dispersdo e simplificacbes matematicas,
tornando-se necessaria a estimagdo de parametros para o ajuste do modelo com o0s
resultados experimentais (MELANDER et al., 1989; GUELAT et al., 2012, 2013).
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CAPITULO 3. DENSIDADE SUPERFICIAL DE CARGAS

3.1. GRUPOS IONICOS DA PROTEINA

Os estudos do fendmeno de adsorcdo de proteinas reportados por Guélat et al.
(2010, 2012, 2013) mostram que a aplicacdo da equacdo de PB, resolvida apos a
linearizacdo do modelo e sem o efeito da especificidade dos ions, é adequada para
descrever o comportamento da constante de Henry pela estimacdo dos residuos de
grupamentos de aminoacidos ionizaveis.

Os aminoécidos contabilizados presentes na superficie da proteina podem
assumir carga positiva ou negativa. A Figura 3.1 mostra a estrutura destes aminoacidos
(NELSON; COX, 2004).

0]
O
N
W 4 NOH
OH
HN NH,
NH,
NH, Arginina Histidina
O
i i M
0]
OH
o HOWOH
H,N NH, OH NH;
OH
Lisina Glutamato Aspartato

Figura 3.1. Lista dos aminoacidos ionizaveis e que geram cargas na proteina. Grupos com
cargas positivas: arginina, histidina e lisina; Grupos com cargas negativas: glutamato e

aspartato.

O equacionamento da carga da proteina é simplificada por Guélat et al. (2010)
ao contabilizar trés tipos de grupamentos i6nicos em substituicdo aos cinco aminoacidos
responsaveis pela carga: grupo carboxila (-COOH, correspondendo ao glutamato e
aspartato), grupo amina (-NHz, correspondendo a lisina e arginina) e imidazol (CsHsN>).
Este artificio é essencial na modelagem devido as limitacbes impostas ao modelo de

uma superficie esférica com densidade homogénea de cargas.
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Outra aproximacdo aplicada na literatura (GUELAT et al., 2010, 2012, 2013),
para melhor representacdo da densidade de cargas da proteina, consiste na hipdtese que
a reacdo de dissociacdo do H* e associagdo do cation, ou anion, para 0s seguintes grupos
sdo similares: estrutura do grupo carboxilico com o acido acético; correlacdo da
metilamina com o grupo amina (para o valor do termo da dissociacdo); e grupos
sulfonados com o &cido sulfarico. Somente para o termo de associag¢do do anion CI" no
grupo amina, a respectiva constante foi obtida pelo estudo de agregacdo de micelas
(dodecilamina) utilizando cloreto de potassio como sal precursor (SAROFF; HEALY,
1959). Estas suposicdes sdo aplicadas para a obtencdo de valores experimentais das
constantes de associacdo e dissociacdo disponiveis na literatura (MARTELL; SMITH,
1977, 1982; SMITH; MARTELL, 1989).

E crescente a descoberta de novas drogas farmacéuticas, entretanto é inviavel a
medicdo da constante de ionizacdo dos milhares de componentes encontrados, tornando-
se a predicdo deste pardmetro indispensavel na indlstria. Temos, com isso, um
significativo nimero de programas com base em diferentes métodos empiricos ou
métodos de quimica quéantica disponiveis para a predi¢do (LIAO; NICKLAUS, 2009).

Dentre os programas e métodos utilizados para o calculo preditivo, o ACD/I-Lab
apresenta-se como um software livre online! com vasto banco de dados de espécies
quimicas, possibilitando o célculo de suas propriedades com elevado nivel de acuracia
em comparagdo com os demais programas livres (LIAO; NICKLAUS, 2009). A
comparacdo dos valores das constantes de associacdo e dissociacdo obtidos pela
literatura serdo posteriormente discutidos com os obtidos pela predicdo, visando a

validacdo da hip6tese de similaridade dos grupos organicos.

3.2. DENSIDADE DE CARGAS

Um método simplificado para determinar a densidade de cargas foi apresentado
primeiramente por (NINHAM; PARSEGIAN, 1971) no estudo de superficies

carregadas em solucgdes salinas:

1 Acesso pelo website: www.ilab.acdlabs.com. Informagdes das propriedades fisico-
quimicas bésicas estdo disponiveis abertamente para todos os usuarios. O registro pode
ser realizado de forma gratuita sob limitagdes na constru¢do da estrutura quimica e
predicdo de propriedades.
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o=t— (3.1)

em que o € a densidade de cargas, e é a carga elementar do elétron, « representa o grau
de dissociacdo e S € a area superficial.
O parametro a provéem da constante de dissociacdo dos grupamentos

superficiais:

z=[H"], % (3.2)

em que Z representa a constante de dissociacdo e [H+JS € a concentracdo do
ionhidrogénio na superficie.

A inclusdo de um pardmetro no modelo vinculado com a constante de
dissociacdo mostra a relagdo das propriedades bioldgicas com as interacdes
eletrostaticas. Entretanto, a contabiliza a fracdo total de grupos e negligencia o efeito de
associacao dos contra-ions nos grupos dissociados.

Em vista de uma melhor predicdo da interacdo entre a proteina e o suporte
carregado, o modelo de densidade de cargas deve implementar tanto o termo
dissociativo do grupo ionizavel quanto o termo de associacdo dos contra-ions no
respectivo grupo. A literatura apresenta uma escassez de estudos que consideram a
associagdo do contra-ion na estimacédo da estabilidade de coloides (EHRL et al., 2009).
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CAPITULO 4. MODELOS ELETROSTATICOS APLICADOS PARA DIFERENTES

SISTEMAS

Para descrever 0 comportamento adsortivo de proteinas em colunas
cromatogréficas, incluindo as interacGes eletrostaticas entre superficies carregadas, é
necessario estabelecer um modelo capaz de calcular a constante de Henry. O modelo é
desenvolvido pela combinacdo da equacdo de Poisson-Boltzmann e com o modelo de
adsorcdo de Langmuir, considerando que as superficies conttm uma densidade de
cargas distribuidas homogénea como func¢éo do pH e da forca idnica.

A metodologia amplamente utilizada para obtencdo da energia livre do sistema
eletrostatico calculada pela equacdo de PB linearizada (STAHLBERG et al., 1991;
JONSSON; STAHLBERG, 1999) negligencia a inclusdo de efeitos ndo eletrostaticos
(NES). Em contraste, a promissora resolu¢cdo ndo linear da equacdo de PB em
coordenadas biesféricas permite a adicdo destes termos que convém com a relevancia do

sistema em estudo, conforme sera apresentado.

4.1. EQUACAO DE PB LINEARIZADA

A aplicacdo da equacdo de PB para resolucdo de sistemas eletrostaticos é
centenaria, sendo utilizada para analise do potencial entre placas carregadas imersas em
um eletrélito (PARSEGIAN; GINGELL, 1972) a assumindo apenas a presenca de

forgas Coulombianas:

d’¢ 4re > nlz, exp(— z,_e¢j (4.1)

axz EoEr KgT

em que X representa a regido carregada entre as superficies, ¢ € o potencial

eletrostatico, e ¢é a carga elementar do elétron, ¢, € a constante dielétrica do meio (78,5

para a 4gua) e &, é a permissividade do vacuo (8,542-10’12F - m’l), n’ representa o

ntmero de fons i por cm?® na fase fluida e z; é a valéncia destes ions.

E notavel o entendimento que a densidade das espécies idnicas foi
primeiramente relatada com o potencial eletrostatico como o resultado das

consideracdes de forca média descritos por (SANDLER, 2010):
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vit)- [. jv¢ Tdtz.--dtn
= u(ryry el 0%)
I Ie i dr,...dr,
,u(”kirq) (4.2)
. S dr,...dr,
__4?”-" Ip u(ryry,ear,0%) = : :_4?72./0[

j _[e T dr,...dr

em que r; representa a distancia entre o ion e o centro da esfera, q* € a carga

caracteristica do fon, U ¢ a energia livre do sistema e p representa a densidade média
de carga.

A Equagdo de Poisson (V?¢=f), Eq. 4.2, exibe a chave para relacionar o
potencial eletrostatico com a distribui¢do de Boltzmann pelo principio da superposicéo.
Para f =0a equacdo torna-se a equacao de Laplace. Para um sistema de dispersao de
particulas carregado, os ions possuem um efeito sobre a carga da esfera por forcas
Couldmbicas e, consequentemente, as magnitudes destas forcas sdo inversamente

proporcionais pela distdncia entre o ion e o coloide. O laplaciano do potencial
eletrostatico (V2¢([)) é representada pelo somatorio da energia local da interacao entre

cada ion com os ions presentes em solucdo e com as superficies das esferas. A energia

local pode ser representada como uma densidade local de ions e, por sua vez, pela

densidade média de cargas ,1_) , escrita pela distribuicdo de Boltzmann.

A Figura 4.1 apresenta graficamente a descricdo da Equacédo 4.2, em que as
contribui¢des locais sdo visualizadas no item (A), enquanto que no item (B) vemos uma
contribuicdo média de cada ion e cada interacdo sendo representada por uma nuvem
eletrostatica.

O sistema esfera-esfera foi utilizado de forma didatica para esclarecimento da
equacdo. Neste trabalho foi aplicada uma geometria do tipo esfera-plano em vista da

necessidade de uma configuracgdo realistica ao sistema em estudo.
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(A)

(B)

Figura 4.1. (A) Para um determinando ion, é estabelecida uma distancia ry para a primeiro
centro da esfera e r; para o centro da segunda esfera, sendo j=1, 2 ... n relativo ao numero de
ions. (B) A malha representa os pontos discretizados em que o potencial de campo médio é

computado.

Na resolucdo da equacdo cléssica da equagdo de PB, o potencial de campo
médio possui uma dependéncia somente com 0s termos eletrostaticos, caso contrario a
linearizacdo ndo seria possivel mesmo para baixos valores do potencial eletrostatico.

Assumindo baixos valores no potencial eletrostatico (y <<1), é possivel

linearizar por série de Taylor a Equacéo 4.1 conforme demonstrado a seguir:

d2¢:_4_”92n92i[—%+1J (4.3)

2 i
dx £ B

Rearranjando os termos e assumindo eletroneutralidade (Z n’z, = 0):
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d2
dx‘é’ =Ky (4.4)
2
onde k2 _ 4 Zni"zf, sendo k, o inverso do comprimento de Debye; e v o

£
potencial eletrostatico em sua forma adimensional (eg/k,T).

A energia eletrostatica livre, por area de contato, entre as duas superficies com
diferentes cargas foi apresentada por (PARSEGIAN; GINGELL, 1972):

1 (012 +0) ) e % + 20,0,

kp-x —kp-x
Kp€o€r ert—e™®

Wplane—plane(x’ pH ' I ) = (45)

para o, representando a densidade de carga do coloide e 0, a densidade de cargas da

fase estacionéria.

A Eq. 4.5 é valida para um sistema que envolve duas superficies planares e
baixos potenciais. Para um estudo realistico da adsorcdo de proteinas, uma condicao
geométrica apropriada pode ser obtida utilizando a aproximacdo de Derjaguin pelo
ajuste das superficies planas para uma geometria esférica (CARNIE et al., 1994;
GUELAT et al.,, 2010). Em contraste, uma das vantagens de utilizar coordenadas
biesféricas provem da aplicacdo direta de uma geometria realistica do processo, fazendo
com que nenhuma informacdo do modelo seja perdida durante a transicdo de

aproximagoes.

4.2 EQUACAO DE PB MODIFICADA EM COORDENADAS BIESFERICAS

Uma proposta similar feita em relacdo a geometria do sistema foi descrita por
Roth e Lenhoff (1993), em que sdo estudados os fendbmenos de adsor¢do usando uma
estrutura tridimensional da proteina, entretanto a aproximacéo linear na resolucéo da
equacdo de PB é aplicada para a resolucdo do sistema. O resultado mostrado por este
estudo apresentou uma boa concordancia para a lisozima para pequenos valores da
concentracdo salina, conforme esperado, com um extensivo consumo de tempo de
estimacdo. A falha na concordéancia do modelo ocorreu para uma faixa maior da forca
iGnica, mesmo considerando o termo de Hamaker.

Lima et al. (2007a) foi capaz de predizer o comportamento do segundo
coeficiente de virial como uma fungdo do pH e forga idnica considerando a interagéo

entre dois coloides carregados (tratados como duas esferas) sem a necessidade de



23

estimacdo de parametros. O trabalho também reporta a aplicacdo de um modelo nédo
linear que inclui as forgas de Hamaker e a dependéncia do tipo de sal decorrente dos
termos NES.

Diante do exposto, foi presumido que um modelo ndo linear que acopla
coordenadas biesféricas (Fig. 4.2), ou forma similar para descrever as interacdes entre
plano-esfera e as contribuicGes eletrostaticas, providencia uma predicdo aceitavel do
comportamento adsortivo incluindo os termos de especificidade idnica e forgas de van
der Waals para um sistema diluido.

Uma outra vantagem do sistema de coordenadas biesféricas provém de uma

melhor discretizacdo dos elementos estruturais para resolucdo do modelo.
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CAPITULO 5. METODOLOGIA

Utilizando as condi¢Bes de equilibrio para o potencial quimico da proteina,
temos que (MOREIRA et al., 2006):

C=¢, exp{— W} (5.1)

em que c e a concentragdo do coloide (ou proteina), c, € a concentragdo do coloide no

seio da fase fluida, h representa a distancia entre a superficie da proteina e a superficie

da fase estacionaéria, | é a forca idnica, W € a energia livre de interacdo entre o coloide e
o adsorbato, K € a constante de Boltzmann e T é a temperatura do sistema (298.15 K).

Conhecendo que a concentragdo em excesso na superficie pode ser obtida por:
d(pH, 1)=[(c—c,)d (5.2)
0

em que g é a concentracdo em excesso na superficie para um dado pH e forca ibnica do
meio.
A constante de Henry é calculada como funcédo do potencial de forca média (W),

combinando as Equacdes 5.1 e 5.2, conforme sugerido por (GUELAT et al., 2010):

A o W) .

CO 0 B

em que K é a constante de Henry dimensional (m) para um sistema similar ao

apresentado na Figura 5.1.
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PROTEINA

Figura 5.1. Sistema de interacdo da proteina (esfera) com o suporte carregado (plano) para uma

distancia h.

51 METODOLOGIA DE CALCULO PARA AS PROTEINAS EM
COORDENADAS BIESFERICAS

Para os mAbs, a predicdo do comportamento da constante de equilibrio foi
possivel pela resolucdo da equacdo de Poisson-Boltzmann incluindo a dispersdo entre
ion-proteina e ion-plano, dada pela seguinte equacédo (LIMA, E R A; TAVARES; et al.,
2007b):

vy = fexply ~U_)-exp(-y -U. )] (5.4)

em que V? é o operador de Laplace em coordenadas biesféricas (MOON; SPENCER,

1961), conforme descrito por:

vy — (cosh 7 —cos 6)’ [a( sin @ aw}

"~ [kohsinh (57, )] sin 0| 26\ coshp —cos6 06

(5.5)

+sin Hi __t o
on\ coshn—cosé on

Para a avaliagdo da forca entre plano-esfera, foi efetuada a integracdo sobre a
superficie para #=1,/2 em consideracdo de uma realistica aproximagao.

Informagdes do potencial na superficie podem ser utilizados diretamente na
modelagem do sistema para o calculo da energia livre. Entretanto, para proteinas é bem

mais efetivo representar o modelo como uma funcéo entre as densidades de cargas

(ASENJO; ANDREWS, 2009), uma vez que informagfes dos aminoacidos presentes
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em sua superficie podem ser determinados por simples ensaios titulométricos. Como

resultado, as condigdes de contorne em 7 sdo escritas como:

dy) _ o, kphsinh(y)
on),, &8 cosh(n,)-cos(0)

dy) _ o, kphsinh(y,
on),., &, cosh(n,)-cos(o)

(5.6)

Sendo o, e o, calculados conforme descrito na Segdo 5.4. Por sua vez, as condi¢oes

de contornoem &

(5.5,
00 ),, \00),

A equacdo para o termo NES, relativo a especificidade idnica é dado por (LIMA,
E.R. A.etal., 2007b):

-B, -1} -B,-r}
Ui — S ion ; + P3 ion (58)
3 (rl - Rsphere) r2
(rl - Rsphere) 1+T
sphere
temos que R, € 0 raio hidraulico da proteina, r,,, € o raio do ion; Bs € a constante de

dispersdo para a interacdo ion-esfera, enquanto Bp é o0 termo para ion-plano. Foi
assumido que as propriedades dielétricas na superficie de ambas as geometrias séo

idénticas, logo, By = B,; r, é a distancia entre o centro do ion e a superficie da esfera e

r, € adistancia entre o centro do ion e a superficie do plano.

E importante destacar que a integracio dos pontos foi calculada pela regra de
Simpson Composta e as equagdes diferenciais foram resolvidas utilizando o Método de
Volumes Finitos, acoplados com o algoritmo de Thomas (LIMA, E R A; TAVARES; et
al., 2007b).

Neste trabalho, temos que o cloreto de sddio € tratado como o principal sal na

solucéo para a contabilizacdo da forca idnica, portanto, os valores a seguir séo levados

em consideracdo para a constante de dispersdo (TAVARES et al., 2004): 0.138K,T

para o jon sodio e 1.086K; T o ion cloreto. Para a analise de sensibilidade, diferentes
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tipos de ions foram estudados, brometo (1.348 k; T), iodeto (1.735K; T), potassio (0.574

kg T) e estroncio (0.575K; T) (de acordo com a mesma referéncia acima). O raio de

corte de 2 A foi estabelecido como o limite em que a proteina pode alcancar a superficie
do plano, sendo refletido como o valor médio do raio dos ions em solucdo.

A expressdo para a forca adimensional em coordenadas biesféricas é reportado
por (STANKOVICH; CARNIE, 1996), obtida pela integracdo do tensor sobre a
superficie, como uma funcdo do campo elétrico e a diferenca entre a pressdo osmotica
(CARNIE et al., 1994):

|| [kohsinh (7, )2 (coshy —1)  1((ow)* (ow)’
! {[ R — +2((6¢9) _(577) Jx(l—coshn.cosﬁ)] (59)

+a—wa—wsinhn-sin9 __sno
00 on coshr —cosd

A expressdo da forca foi deduzida para a equacdo de PB classica, isto &,
considerando baixos potenciais e simetria na dissociacdo dos ions em solucdo. A
determinacdo da forca utilizando esta abordagem € inconsistente, que pode levar a erros
na determinacdo do potencial de campo médio do sistema proteina-plano. Apesar da
problematica, a Equacdo 5.9 foi aplicada neste estudo para avalicdo do sistema
proposto.

Uma vez determinada a forca entre a proteina e o plano, o potencial de campo
médio e calculado como o somatério da contribuicdo da forca em funcdo da distancia

entre a superficie da proteina e a superficie da fase estacionéria:

W koh) :_gRgo(@jkff(h)d(h) (5.10)
KT e

em que W™ ¢ a contribuicdo eletrostatica para o potencial de campo médio, obtido via
uma equacdo de PB, dada uma separacao entre a proteina e a fase estacionéria(th).

A contabilizacéo do potencial total da for¢ca média é dado por:
W =W By Ham Ly s (5.11)

em que W " é a contribuicdo de esferas duras: (1) W" =c para uma distancia h<0 e

(2) W™ =0 para h>0.
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A terceira contribuicdo diz que as superficies das geometrias sdo tratadas como

superficies rigidas, sendo necessaria uma energia infinita para penetra-las. W """ é

relatado como o potencial ndo-Couldmbico entre as proteinas e o adsorvente, conhecido

como dispersdo de Hamaker. O método para o calculo de W ™™ ¢é resumido como
(PARSEGIAN, 2005; LIMA, E R A; BISCAIA; et al., 2007a):

WHam _

_E I'p for h<
6 rp +r|-| r - rp + r‘H (512)

9 \h) forh>r, +r,

em que r,, corresponde a espessura da camada de hidratagio da proteina, 1.5 A (LIMA,
E R A; BISCAIA; et al., 2007a). O parametro H representa a constante de Hamaker,
sendo este parametro diferente para interacdo entre proteina e adsorvente. Para o estudo

de mAbs em YMC BioPro SP, o valor da constante de Hamaker foi estabelecido como
2ksT (GUELAT et al., 2012). Foi assumido um valor de H = 5k, T para a interagéo

entre a Fractogel EMD SE HiCap com a proteina no sistema aquoso (TAVARES et al.,
2004).

5.2. GRUPOS IONICOS DA PROTEINA

Os dados analisados neste trabalho foram obtidos na literatura, realizados em
coluna de troca-idnica para as seguintes fases estacionarias: Fractogel EMD SE HiCap
(grupo ligante -(CH)2SO3) e YMC BioPro SP (10 um) (grupo ligante -(CH)3SOz3’)
para as interagdes com mAbl, anticorpo monoclonal obtido pela Merck Serono S.A.
(GUELAT et al., 2010); e YMC BioPro SP (5 um) para a adsor¢io da Bevacizumab e
Trastuzumab (GUELAT et al., 2013). A densidade dos componentes dos grupos amino,
histidina e carboxilico foram recalculados para as proteinas com base na sequéncia de
aminoacidos disponiveis nos bancos de dados online: Protein Data Bank e DrugBank,
sendo este parametro definido como a razdo entre 0 nimero de grupos idnicos e a area
superficial da proteina.

Utilizando as informacgdes da quantidade de grupos arginina, histidina, lisina,

glutamato e aspartato presentes na superficie da mAb1, bevacizumab e trastuzumab,
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temos respectivamente a contabilizacdo de um total 274, 322 e 301, nUmeros de grupos

ionizaveis em suas superficies.

5.3. CONTABILIZACAO DAS DENSIDADE DE GRUPAMENTOS IONICOS

A partir destas informac@es, a Tabela 5.1 foi construida com os dados de razédo
entre a quantidade de grupamentos amina, histidina e grupos carboxilicos na superficie
da proteina. O raio hidrodindmico da mAb1 é definido como 5 nm (GUELAT et al.,
2010), e o mesmo valor é especificado para a Trastuzumab (SCHEER et al., 2012;
SALVALAGLIO et al., 2015). Para Bevacizumab, o raio de 6.3 nm foi utilizado
conforme medido por Wen et al. (2013).

A arginina apresenta duas aminas em sua cadeia (ver Fig. 3.1). Por esta razdo,
para cada arginina presente na superficie do coloide foram contabilizadas 2 aminas
(1:2); a lisina possui uma amina em sua cadeia principal (1:1) e a cadeia do glutamato e

aspartato sdo consideradas idénticas, possuem um grupo carboxilico (1:1).

Tabela 5.1. Valores das densidades dos grupos amina, histidina e carboxilicos calculados para a

proteina e para as fases estacionarias.

Valores das densidades dos grupos (mol m)

Proteina Amina Histidina Carboxilico
mAb1 6.872- 1077 1.374- 1077 6.237- 107
Bevacizumab 5.363- 10”7 9.626 108 4.125- 107
Trastuzumab 8.034- 1077 1.480- 107 6.343- 107
Fase estaciondria Grupo sulfonato*

Fractogel EMD SE 106

HiCap 5.64-10

YMC BioPro SP (10 um) 1.90 - 10°®

YMC BioPro SP (5 um) 1.22-10®

*\/alor informado pelos fabricantes (GUELAT et al., 2010, 2013).

Os valores reportados na segunda coluna da Tabela 5.2 provém das

consideracdes impostas por Guélat et al. (2010) de que a reacdo de dissociacdo do H* e
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associacdo do cation, ou anion, para os seguintes grupos sdo similares: estrutura do

grupo carboxilico com o &cido acético; correlagcdo da metilamina com o grupo amina; e

grupos sulfonados com o &cido sulfdrico. Somente para o termo de associa¢do do anion

Cl" no grupo amina, a respectiva constante foi obtida pelo estudo de agregacdo de

micelas (dodecilamina) utilizando cloreto de potéassio como sal precursor (SAROFF;

HEALY, 1959).

Tabela 5.2. Comparacdo dos valores adotados para as constantes de dissociacdo dos grupos

ibnicos e associacdo dos sais de acordo com a literatura e com a predicéo feita pelo software

online ACD/I-Lab.

Reportado por
(MARTELL; SMITH, 1977,
1982; SMITH; MARTELL,

Predicdo (ACD/I-Lab)

1989)
Constante de Dissociacao
Carboxilico 4,45 4,3(+0,4)
Grupo imidazol (histidina) 6,02 6,20 (+ 0,5)
Amina 10,69 10,60 (£ 0,4)
Sulfonatos 1,68 1,70 (+ 0,4)
Constante de associa¢do
Na* nos grupos carboxilicos -0,26 -
Na* nos grupos sulfonato 0,64 -
K™ nos grupos carboxilicos -0,41 -
K™ nos grupos sulfonato 0,85 -
Sr?* nos grupos carboxilicos 0.49 -
Sr?* nos grupos sulfonato 2.20 -
CI" na histidina 0,20 -0.4 (£ 0,5)
ClI" nos grupos amina 0,20 0,1(+0,4)

Na Tabela 5.2, a terceira coluna apresenta os valores obtidos da predicdo da

constante de dissociagédo/associacdo pelo ACD/I-Lab. Para o grupo amina, foi utilizada

a estrutura completa da lisina para predicdo do Ka. A estrutura original do ligante
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presente na fase estaciondria (&cido etilsufonico: CH3CH,SO,0H) foi aplicada para a
predicdo do grupo sulfonato, mostrando que as hipoteses de correlagdo das estruturas
quimicas aplicadas por Guélat et al. (2010) podem ser utilizadas para todos 0s casos.
Para as constantes de associagdo, a versao livre do ACD/I-Lab ndo engloba a
inclusdo de metais nos calculos das propriedades das estruturas quimicas,
impossibilitando a andlise preditiva neste caso. Este problema néo interferiu na
modelagem dos cations, ja que estes valores sdo reportados na literatura (MARTELL;
SMITH, 1977, 1982; SMITH; MARTELL, 1989). Para a constante de associacdo dos

anions, a predi¢do para o Cl™ no grupo histidina e amina apresentam um grande desvio

(Tab. 5.2) e os outros demais valores ndo sdo reportados na literatura base para 0s ions
Br e |~. Para os ensaios de sensibilidade utilizando os sais NaBr e Nal, o valor da

constante de associacdo do anion Cl~ foi aplicada em substituicdo os ions Br e |~

para a possivel analise do efeito da disperséo ionica.

5.4. CONTABILIZACAO DA DENSIDADE DE CARGAS

Para a completa formulagcdo do problema, duas condi¢bes de contorno séo
necessarias para a resolucdo do modelo, conforme apresentado pela Equacdo 5.6,
exigindo informac@es sobre a densidade de carga na superficie da fase estacionaria e da
proteina.

A carga total da proteina é quantificada pelo somatério das contribuicGes
individuais dos grupos e a contribui¢do do grupo sulfonado determina a densidade total

de cargas para todas as fases estacionarias:

o,(pH, I)=0'NH3+ +o. .. +0 (5.13)

His" COO™

o,(pH, I)=0'803_ (5.14)

em que o, representa a densidade de carga total do coloide e o, é a densidade de carga

para a fase estacionaria.

A densidade de cargas superficiais é escrita conforme reportada por Ehrl et. al
(2009) a partir das informacfes de equilibrio de dissociacdo dos grupos organicos e
associacdo dos ion. Para o célculo da densidade superficial dos grupos amina e
histidina, temos que:
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+Fp,
o, =
1+ (Kai+/CH+ )+ Canion}/ ' KSiCI

(5.15)

em que F é a constante de Faraday (96,485 C mol™), i representa 0s grupos amino ou os
grupos histidina, p; representa a densidade dos grupamento i na superficie (mol m?),
Ka,, é a constante efetiva de dissociacdo dos grupos acidos i da proteina (mol L), y é
o coeficiente médio de atividade, Ks,, e o coeficiente de associagdo dos grupos i do

meio (L molY) e ¢ € aconcentracdo dos anions (mol L).

anion
Para a representacdo da densidade de carga dos grupos carboxilicos e

sulfonados, temos que:

~Fp,

_ 5.16
l+(CH+/Kaj, )+ Ceation? - Ksta ( )

em que j representa os grupos carboxilicos e sulfonicos, £; representa a densidade dos

grupos ibnicos j (mol m2), Kaj_ é a constante efetiva de dissociagdo dos grupos basicos

j (mol L), Ks;w.€ @ constante de associagdo dos grupos j (L mol?) e ¢ é a

anion
concentragdo dos cations (mol L™?). Os valores das constantes de associagdo e
dissociacdo utilizados neste trabalho sdo encontrados na segunda coluna da Tabela 5.2.
A constante efetiva de dissocia¢do € um valor constante para 0s grupos amina e
carboxilicos, enquanto que para histidina o seu valor muda conforme o pH e forca

ibnica do meio. Sua relacdo é dada por:

Ka, . =pKa’ _ +2(z, -1 Aoy 1 BI
p an =p an + 22y — W— (5.17)

onde Kaﬂ. .
IS

representa a constante de dissociagao da histidina na auséncia de sal, Apg,.
é um parametro dependente da temperatura (igual a 0,5114 a 298 K), B € um parametro
dependente da espécie quimica (aproximado para 0,1) e z,,,; € 0 numero de cargas da
histidina.

A influéncia do pH ocorre de forma indireta na Equacéo 5.17 pela contagem do

numero de cargas da histidina:
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B -1 +1 +1
T141007 P 14107038 |14 10Pnem

(5.18)

ZHis

sendo o primeiro termo referente a contabilizacdo da carga do grupos a-carboxilico; o
termo intermediario refere-se ao grupo a-amino e o ultimo termo é associado com a

carga da cadeia da histidina.

5.5. METODOLOGIA DE CALCULO PARA A LISOZIMA

As curvas da constante de Henry para a lisozima em funcao do pH e da forca
ibnica, foram determinadas por duas metodologias distintas: pela equacéo de PB em
coordenadas biesféricas e pela equacdo de PB em sua forma linear, para efeito de
comparacdo com a literatura (GUELAT et al., 2010).

Sabe-se que a lisozima possui uma estrutura fixa na faixa de pH em estudo (4,4
até 6,8), validando a hip6tese de um sistema geométrico plano-coloide, sendo a fase
estacionaria aproximadamente 4200 vezes maior que a proteina. Em relacdo aos
grupamentos encontrados em sua superficie, tem: 1 grupo a-NH3*, 6 lisinas e 11
argininas, totalizando 29 aminas; 1 histidina; e 1 a-COO", 2 glutamatos e 7 aspartato,
contabilizando 10 grupos carboxilicos (BOSTROM et al., 2003). Sera utilizado para a
proteina o raio hidrodindmico de 24 A e Fractogel EMD SE HiCap como a fase
estacionaria (GUELAT et al., 2010).

No Apéndice A sdo encontradas as etapas matematicas aplicadas para o calculo
da constante de Henry pela inclusdo da resolucdo analitica da energia livre (Eq. A.15)

via equacao de PB linearizada. A constante de equilibrio é representada por:

-1 , a X b 1
K= X+1) — ——|ldX

! o< +2 -4 X +2 [ ko (X +1)] (A23)
sendo a= 2':BBT eb= Zi\BZT ;onde A=27R.. /Kp&otp B:(af +022) e Z=20,0,.

X representa a distancia entre a superficie da esfera e o plano.
Para evitar o grande esforco matematico em resolver a Equagdo A.23 no
intervalo apresentado, sendo o limite inferior descrito como a superficie da fase

estacionéria e o limite superior descrito como o seio da fase fluida alcangado em uma
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distancia infinita, duas hipdteses foram consideradas: (1) raio de corte de 2 A como a
menor distancia que a esfera pode alcancar da superficie, sendo este valor aproximado

como um raio meédio dos ions em solugéo; (2) 10k,h como a distancia adimensional em

que definitivamente ndo tenhamos a interacdo entre o plano e a esfera.
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RESULTADOS

CAPITULO 6. ADSORCAO DE ANTICORPOS MONOCLONAIS

As Figuras 6.1, 6.2 e 6.3 foram obtidas utilizando a metodologia descrita no
capitulo anterior para computar as densidades de cargas das proteinas com dependéncia
da atividade do sal (LEE; HAN, 2013), pH do meio e informacgdes sobre as constantes

de associacdo e dissociacdo acido-base (segunda coluna da Tabela 5.2):

0.08 {

0.06 |

=
o
=

Densidade de Cargas (C m?‘)
o
o
N

1.0 mol Lt -
O L
-0.02 +
0.0 mol L
-0.04 . ‘ ; ; = 7
0 2 4 6 8 10 12 14

pH
Figura 6.1. Densidade de cargas da bevacizumab em funcdo do pH para uma faixa de

concentracdo de NaCl entre 0.0 a 1.0 mol L™

Como é observado na figura, a adi¢do de sal no meio é diretamente proporcional
ao aumento da densidade de cargas até o pH 10.57. Apos este valor, a influéncia do sal
ocasiona um efeito negativo na densidade de cargas. A inversdo é decorrente do pKa de
dissociacdo dos grupos amina (10.69) que sdo majoritarios na proteina. Um fato
interessante a ser notado € que a bevacizumab apresenta uma carga neutra em pH 10.09
na auséncia de sal. Com a adicdo de sal, o ponto de carga neutra é deslocado, podendo

chegar a pH 5.89 para a concentragéo de NaCl de 1.0 mol L™,
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Figura 6.2. Densidade de cargas da trastuzumab em funcdo do pH para uma faixa de

concentracdo de NaCl entre 0.0 a 1.0 mol L.
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Figura 6.3. Densidade de cargas da mAbl em fungdo do pH para uma faixa de concentracéo de
NaCl entre 0.0 a 1.0 mol L.
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As Figuras 6.2 e 6.3 descrevem a densidade de cargas para a trastuzumab e
mAb1, respectivamente, e apresentam um comportamento semelhante ao descrito para a
bevacizumab em funcdo do pH e da concentracdo de sal. Na auséncia de sal, mAbl
apresenta uma carga neutra no pH 9.44, enquanto que o valor determinado para a
trastuzumab € de pH 10.14.

Os resultados presentes na Figura 6.4 foram calculados utilizando a equacéo de
PB em coordenadas biesféricas conforme metodologia descrita no capitulo anterior,
para diferentes posicOes fixas entre a mAbl e a fase estacionaria. Para uma distancia

adimensional de 1 k;h, uma forte atragdo (contribuicdo eletrostatica) entre a proteina e

0 adsorvente é observada entre o intervalo de pH de 1,68 até 4,0, aproximadamente.

NaCl

W/ (x,T)

Figura 6.4. Efeito do pH no potencial de forca média, obtida pela equacdo de PB, para
diferentes distancias entre a superficie do sistema plano-esfera utilizando a proteina mAbl.
Concentragédo de NaCl de 0,3 mol L (Fractogel EMD SE HiCap).

Para pH do meio menor do que pKa do adsorvente (1,68), a carga negativa da
fase estacionaria torna-se menor, contribuindo para diminuir a atragdo entre a proteina e
adsorvente. Para pH maior que 4,0 tem-se um decréscimo da energia atrativa,
proveniente da neutralizacdo das cargas superficiais da proteina, chegando a um ponto
de inflexdo com valor de pH aproximadamente 5,3. Para pH maiores, é observado uma
contribuicdo eletrostatica repulsiva entre as superficies devido a neutralidade da carga

liquida da proteina e da adsorcao de ions em sua superficie.
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Para a proteina mAb1, o ponto de carga neutra é calculado em aproximadamente
pH 6,3 para uma concentragdo de sal de 0,3 mol L. Entretanto, esse ndo é o ponto
observado na Figura 6.4. Tal efeito pode ser descrito como uma blindagem eletrostatica
da proteina ocasionada pela concentracdo de sal presente. No ponto isoelétrico, temos
um somatério liquido de cargas igual a zero. Com a adicdo de sal no sistema, os ions

cloreto irdo preferencialmente se aderir a superficie da proteina, uma vez que sua
constante de Hamaker (1.086 kg T) possui um valor bem maior que a do cation (0.138

kgT), tornando a proteina negativa pelos ions presentes em solucio, e ndo pelos grupos

ibnicos em sua superficie, conforme visualizado na Fig. 6.5.

Figura 6.5. Perfil de concentracdo de ion cloreto em torno da mAbl e da fase estacionaria para

pH de 6.3 interagindo em solucdo de NaCl 0.3 mol L.

No resultado obtido, a concentracdo de 0,3 mol L™ de NaCl foi suficiente para
deslocar o valor do ponto isoelétrico da proteina para 5,3, aumentando a faixa de pH em
que a forca média é repulsiva entre a proteina e o adsorvente.

Para diferentes distancias, 0 modelo comporta-se conforme o esperado. Para
curtas distancias, tém-se maiores forgas atrativas e repulsivas devido a proximidade das
superficies. A medida que a proteina ¢ afastada da fase estacionaria, tem-se diminuicéo
das forcas atrativas e repulsivas. Como é observado na Figura 6.4, para distancias

maiores que 4 k,h a interagdo entre proteina-plano é praticamente nula.
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Com a finalidade de identificar em que ponto tem-se interacdo nula entre a
proteina e a fase estaciondria, o potencial eletrostatico foi calculado em funcdo da
distancia de separacdo entre as superficies para diferentes valores de pH, utilizando as
mesmas condicBes experimentais descritas na Figura 6.4.

Os resultados deste estudos sdo presentes na Figura 6.6. Para pH de 7,0 e 6,0,
tem-se repulsdo em todas as distancias entre as superficies, ndo havendo contribuicao
eletrostatica para adsorcdo na coluna. Em pH de 5,0, préximo ao ponto de carga neutra
da proteina para esta concentracdo de sal, atracdo é observada, mas ndo intensa como

apresentado no pH 4,0. Conforme é observado, a partir da distancia de 6 k,h a proteina
ndo interage eletrostaticamente com o adsorvente em nenhum dos valores pH testados.
Como esta analise foi realizada para uma proteina em uma Unica concentracao
salina, o valor de 10 kyh foi utilizado nas integragdes, consideragdo da distancia em
que a proteina ndo interage eletrostaticamente com a superficie, independente da

concentracdo salina considerada.

Figura 6.6. Potencial de forca media obtido pelo calculo da equacdo de PB em coordenadas
biesféricas em funcéo da distancia entre a superficie da mAbl e da fase estacionaria para uma
concentracéo de sal de 0.3 mol L* NaCl (Fractogel EMD SE HiCap).

Com a finalidade de descrever os efeitos de Hofmeister, o potencial de campo
médio foi obtido via equacdo de PB para cinco diferentes sais: NaCl, NaBr e Nal para

analise da influéncia dos anions e NaCl, KClI e SrCl; para os céations.
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A Figura 6.7 apresenta os resultados do potencial eletrostatico em fungédo do pH
para sais com diferentes séries de cations e anions, fixando-se a forga iénica de 0.3 mol

L! e distancia de 1 k,h. Como observado em na Figura 6.7(A), a proteina ¢é afetada

pelos diferentes tipos de anions, possuindo uma repulsdo e um deslocamento do ponto
de carga neutra acentuada para Nal. Este comportamento pode ser descrito pela
interacdo ion-proteina em que a seguinte série é seguida pelos seus valores da constante
de dispersdo: 1 > Br > Cl. Como o iodeto possui uma maior polarizabilidade, é
compreensivel que a blindagem eletrostatica causada seja maior em relacdo aos outros

anions.

2] (A)

W™/ (x,T)

.1 B

W™/ (x,T)

Figura 6.7. Comparagao entre os potenciais de forca media adimensionais para trés diferentes
tipos de (A) anions e (B) cations. A distancia entre esfera-plano foi fixada em kyh =1 para

melhor analise, com forga idnica igual a 0.3 mol L (Fractogel EMD SE HiCap).
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Na Figura 6.7(B) séo apresentados os resultados para diferentes cations. O ion
sodio possui menor valor da constante de dispersdo que a do fon potassio (0,574 KgT ),

entretanto ambos os sais apresentam o mesmo deslocamento no ponto de carga neutra
da proteina, com diferentes intensidades para o potencial de atracdo (valores negativos
na figura) e de repulsdo (valores positivos).

Em comparagdo com 0s cétions estréncio e potassio, ambos possuem um similar
valor para a constante de Hamaker entre ion-proteina e ion-suporte. A discrepancia
encontrada entre os dois resultados é proveniente da diferenca entre as valéncias e sua
natureza, contabilizada indiretamente pela atividade média dos sais em solucdo e
contabilizada na densidade de carga da proteina.

A comparacao entre os dados experimentais e calculados da constante de Henry
sdo apresentados nas Figuras 6.8 e 6.9, sendo resolvidas pela Equacéo 4.1 integrada
com o potencial total de forca média descrito pela Equacédo 4.17, para coordenadas
biesféricas, considerando o termo de dispersao idnica e as forcas de van der Waals.

A Figura 6.8 estdo separados os dados de predicdo da mAbl com Fractogel
EMD SE HiCap e YMC BioPro SP (10 um de diametro), enquanto que na Figura 6.9
estdo os dados de Bevacizumab e Trastuzumab com fase estacionaria composta pela
resina YMC BioPro SP (5 um de diametro).
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Figura 6.8. Perfis da constante de Henry para a adsor¢cdo de mAbl em uma coluna de troca-

ibnica possuindo como fase estacionéria: (A) Fractogel EMD SE HiCap e (B) YMC BioPro SP

(10 um) em funcéo da forga idnica e pH do meio. Os perfis foram gerados sem a necessidade de

estimacdo de pardmetros, sendo os circulos os dados experimentais presentes na bibliografia

(GUELAT et al., 2010).
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Figura 6.9. Perfis da constante de Henry para a adsorcao de proteinas em uma coluna de troca-
ibnica possuindo como fase estacionaria YMC BioPro SP (5 um): (A) representa a predicéo
para Bevacizumab e (B) Trastuzumab. Os perfis foram gerados sem a necessidade de estimacao
de parametros, sendo os circulos os dados experimentais presentes na bibliografia (GUELAT et
al., 2013).

Um ponto interessante que € exposto na Figura 6.8, é a diferenca de formato da
curva de constante de Henry com a forca idnica. Uma curvatura da dependéncia com a
forca idnica varia com o pH do meio. Para pH proximo do ponto de carga neutra da
proteina, o comportamento da constante de equilibrio apresenta um brusco decaimento

em funcéo da forca ionica.
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Na Tabela 6.1 sdo encontrados os valores de R? para os perfis da constante de
Henry apresentados. Nota-se que, com excecdo da predi¢do para mAbl com YMC no
pH 5.9, todas as curvas apresentam um coeficiente de determinacéo superior a 0.90.

Tabela 6.1. Valores dos R? determinados visando a comparagéo entre 0s pontos experimentais

com o modelo de predicao.

Ref. pH70 pH64 pH65 pH59 pH54 pH50 pH49 pH4.4
(Fractogel EMD SE Hicap) F19-68A 0.9561 09980  —oooe 09935 09923  ------ 0.9840 0.9988
(YMC BioProSp - 10 ym) | 19-68B oo oo 09258 0.8414 0.9713 - 0.9075  0.9966
Bevacizumab Fig. 6.9 A  --o-o-s cooeee oeeeee- 0.9880 0.9860 -------- 0.9790  <-mmmu-
Trastuzumab Fig.6.9B 09659 - —cooeoee 09799 0.9974 0.9921

Para todos os casos calculados, constante de equilibrio diminui com o aumento
da forca idnica. Com o aumento da concentragdo de sal, tem-se uma diminuicdo da
interacdo eletrostética entre a proteina e a fase estacionaria, principalmente devido a
blindagem eletrostatica. Como as superficies tém cargas opostas, 0s cations sdo mais
importantes para blindagem eletrostaticas da fase estacionaria e 0s anion nas proteinas.

Apesar de contabilizar os termos NES, o modelo poderia apresentar desvios na
regido de inexisténcia das forcas eletrostaticas. Contudo, pela Figura 6.8 A, mesmo no
pH proximo ao ponto de carga neutra da proteina, tem-se interacdes eletrostaticas fracas
provenientes da blindagem eletrostatica causada pelos anions na superficie da proteina.

Como mostram as figuras, o modelo foi capaz de predizer, com uma boa
concordancia, o comportamento da constante de Henry para todas as proteinas nos trés
diferentes adsorventes cromatograficos estudados.

O tipo de sal altera o comportamento adsortivo (Fig. 6.10) como observado
anteriormente pela variacdo da contribuicdo da energia livre no calculo de PB para o
sistema biesférico (Fig. 6.7), em que o anion possui uma grande influéncia no valor da
constante de Henry, enquanto que o cation apresentou uma influéncia maior para o sal
bivalente. A escolha do pH 4,4 para a anélise da predi¢do do cation (Fig. 6.10 B), deve-
se ao fato de encontrarmos uma grande diferenca da influéncia do efeito do contra-ion

na série de anions.
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Figura 6.10. Efeito tedrico da influéncia de trés diferentes tipos de (A) anions e (B) cations na
constante de Henry para adsor¢do de mAbl em uma coluna de troca-ibnica possuindo como fase

estacionaria Fractogel EMD SE HiCap. Para os cétions, foi realizado predigdes no pH de 4,4 e
pH de 6,4.

Para o pH 4,4, longe do ponto isoelétrico, a proteina apresenta seu maximo valor
de carga superficial para a faixa de pH em estudo, real¢cando as diferencas eletrostaticas
causadas pela natureza do contra-ion. O iodeto apresenta uma polarizabilidade superior
aos outros ions, contribuindo com a blindagem eletrostatica da proteina. Logo, para um
mesmo valor da constante de equilibrio, uma quantidade maior de NaCl é necesséria
para realizar o mesmo efeito de blindagem do Nal.
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Com o aumento do valor de pH, é observado uma proximidade dos perfis da
constante de equilibrio para os diferentes tipos de sais (Figura 6.10 (A)). Proximo ao
ponto de carga neutra da proteina (em valores de pH < 5,0), a contribuicéo eletrostatica
é reduzida, minimizando, também, as contribui¢Bes de natureza idnica. Para os anions, a
série de Hofmeister € seguida em toda a faixa de pH estudada. Observa-se uma inversédo
de comportamento para o fon Sr?*. Como esse ion é polarizante, apresenta uma forte
atracdo de van der Waals entre Sr?* e proteina. Proximo ao ponto de carga neutra da
proteina, acontece “adsor¢io” de Sr?* na superficie da proteina, deixando-a mais
positiva. Desta forma, existe um aumento da constante de Henry, relativo ao NaCl, na
mesma forca ibnica. No entanto, para pH 4,4, longe do ponto de carga neutra da
proteina, o fenbmeno é dominado pela blindagem eletrostatica da fase estacionaria, que

é maior para o Sr?*,
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CAPITULO 7. ADSORCAO DE LISOZIMA

Em seu trabalho, Guélat et al. (2010) aplica a aproximagdo de Derjaguin no
potencial de campo médio entre dois planos (Equacéo 4.3) para obtencdo da geometria
plano-esférica. O potencial obtido é entdo acoplado ao calculo da constante de Henry,
como uma funcdo do pH e forca i6nica (Equacao 4.4). No Apéndice A € demonstrada a
resolugdo deste sistema analitico, possibilitando o célculo da constante de Henry pela
resolucéo da Equacao A.23 em softwares de calculo matematico, como o Mathcad, sem
grandes dificuldades.

Na Figura 7.1 é apresentada a comparacdo entre o resultado obtido pela
modelagem analitica com os dados experimentais, pela estimacdo da densidade
superficial dos grupos i6nicos. A estimacdo dos parametros para a metodologia analitica

€ necessaria, em respeito as simplificacOes realizadas para obtengdo do W o que

plano-plan
aplica a hipdtese de cargas idnicas pontuais, com negligéncia da natureza do sal e do

termo de Hamaker entre a proteina e fase estacionéria.
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Figura 7.1. Perfil experimental e calculado da constante de Henry para lisozima com fase
estacionaria Fractogel EMD SE HiCap. Os perfis foram gerados ap6s a estimacdo de
parametros. Os circulos sdo os dados experimentais presentes na bibliografia (GUELAT et al.,
2010).
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Para a resolucdo da equacdo de PB em coordenadas biesféricas, apesar da
aquisicdo de todas as informacfes necessdrias para uma possivel predicdo do
comportamento da constante de Henry em funcdo do pH e da concentragéo de NaCl
pelo modelo que leva em consideracdo uma geometria realistica e os termos de
dispersdo ion-proteina e ion-parede, conforme realizado para as mAbs, a concordancia
entre o dados calculados com os experimentais somente foi possivel apos a reestimacao
dos grupos ibnicos na superficie (Figura 7.2), similar ao realizado para o modelo
analitico. Os resultados obtidos apds a estimacgédo dos parametros de ambos os modelos

estdo sobrepostas para todos os perfis (Figura 7.1), sendo os valores apresentados na

Tabela 7.1, obtidos utilizando H = 5Kk T, valor frequentemente encontrado para

interacdo entre proteinas (TAVARES et al., 2004).

3.0x107
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\

2.0x107 - |
|

1.0x107 4 ‘

Constante de Henry (m)

0.0

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
R B =
Forga iénica (mol L)
Figura 7.2. Comparacdo entre o perfil gerado apés a estimagdo dos parametros (linha cheia)
com o calculo preditivo do comportamento da lisozima (linha tracejada). Os circulos sdo 0s
dados experimentais presentes em (GUELAT et al., 2010), para pH 4,4.

A primeira abordagem utilizada na estimacdo de parametros foi em fixar os
grupamentos na superficie e reestimar a constante de Hamaker entre a proteina e a fase
estacionaria. Entretanto, ndo foi possivel encontrar apenas um valor de H capaz de

ajustar todos os perfis com os dados experimentais reportados na literatura.
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O pacote ESTIMA (SCHWAAB et al., 2008) acoplado com o Enxame de
Particulas (Particle Swarm Optimization - PSO) foi aplicado na resolu¢do da equagéo
de PB tanto em sua forma analitica como em coordenadas biesféricas.

Tabela 7.1. Comparacdo entre 0s numeros de grupamentos ibnicos estimados com 0s

reportados na literatura para a lisozima.

Referéncia Amina Histidina Carboxilico

Este trabalho

Coordenadas Biesféricas 31,3 8,0 6,5
Sistema Analitico 30,4 3,4 8,8
(GUELAT et al., 2010) 30,6 4,0 11,1
(BOSTROM et al., 2003) 29,0* 1,0* 10,0*

* Valores obtidos experimentalmente pelo ensaio de titulagdo.

Conforme apresentado na Tabela 7.1, o resultado encontrado na estimacdo dos
parametros para a resolucdo analitica da equacdo de PB foi similar aos valores
estimados anteriormente por Guélat et al. (2003). O pequeno desvio encontrado nos
valores deve-se ao método escolhido de estimacdo. Entretanto, apesar da similaridade e
concordancia dos dados, o grupamento histidina é superestimado no modelo.

Seria esperado que a resolucdo da equacdo de PB em coordenadas biesféricas
reduzisse este efeito, contudo, foi encontrado um valor duas vezes maior do grupamento
histidina em relagdo aos modelos anteriores.

Conforme apresentado pela Eq. 4.17, a energia livre do sistema é calculada pelo
somatdrio do termo eletrostatico, forca de van der Waals e esferas duras. Por se tratar de
um sistema diluido, tem-se a hipotese que o Gltimo termo é negligenciado neste
trabalho. Como a reestimagéo da constante de Hamaker néo foi adequada para o ajuste
dos dados (figura ndo incluida) e o ajuste foi possivel somente ap0s a reparametrizacéo
dos termos na superficie.

O baixo valor encontrado para o grupo &cido deve ser em ocorréncia da
compensagdo do elevado valor encontrado pela histidina (grupo basico). A lisozima
possui uma quantidade bem menor de grupos ionizaveis em comparagdo com as mAbs,
este fato possivelmente invalida a consideragéo inicial de grupos homogéneos dispersos

na superficie.
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Para validacdo desta hipdtese, diferentes valores do raio hidrodinamico da
lisozima foram inseridos no modelo, sendo os resultados encontrados apresentados na

Figura 7.3.

3.0x107

2.0x10"

1.0x107 4

Constante de Henry (m)

0.0-
0.0 0.1 0.2 0.3 04 0.5
Forca iénica (mol L)

Figura 7.3. Efeito do raio hidraulico na modelagem do perfil adsortivo da lisozima. A linha
cheia representa o perfil gerado pela estimagdo de pardmetros com raio de 24 A, enquanto que
os perfis tracejados apresentam a predicdo do comportamento para os raios de: 24 A, 19 A
(BONINCONTRO et al., 1998) e 16 A. Os circulos sdo os dados experimentais presentes em
(GUELAT et al., 2010), para pH 4,4.

Todos os raios informados tratam-se da proteina lisozima. Entretanto, o ponto
interessante € que a literatura apresenta diferentes valores para do raio hidrodindmico da
lisozima. Nota-se que pequena diferenca de 3 A acarreta em um desvio significativo na
constante de Henry. E provavel que a simplificacdo para um modelo esférico ndo seja
uma abordagem adequada para este sistema, e que existe uma dependéncia significativa
na orientacdo em que ocorrem as interacdes entre a proteina e a superficie do
adsorvente.

Kubiak e Mulheran (2009) reportaram uma similar conclusdo para a lisozima.
Em seu estudo, os autores aplicaram um protocolo de modelagem molecular para
analisar a menor distancia que a proteina pode se aproximar de uma superficie planar de

silica em fungdo da conformacéo da lisozima, conforme apresentado na Figura 7.4.
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Argl4 Lysl

7 Arg128

10,46 110.48

Figura 7.4. Possivel orientagdo da lisozima no processo adsortivo (KUBIAK; MULHERAN,
2009).

Dependendo da rotacdo da lisozima, diferentes distancias e potenciais sao
encontradas entre 0s grupos presentes em sua superficie com a fase estacionaria. Tem-se
que a andlise da orientacdo do momento dipolo com respeito a superficie deve ser
testada em sistemas governados por interacdes eletrostaticas para correta modelagem do

sistema.
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CAPITULO 8. CONCLUSOES E SUGESTOES

Os resultados obtidos pela resolucdo da equacdo de Poisson-Boltzmann em
coordenadas biesféricas mostraram-se adequados na descri¢do dos efeitos de blindagem
eletrostatica para as interagdes entre a ion-proteina e ion-suporte. Comparando os dados
do potencial de campo médio, os anions apresentam uma maior importancia para a
proteina. Para a série de cations, o ion Sr?* apresenta diferente interagdes para a proteina
em decorréncia da sua forte polarizabilidade em comparagdo com os cations
monovalentes estudados. Os resultados mostraram uma boa concordancia com os dados
experimentais para a adsor¢do dos anticorpos monoclonais como uma funcéo do pH e
forga idnica para trés diferentes fases estacionérias, sem a necessidade de estimagao de
parametros, mostrando-se inteiramente preditivo.

Para a lisozima, o melhor resultado foi obtido apds a estimacdo dos grupamentos
de carga da proteina. Conclui-se que a hipotese de distribuicdo homogénea de cargas
deve ser revisada para um sistema proteina-suporte em que uma quantidade pequena de
grupos organicos contribuem na carga.

Para o aprimoramento do modelo, o momento dipolo deve ser incluso com
respeito a orientacdo da proteina para melhor descricdo dos fendmenos de estabilidade e
adsorcdo. A predicao do perfil eletrostatico representa uma importante etapa na ciéncia
dos coloides, tornando possivel melhorar a simulacdo de sistemas complexos que
possuem forcas eletrostaticas em suas defini¢des, como, por exemplo, a cromatografia
multimodal. Este trabalho pode ser estendido com a incluséo dos efeitos dos tamanhos
dos ions, que sdo relevantes para sistemas contendo elevadas concentracfes de

eletrélitos.



53

APENDICE A: CALCULO NUMERICO DA CONSTANTE DE HENRY

A sequéncia de calculos apresentado nesta secdo destina-se na determinacédo de
uma equacdo para a constante de Henry que inclui a resolucéo analitica da energia livre

pelo célculo da equacgdo de PB em sua forma linear.

Pela aproximacdo de Derjaguin, temos que o potencial de campo médio entre um
sistema plano-plano pode ser aproximado para plano-esfera de acordo com:

0

2ﬂlephereJ.Wplano— pIanodX (A.l)

h

W

plano-esfera —

Pela substituicdo da equacdo do potencial de campo meédio plano-plano
(Equacéo 4.5) na Equacéo A.1:

- o1 (012 +0) ) e " + 20,0,
Wplan(resfera = 2 spherej k —kp-x dX (A.Z)

kp-x

TECNICA DE INTEGRACAO POR SUBSTITUICAO:

dx=—du
u=e*"* —du=-k,e***dx —> %‘U

S
€ u

(A3)
27R here r ((712 + 0'22).1 +20,0,( du
Wplano—esfera = . (A-4)
Kp€o€r ,ton % —u KU
A= 27ZRsphere
kKo&,&
0 D“0“R
Bu+Z . 2 )
Wplantyesfera = A J. N U2 1 dU S9B= (01 + O, (A.5)
e Z = 20,0,
S ou T
Wplan(}esfera =AB J- N U2 _ dU +AZ J- i U2 _1du (A.6)
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INTEGRANDO O PRIMEIRO TERMO DA EQUACAO A.6

S oou X
du=|—dx
ek[,h u? -1 Iax2 +bx+c (A1)
I;dx—iln‘axz +bx+c‘—#tan‘lﬂ
ax® +bx+c 2a av4ac —b? Vdac —b? (A9)

Para:a=1,b=0,c=-1

[_u du—{llnu2 OT AQ
ez[)»huz—l |2 u* 4 (A.9)
0

I 7t ‘%'”‘e%h - (A10)

INTEGRANDO O SEGUNDO TERMO DA EQUACAO A.6

* *

1 A B

Tk u_l—u+1—>1:A*+B*+u(A*—B*)—> A =B =% (A.LD)
{1 11 %1 1
I T e_k[,hiu_—l‘]'“ _e_JD.hEuTld“ (A12)
0 1 _ 0 1 0
ei)h ¥ _1du = —[In\u —]ﬂe,m,h E[In\u +u]eka,h
1 1 (A.13)
=204t 4] 2o+ - 1]
(1 1, |e" -1
eljD-h u’ —1du T 2 | e foh 11 (A.14)

Substituindo a resolucdo do primeiro termo (Equacdo A.10) e do segundo termo
(Equacédo A.14) na equacdo original (Equacéo A.6), temos que:

e o 1

3 1.1 “2koh 1
Wplantyesfera = AB|:_E In‘e _1‘:| + AZ|:_E In e—kD-h 1

} (A.15)
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A equacdo de equilibrio pode ser como:

< W(I, pH,h < W (referéncia
K =IEXP(— %th—jexp(— ( T )th (A.16)
0 B 0 B

Sendo W (referéncia) a energia livre para as condicdes de ndo adsorgao.

Substituindo a Eq. A.15 na Eq. A.16 (ignorando o termo de referéncia), tem:

—kph
— AB‘:_lln‘e—ZkD-h _1@ _ AZ{—lln e_khl}
2 2 2 e +1
K :J‘exp k T dh (Al?)
0 B
I AB[1 AZ |1, |e™" -1
K =|exp| —| =Inje 2" —1| |+ ——=| ZIn|~———| | |dh
! Xp(kBT{Z | ]ﬂ kBT{z ekD'“+1D (A-18)
AB
K—Texp alnje*" —ﬂ+blnLu dh . aszBT
) akoh g " b A7 (A.19)
2k, T
e} —kn-h b
_ “2kph alg"°" -1
K _He _# etoh 1 q dh (A.20)
0

Aplicando novamente a técnica de substituicdo temos, por fim, a equacdo de Henry
simplificada:

dX

et _1=X - —kze*"dh=dX »>dh=——F"""—
ko (X +1)

(A.21)

D—>ow X—>-1
D50 X0

N NPEY W P

0

(A.22)
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