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Resumo
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Atividade e Estabilidade de Anticorpos

O aumento da resisténcia a antibioticos exige atualmente um maior esforgo no
desenvolvimento de terapéuticas alternativas. Os biofarmacos com base em
anticorpos, reconhecidos pela sua especificidade, constituem uma alternativa
promissora no tratamento de infe¢cdes, bem como de cancro, alergias, doencas
auto-imunes e inflamacéo. A imunoglobulina Y (IgY) da gema do ovo apresenta
diversas vantagens relativamente a 1IgG de mamiferos, sendo aplicada em
imunoterapia passiva, imunoprofilaxia, diagnéstico e métodos imunolégicos. No
entanto, as técnicas tradicionais de extracdo da IgY a partir da matriz lipidica
gue € a gema de ovo ndo sdo adequadas para a sua obtencdo em grandes
guantidades e com um elevado grau de pureza de um modo econémico e rapido.
Uma vez que a indUstria farmacéutica exige que as proteinas terapéuticas
apresentem um elevado grau de pureza, € necessario desenvolver novos
processos eficazes e econdmicos que permitam a extracao e purificacdo da IgY.
Os sistemas aquosos hifasicos (SABs) sdo sistemas do tipo liquido-liquido
utiizados na extragdo e purificacdo de biomoléculas. S&o sistemas
maioritariamente constituidos por agua, biocompativeis e tém a capacidade de
preservar a integridade e atividade bioldgica das proteinas. Na inexisténcia de
uma técnica ideal de extracéo e purificacao da IgY, a utilizagcdo de SABs podera
responder a esta problematica; contudo devera avaliar-se a preservacao da
funcionalidade do anticorpo apés o processo. Face ao exposto, o objetivo desta
dissertacdo de mestrado consiste em extrair e purificar a IgY num Unico passo
utilizando SABs constituidos por liquidos iénicos (LIs) e polipropileno glicol 400
g.molt (PPG 400). Adicionalmente, pretende-se avaliar a atividade e
estabilidade da IgY em varias solu¢bes aquosas de polimeros, sais e LlIs para
verificar se a técnica de purificagdo ndo compromete a funcionalidade do
anticorpo.

Verificou-se que as proteinas presentes na gema de ovo apresentam uma maior
afinidade para as fases enriquecidas em LIs, em detrimento das fases de PPG
400. Ap6s optimizagdo de varias condi¢des, conseguiu-se alcancar uma
recuperacao maxima de 85 % da IgY na fase inferior dos sistemas (enriquecida
em LI) com 44 % de pureza, hum Unico passo. Relativamente a atividade e
estabilidade do anticorpo em soluc¢des aquosas de polimeros, sais e LIs ndo se
verificaram alteracdes ao nivel da estrutura secundaria, embora possam ocorrer
algumas modificacBes na reatividade da IgY na presenca destas solucdes.
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The increased antibiotic resistance to microorganisms requires nowadays a
greater effort on the development of alternative therapeutics. Antibody-based
biopharmaceuticals, recognized by their specificity, are a promising alternative
used in the treatment of infections, as well as in cancer, allergies, autoimmune
diseases and inflammation. The egg yolk immunoglobulin Y (IgY) has several
advantages over mammalian 1gG, being applied in passive immunotherapy,
immunoprophylaxis, diagnostic and immunological methods. However, the
traditional techniques of extraction and purification of IgY from the yolk’s lipidic
matrix are not suitable for obtaining large quantities of pure antibodies by an
inexpensive and quick approach. Considering that the pharmaceutical industry
requires pure therapeutic proteins, it is necessary the development of new
economical and effective processes for the extraction and purification of IgY.
Aqueous biphasic systems (ABS) are liquid-liquid systems used for the extraction
and purification of biomolecules. They are mostly composed of water, are
biocompatible and able to maintain the proteins integrity and biological activity.
Due to the absence of an ideal technique of extraction and purification of IgY, the
application of ABS can respond to this problem; however, the preservation of the
antibody functionality should be evaluated after the process. In summary, the
objective of this MSc thesis consists on the extraction and purification of IgY in a
single step using ABS composed of ionic liquids (ILs) and polypropylene glycol
400 g.mol! (PPG 400). Moreover, the IgY activity and stability in various aqueous
solutions of polymers, salts and ILs was ascertained to verify if the purification
technigue does not compromise the antibody functionality.

It was found that all proteins present in egg yolk have a higher affinity to the IL-
rich phases over the PPG 400 phases. After several conditions optimization, an
IgY maximum recovery of 85 % in the bottom phase (IL-enriched phase) with 44
% of purity was obtained in a single step. Regarding the antibodies activity and
stability in polymers, salts and ILs aqueous solutions it was not verified
alterations on the secondary structure, however some modifications may occur
in the reactivity of IgY in these solutions.
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SE-HPLC - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia de Exclusdo Molecular
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TSP - Trimetilsilil propionato
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V - Dominio variavel
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1. Introducao




O crescente aumento de microorganismos resistentes a antibioticos, a diminuicéo da
eficacia dos mesmos e 0 aumento do ndmero de individuos imunocomprometidos que ndo
respondem aos tratamentos tradicionais sao fatores que apresentam atualmente um elevado
impacto na salde e economia [1,2]. Por estes motivos, existe uma maior necessidade de
recorrer a terapias alternativas, como por exemplo, utilizando biofarmacos. Os biofarmacos
podem ser baseados em proteinas ou acidos nucleicos, apresentando principios ativos de
origem biologica ou sdo fabricados utilizando métodos biotecnologicos, sendo utilizados
para fins terapéuticos, profilaticos ou de diagndstico in vivo [3].

As proteinas sdo cada vez mais alvo de estudo em aplicacBes terapéuticas e de
diagndstico (revisto em [4]). Em particular, as terapias com base em anticorpos s&o
importantes, uma vez que sdo especificas (contribuindo para menos efeitos secundarios) e
possibilitam a conjugacdo dos anticorpos com outras entidades terapéuticas, aumentando
assim a eficiéncia do tratamento (revisto em [5]). Os anticorpos sdo utilizados no tratamento
de inimeras patologias, tais como o cancro, doencas infeciosas, alergias, doencas auto-
imunes e inflamacéo (revisto em [5,6]). A imunoglobulina G (IgG) tem sido o anticorpo de
eleicdo para as aplicacdes terapéuticas descritas anteriormente; no entanto, a imunoglobulina
Y (lgY) presente na gema do ovo apresenta uma série de vantagens sobre a IgG,
nomeadamente o facto de ndo se ligar a fatores reumatoides nem ativar o sistema
complemento, e desta forma podera atuar como uma alternativa a IgG de mamiferos [7-9].

Uma vez que a IgY pode ser obtida em grandes quantidades de um modo econémico,
0 interesse na utilizacdo de anticorpos da gema de ovo (IgY) para fins terapéuticos,
profilaticos ou de diagndstico tem aumentado, tal como sera descrito na introducdo deste
trabalho. Existem varias técnicas que permitem a extracdo e purificacdo da IgY,
nomeadamente técnicas de precipitacdo com polimeros, sais, solventes organicos e
polissacarideos anionicos, métodos cromatograficos e sistemas aquosos bifasicos (SABS),
que serdo também apresentados e descritos. As técnicas tradicionais de extracdo e
purificacdo da IgY, maioritariamente recorrendo a colunas cromatogréaficas, dificilmente
permitem a obtencdo da IgY em grandes quantidades de modo econémico e rapido. Desta
forma, é necessario o desenvolvimento de plataformas alternativas e mais eficientes para a
purificacdo da IgY (revisto em [4,6]). Os SABs permitem extrac6es do tipo liquido-liquido
e, por sua vez, a purificacdo de biomoléculas. Estes sistemas apresentam ainda uma série de

vantagens em relacdo as técnicas de purificacdo tradicionais, nomeadamente a facilidade em



aplica-los em larga escala, a biocompatibilidade conferida por serem constituidos
maioritariamente por &gua e a capacidade de manterem a integridade das proteinas e a sua
atividade biolégica [10,11].

1.1. Imunoglobulina Y (IgY)

A IgY, também designada de y-livetina, é o anticorpo que se encontra presente em
maior quantidade na gema do ovo de aves (revisto em [12]). Os anticorpos ou
imunoglobulinas sdo glicoproteinas produzidas durante a resposta imune humoral por uma
classe de linfocitos B designada de plasmacitos (revisto em [13]). A IgY pode atuar como
uma alternativa aos anticorpos de mamiferos (nomeadamente em relacdo a IgG) para
diversas aplicacdes, nomeadamente para imunoterapia passiva. A importancia da IgY deve-
se ao facto de que a administracdo terapéutica deste anticorpo pode reduzir a utilizacdo de
antibidticos e evitar fendmenos de resisténcia, uma vez que apresenta efeitos significativos
no tratamento de infecdes por bactérias resistentes [14-18]. A possibilidade da
administracdo oral da IgY tem-se tornado bastante atrativa, em detrimento da administracédo
intravenosa (revisto em [19]). Todavia, a IgY apresenta a desvantagem de ndo preservar
totalmente a sua atividade perante as condi¢fes acidicas do trato gastrointestinal. No entanto,
ja existem alternativas a base de encapsulamento para evitar a protedlise gastrica [20].

O estudo da extracéo e purificacdo de anticorpos policlonais para utilizagdo em seres
humanos encontra-se essencialmente centrado em mamiferos de pequeno porte, tais como,
ratos e coelhos (revisto em [21]). A obtencdo de anticorpos de mamiferos imunizados contra
determinado antigénio é realizada pela recolha do sangue do animal e centrifugacdo apds
alguns dias. Este processo permite obter 200 mg 1gG/40 mL sangue, contudo ainda apresenta
um elevado custo e tem a desvantagem de recorrer a praticas invasivas [22]. Em contraste, a
obtencdo de anticorpos de aves é realizada de modo mais simples e ndo invasivo, pela
colheita dos ovos [23]. O processo inicia-se com a imunizagdo de galinhas (Gallus gallus
domesticus) com antigénios patogénicos, ocorrendo a transferéncia da IgY em quantidades
elevadas (100-150 mg IgY/gema) do soro materno para a gema do ovo [22,24-26].

Contrariamente a IgG, a IgY néo se liga aos fatores reumatoides (autoanticorpos que
se ligam a regido Fc da 1gG), permitindo que ndo ocorram reacgdes cruzadas com a IgG de
mamiferos e evitam reacgdes inespecificas nos testes imunologicos [7,8]. A IgY apresenta

ainda a vantagem de ndo ativar o sistema complemento de mamiferos, uma vez que o



componente C4 ativado pode ligar-se ao fragmento Fab da IgG, interferindo na ligagdo com
o antigénio [9]. Para além da imunoterapia passiva, a IgY apresenta outras potenciais
aplicacdes, nomeadamente para fins imunoprofilaticos, diagndstico e métodos
imunologicos. No ambito da imunoterapia, a IgY demonstrou ser vantajosa no tratamento
de infecBes bacterianas e virais, visto que com a sua utilizacdo os episodios de diarreia
diminuem e aumenta a percentagem de sobrevivéncia, podendo ser utilizada no ramo da
veterinaria [14-17,27-31]. A IgY é eficazmente aplicada no tratamento de infecdes
provocadas por bactérias Gram-negativas, sendo que estudos in vitro revelam que a IgY tem
a capacidade de suprimir a adesao das bactérias ao epitélio intestinal (possivelmente atuando
ao nivel das fimbrias) [16]. A diminuicdo da carga viral ainda ndo se encontra
completamente esclarecida, contudo a IgY demonstrou-se eficaz no combate a infecdes
provocadas por virus que se multiplicam no intestino (coronavirus e rotavirus). Desta forma,
supde-se que a IgY tenha a capacidade de diminuicdo da replicagdo viral ao nivel do epitélio
intestinal [30]. A IgY € ainda passivel de conferir protecdo imunoprofilatica, uma vez que
em pacientes com fibrose cistica, a administracdo da IgY anti-Pseudomonas aeruginosa
permitiu uma reducdo dos episddios de infecao pela bactéria durante os 12 anos de estudo
[18]. Em diagnostico, particularmente no caso de cancro, demonstrou j& ser um anticorpo
que permite a detecdo de marcadores tumorais [32—34]. Isto é possivel atraves da imunizagdo
de galinhas com as proteinas alvo, ocorrendo a formacédo da IgY com uma elevada afinidade
para as mesmas proteinas. Apos a purificacdo da IgY presente na gema do ovo, esta revelou-
se eficaz na detecdo dessas proteinas a nivel celular [33]. A IgY pode ainda ser utilizada em
métodos imunoldgicos, nomeadamente em imunofluorescéncia [35] e radioimunoensaios

[36]. A Tabela 1 apresenta um resumo das principais aplicagfes da IgY.



Tabela 1 - Principais aplicacOes da IgY e respetivos efeitos.

Patologia/agente

Aplicacéo Alvo de estudo . . Efeito(s) da IgY Referéncia
infecioso
Gastroenterite por E.Coli Diminui os episddios de
Coelho . p, . . p_ [14]
enterotoxigénica diarreia
Salmonelose por Maior percentagem de
Rato p. . P o g. [15]
Salmonella enteriditis sobrevivéncia
. Diminui os episddios de
Rato Rotavirus . p_ [27]
diarreia
Rato Rotavirus Protecdo contra a diarreia [28]
Permite uma rapida
consisténcia fecal
normal;
Colibacilose por E.Coli Com maiores
N Porco . . . [16]
Terapéutica enterotoxigénica quantidades de anticorpo,
a eliminagdo da bactéria
do trato gastrointestinal é
mais rapida
Maior percentagem de
Vaca Coronavirus sobrevivéncia e aumento [30]
de peso
. Aumento de peso e
Vaca Rotavirus o P . [29]
diminuicdo da carga viral
Diminui o nimero de
Galinha Salmonella enteritidis ovos infetados pela [17]
bactéria
- ) Menor percentagem de
Truta Yersinia ruckeri P . g [31]
mortalidade
- Pseudomonas aeruginosa Reducdo dos episodios
Imunoprofilatica . X . x L
Oral Humanos em pacientes com fibrose de infegdo pela bactéria [18]
cistica durante 12 anos
, Identificacéo pelo
CD8T7 nas células —_ . ¢ p_
tumorais Cancro gastrico anticorpo de galinha [32]
HU277
L Recetor do fator .
Diagnastico . Ligar ao recetor do fator
de crescimento - .
Cancro da mama e ovarico de crescimento [33]
I1/Manose 6-
Il/Manose 6-fosfato
fosfato
Psoriasina Cancro da mama Ligar a psoriasina [34]
IgY marcada Imunofluorescéncia com
com L identificacdo de células
N Virus influenza . ¢ . [35]
isotiocianato de infetadas com virus
i fluoresceina influenza
Métodos N .
. L Formacéo de anticorpos
imunolégicos e s
especificos com ligacéo
Prostaglandinas --- as prostaglandinas para [36]

utilizagdo em
radioimunoensaios




A estrutura dos anticorpos é bastante similar, sendo estes constituidos por quatro
subunidades: duas cadeias leves (L) e duas cadeias pesadas (H). Estas estéo ligadas por
pontes dissulfureto inter-cadeias originando uma regido flexivel (hinge). Os anticorpos
possuem ainda hidratos de carbono ligados covalentemente as cadeias H. Nos anticorpos
existem dois dominios distintos: um dominio variavel (V) na regido do N-terminal, onde
ocorre a ligacdo ao antigénio, e um dominio constante (C), na cauda do anticorpo, que ativa
o0 sistema complemento e auxilia no recrutamento de fagdcitos (revisto em [5,37]). Os dois
locais idénticos de ligacdo ao antigénio no dominio V constituem o Fab (fragment antigen-
binding), enquanto que o dominio C na cauda do anticorpo designa-se por Fc (fragment
crystalizable) (Figura 1).
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Figura 1 - Estrutura geral de um anticorpo. Adaptado de Wang et al. [5]. V — Dominio
variavel, da cadeia leve (VL) e da cadeia pesada (VH); C — Dominio constante, da cadeia
leve (CL) e da cadeia pesada (CH); os pontos a negro simbolizam as cadeias de hidratos de
carbono.

Existem cinco tipos de anticorpos nos mamiferos (IgA, IgM, IgE, IgD e 1gG), sendo
a 1gG a imunoglobulina mais abundante (revisto em [5]). Nas aves, para além da IgY
presente na gema, estdo também presentes a IgM e a IgA na clara do ovo [25]. Embora
existam diferencas a nivel estrutural e na capacidade imunoldgica entre a IgG de mamiferos
e a lgY de aves, ambas sdo imunoglobulinas homdlogas do tipo policlonal, uma vez que sdo
produzidas por diferentes plasmocitos em resposta a um antigénio, reagindo com varios
epitopos (revisto em [13,21]).

A IgY é uma proteina hidrossoltvel que apresenta um peso molecular total de 180

kDa, maior do que o da 1gG (150 kDa). A diferenca de peso molecular deve-se ao facto de
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a IgY possuir quatro dominios CH (Cv1, Cv2, Cv3, Cv4) enquanto que a 1gG possui apenas
trés (Cyl, Cy2, Cy3), conferindo-lhe uma maior hidrofobicidade (revisto em [12,38]) (Figura

2).

L\ S\

Cv3

I1gG

IgY

Figura 2 - Esquematizacdo das diferencas estruturais entre a IgY (a esquerda) e a I1gG (a
direita). Adaptado de Warr et al. [38]. VV — Dominio variavel, da cadeia leve (VL) e da cadeia
pesada (VH); C — Dominio constante, da cadeia leve (CL) e da cadeia pesada (Cv ou Cy); os
pontos a negro simbolizam as cadeias de hidratos de carbono; as pontes dissulfureto séo
representadas pelas linhas que ligam as duas cadeiras.

Na IgG, o dominio Cyl encontra-se separado do dominio Cy2 pela regido hinge,
conferindo flexibilidade ao fragmento Fab. No caso da IgY, ndo existe uma regido hinge que
confira flexibilidade. A auséncia da regido hinge ¢ uma menor conformagao em folha § na
IgY podem ser fatores indicativos de uma menor estabilidade do anticorpo [39]. Pela
comparacao das sequéncias das duas imunoglobulinas, demonstrou-se que a Cy2 e Cy3 da
IgG séo bastante semelhantes aos dominios Cv3 e Cv4 da IgY, contudo o Cv2 da IgY ndo
apresenta nenhuma regido equivalente na 1gG (revisto em [38]).

O ponto isoelétrico da IgY é 5,7-7,6, sendo menor do que o da IgG [40]. A
estabilidade das imunoglobulinas perante condicGes alcalinas € bastante semelhante,
perdendo a estabilidade acima de pH 12. No entanto, perante condices &cidas, a IgY
demonstra ser mais sensivel do que a IgG, perdendo atividade a pH 3 [39]. A IgY demonstrou
também ser mais sensivel a temperatura do que a IgG, uma vez que a temperatura
correspondente ao maximo de desnaturacdo ocorre aos 73,9°C para a IgY e aos 77,0°C para
a 1gG [41]. As imunoglobulinas sdo ainda suscetiveis a digestdo proteica. A IgY e a IgG
apresentam uma resisténcia consideravel a digestdo com tripsina e quimotripsina, contudo

sdo sensiveis a digestdo com pepsina [42]. A IgY ndo tem ainda a capacidade de ligacao a
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proteina A de Staphylococcus ou a proteina G de Streptococcus, impossibilitando a
realizacdo de cromatografia de afinidade com estes ligandos, 0 método de elei¢do utilizado

para a purificacdo de 1gG (revisto em [43,44]).

1.2. Processos de extracéo e purificagdo da IgY

As técnicas de extracdo e purificacdo tradicionais de proteinas exigem varias etapas
geralmente dispendiosas com consequente perda da proteina de interesse. No entanto, 0s
objetivos destas técnicas visam sempre obter o maximo de pureza e atividade do produto
final, com o menor custo possivel (revisto em [45]). Assim sendo, € necesséria a avalia¢do
da atividade e estabilidade da proteina ap6s qualquer processo de extragéo ou purificacdo. A
presenca de ligacdes dissulfureto e interacBes intra-dominios nos anticorpos confere-lhes
uma maior estabilidade e resisténcia térmica comparativamente a outras proteinas (revisto
em [5]). No entanto, podem ocorrer processos como a desnaturacao, isomerizagédo, oxidacao,
fragmentacédo, agregacdo e desaminacdo que levam a que a funcdo do anticorpo fique
comprometida (revisto em [5]). Estes processos estdo frequentemente associados as

propriedades das solucdes em que 0s anticorpos se encontram, como se descreve em seguida.

1.2.1. Estabilidade de anticorpos associada a procedimentos de extracdo e purificagcdo

O pH é um fator crucial na estabilidade dos anticorpos, uma vez que afeta a
solubilidade e as cargas da proteina e consequentemente as interacdes eletrostaticas. Quando
0s anticorpos se encontram com uma quantidade igual de cargas positivas e negativas, o pH
aproxima-se do ponto isoelétrico (pl) da proteina e as interacfes anticorpo-anticorpo sdo
favorecidas, promovendo-se a agregacdo (revisto em [46]). As imunoglobulinas possuem
especial tendéncia para formar agregados, que apresentam geralmente uma atividade
reduzida e uma elevada imunogenicidade, devido a multiplicidade de epitopos e/ou
alteracdes conformacionais, estando, por exemplo, associados a falha renal e reacdes
anafilaticas [5,47].

Os eletrélitos modulam a intensidade das interacBes eletrostaticas entre grupos
carregados, afetando a estabilidade conformacional e a taxa de agregacdo de proteinas. As
solugdes tampéo tém uma forca ionica associada, sendo que geralmente uma elevada forca
ionica acelera o processo de agregacdo (revisto em [46]). A elevada concentracdo de

anticorpos promove também a aglomeracdo macromolecular e esta geralmente associada a



agregacdo (revisto em [48]). Existem ainda agentes estabilizantes, como é o caso da
sacarose, que é preferencialmente excluida da superficie do anticorpo promovendo as
interacdes da proteina com o solvente [49].

Os ciclos de congelamento/descongelamento também induzem instabilidade nos
anticorpos, uma vez que a desnaturacdo a temperatura reduzida aumenta a solubilidade dos
residuos hidrofdbicos e, se ocorrer cristalizacdo dos sais do tamp&o, pode causar alteracéo
no valor de pH (revisto em [48]). Por outro lado, as elevadas temperaturas perturbam a
conformacdo do anticorpo, expondo as regides hidrofobicas e acelerando as reagdes
quimicas, promovendo a oxidacdo, desaminacdo, desnaturacdo e possivelmente a agregacdo
(revisto em [46,48]). O estudo da estrutura secundaria e enovelamento das proteinas pode
ser realizado recorrendo a técnicas como Dicroismo Circular (DC), permitindo inferir sobre
a estabilidade dos anticorpos [50]. Pode-se ainda monotorizar os valores de absorvancia e
comprimentos de onda na regido dos 280 nm, uma vez que desvios significativos a este
comprimento de onda poderdo significar alteracGes na estrutura terciéria da proteina [51,52].
A avaliacdo da preservacao da funcdo e atividade de um anticorpo pode ser realizada atraves
de técnicas baseadas no reconhecimento do antigénio pelo anticorpo, tais como Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) e Western Blot [53,54].

Com o objetivo de avaliar os processos que causam instabilidade nos anticorpos, de
modo a minimiza-los nos procedimentos de extracdo e purificacdo, apresenta-se de seguida
os resultados de alguns estudos. Szenczi et al. [55] observaram uma diminuicdo da
estabilidade conformacional da IgG com o decréscimo do pH, estando ainda associado um
aumento da resisténcia a agregacdo. Relativamente a estabilidade térmica, a dimerizacdo
aumenta quando o anticorpo é armazenado a 5°C; contudo, este efeito é parcialmente
revertido quando os anticorpos sdo incubados posteriormente a 37°C. Verifica-se ainda que
temperaturas da ordem dos 70°C induzem agregacéo, sendo que este efeito desestabilizador
é favorecido quando as concentracBes do anticorpo sdo elevadas. A IgG demonstrou uma
elevada estabilidade a pH 7; contudo, a tendéncia a agregacdo aumenta quando o pH se
aproxima do pl do anticorpo (4,7-7,5). O espectro de DC revela uma banda negativa a 217
nm, caracteristica da conformag¢do em folha B, bem como bandas positivas e negativas na
regido proxima ao UV. A pH 6, a IgG encontra-se maioritariamente com uma estrutura
secundaria compacta, sendo que este valor de pH demonstra ser 0 mais apropriado quando

considerados os efeitos da precipitacéo e a estabilidade conformacional. A este valor de pH,



a adicdo de glucose, sorbitol ou leucina a 1% a solugdo de 1gG retarda o processo de
agregacao, estabilizando a estrutura terciaria da imunoglobulina [55].

Paborji et al. [56] verificaram fragmentacdo e agregacdo a 30-60°C no anticorpo
quimérico L6 de rato (pl 9,5-10,5), bem como instabilidade apds maltiplos processos de
congelamento/descongelamento. No entanto, a concentragcdo de NaCl, de anticorpo e de
tampéo fosfato ndo afetaram a estabilidade do anticorpo a pH 7,1-7,2 a 30-50°C. Para avaliar
a estabilidade apds o armazenamento, o anticorpo foi incubado durante 18 meses a 2-8°C,
tendo-se verificado uma perda monomeérica inferior a 2%, avaliada por cromatografia de
exclusdo molecular. O anticorpo foi ainda sujeito a agitacdo a temperatura ambiente durante
24 horas, ndo ocorrendo agregacdo nem degradagédo. Foi ainda congelado (a -20°C) e
descongelado a diferentes valores de pH, revelando uma dependéncia significativa do pH na
agregacao apds 35 ciclos de congelamento/descongelamento. Tendo em conta a influéncia
da temperatura e os processos de congelamento/descongelamento, o pH 6timo do anticorpo
demonstrou ser a 5,5 [56].

Usami et al. [57] estudaram a estabilidade do anticorpo C23 desenvolvido contra o
citomegalovirus durante 14 dias em tampdo (acetato, borato e fosfato), no intervalo de pH
4-10 e em diferentes concentracBes de perdxido de hidrogénio a 8°C e 37°C. Em meios
alcalinos e oxidativos, verificou-se a diminuicdo da capacidade de neutralizagdo do virus. A
pH &cido verificou-se fragmentacdo, enquanto que a pH alcalino verificou-se fragmentacéo,
desaminacdo e agregacdo. A instabilidade do anticorpo foi ainda mais acentuada a 37°C do
que a 8°C e na presenca de peroxido de hidrogénio verificou-se oxidacdo, fragmentacao,
ligacGes covalentes cruzadas e agregacao [57].

Desai et al. [58] avaliaram a estabilidade da rubisco, comparativamente a BSA e
IgG1 em solugbes aquosas de liquidos ionicos (lolilyte 221PG e Cyphos 108) no intervalo
de pH 6-8. Nao se verificou fragmentacdo nem agregacao numa solugdo aquosa de 10% de
liquido i6nico, embora a 50% do liquido idnico os autores tenham verificado agregacéo nas
trés proteinas [58].

Num estudo prévio realizado por Shimizu et al. [39], constatou-se que temperaturas
superiores a 73,9°C e valores de pH abaixo de 3 comprometem a estabilidade da IgY.
Posteriormente, 0os mesmos autores [59] verificaram uma reversdo no processo de
desnaturacdo pela adicdo de 30-50% de sacarose a uma solugcdo de IgY termicamente

desnaturada a 75-80°C. Por exemplo, ap6s desnaturacao térmica a 80°C, a adi¢do de 50% de
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sacarose permite que a atividade da IgY atinja quase 0s 100%. A inativagdo da IgY induzida
por condi¢des &cidas (pH 3) é também suprimida pela adi¢do de elevadas concentracfes de
acucares. A pH 7, a IgY encontra-se estavel independentemente da concentracdo de acucar
adicionada, embora a atividade do anticorpo diminua apds 3 semanas de incubacéo a 50°C
[59].

Conclui-se que para minimizar os processos de instabilidade nos anticorpos deve-se
monitorizar o pH, evitando valores proximos ao pl do anticorpo [55] ou valores muito
extremos [59], uma vez que pode promover desnaturagdo e agregacdo. A temperatura,
geralmente elevada (na ordem dos 70°C) promove também a agregacao [39,57]. Deve-se
evitar os processos de congelamento/descongelamento e longos periodos de armazenamento,
uma vez que conferem instabilidade e perdas monoméricas [56]. Também a utilizacdo de
elevadas concentracdes de anticorpo e de liquidos iGnicos podem promover a agregacao
[55,58]. Caso ocorra desnaturagdo térmica ou desnaturacdo por condi¢cfes acidas, pode-se
utilizar agUcares para reverter este processo [55,59].

1.2.2. Gema do ovo como matriz de purificacdo da IgY

Para que a IgY possa ser utilizada em seres humanos, é necessario garantir um
elevado grau de pureza. A Organizacdo Mundial de Saude recomenda a validagdo das
proteinas terapéuticas através de testes quimicos e imunoldgicos ap6s 0s processos de
purificacdo, bem como ap06s o armazenamento. O objetivo da validacéo € verificar a possivel
existéncia de contaminacdo (de origem microbioldgica, proteica, com &acidos nucleicos ou
com os agentes de purificacdo utilizados) e avaliar o grau de fragmentacédo e agregacao do
anticorpo (mais de 95% deve estar na forma de mondémeros ou dimeros) e a sua
imunoreatividade [60].

Atualmente, o processo de purificacdo da IgY continua a ser dispendioso, refor¢ando
o desenvolvimento de técnicas alternativas econdmicas e eficazes que permitam a sua
purificacdo a partir da gema de ovo (revisto em [4,6]). As técnicas tradicionais de extracdo
e purificacdo da IgY tém como principio a diluicdo da gema em agua [54,61], interacdo com
determinados agentes quimicos (&cido caprilico [53], &cido fosfotingstico [62] ou
polissacarideos anionicos [61,63,64]), cromatografia [54,65,66] ou precipitacdo [23,67—69].
A precipitacdo de proteinas pode ser provocada pela acdo de solventes organicos como o

etanol, butanol, metanol e acetona, que contém dominios polares que interagem com 0s
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dominios da proteina induzindo a sua precipitacdo. Para além dos solventes organicos, a
precipitacdo de proteinas pode também ser provocada pela acdo de sais (NaCl, Na2SOs,
(NH4)2S04), polimeros (por exemplo, o polietileno glicol (PEG)) [70,71] ou pode induzir-se
a precipitacdo por alteracdes de pH de modo a atingir o ponto isoelétrico da proteina [72].
A gema do ovo é constituida predominantemente por uma elevada fracéo de lipidos
e proteinas (Tabela 2), o que por sua vez dificulta a purificacdo da IgY [63]. A fracdo lipidica
da gema corresponde aos triglicéridos, fosfolipidos, colesterol e lipoproteinas. Através da
remocao das lipoproteinas, por centrifugacdo, é possivel obter o sobrenadante constituido
pela fracdo das proteinas sollveis em agua (FPSA). A FPSA da gema do ovo é uma fragdo
composta por cerca de 78% da fracdo proteica da gema. Contém vy-livetina (IgY), a-livetina

(albumina sérica de aves) e B-livetina (az-glicoproteina) [73].

Tabela 2 - Composi¢do quimica da gema do ovo e respetivas percentagens relativas.
Adaptado de Kovacs-Nolan e Mine [12].

Constituinte % (Mm/v) Principais componentes (% relativa)
Apovitelelina (37,3%)
Apoproteinas lipovitelinas (40,0%)
a-lipovitelina
B-lipovitelina
Livetinas (9,3%)
a-livetina (albumina sérica)
B-livetina (az-glicoproteina)
v-livetina (y-globulina)
Fosvitina (13,4%)
Proteina de ligagao a biotina (vestigios)
Triacilglicerol (66%)
Fosfatidilcolina (24%)
Fosfatidiletanolamina (2,8%)
Lipidos 32,0-35,0 Lisofosfatidilcolina (0,6%)
Esfingomielina (0,6%)
Colesterol (5,0%)
Outros (1,0%)

Proteinas 15,7-16,6

Hidratos de carbono 0,2-1,0
Outros 1,1

1.2.3. Tecnicas tradicionais de extracao e purificacdo da IgY
Tém sido descritas varias técnicas de extracdo e purificacdo da IgY, considerando as
técnicas de extragdo como aquelas que permitem o isolamento da IgY da gema (pela

eliminacdo das lipoproteinas) e as técnicas de purificacdo como aquelas que permitem obter
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algY apartir da FPSA (pela eliminacéo das proteinas contaminantes) [74]. Geralmente, para
se obter um elevado grau de pureza conjugam-se varios procedimentos. Polson et al. [23]
desenvolveram o estudo pioneiro no ambito da extracdo e purificacdo da IgY presente na
gema, utilizando PEG 6000 a 3,5% (m/v) em solucdo aquosa. A gema foi colocada em
tampado fosfato e adicionou-se o polimero. Através de centrifugacdo, ocorreu a formagédo de
trés fases: uma fase amarelada lipidica a superficie; uma fase limpida correspondente ao
sobrenadante; e uma fase semi-sélida. A percentagem de PEG no sobrenadante foi
posteriormente ajustada a 12%, verificando-se a precipitacdo das livetinas, que foram
novamente centrifugadas e precipitadas com PEG, obtendo-se 6-12 mg/mL de proteina. A
IgY precipitada foi posteriormente redissolvida em tampdo fosfato, permitindo a sua
recuperacdo [23]. Mais tarde, os autores reformularam o método anteriormente descrito
aumentando a diluicdo da gema em tampdo e utilizando crioetanol para remover o PEG
presente no precipitado [67]. Posteriormente, Polson [68] estudou a utilizagdo de
cloroférmio para remover as lipoproteinas. A gema foi colocada em tampao fosfato, PEG
3,5% e cloroférmio, sendo que por centrifugacdo separaram a FPSA das substancias
lipofilicas dissolvidas no cloroférmio. Nestas circunstancias originaram-se trés fases: uma
fase aquosa e limpida contendo a 1gY; uma fase semi-sélida; e uma fase orgénica alaranjada.
A 1gY foi posteriormente recuperada por precipitagdo com PEG 12% [68]. No entanto, as
técnicas utilizando solventes organicos devem ser evitadas por motivos ambientais e por
possivel risco de desnaturacdo das proteinas. Apesar dos efeitos nefastos, Polson [68]
utilizou cloroférmio e obteve a IgY com a sua atividade preservada, além de que obteve um
rendimento de cerca de 2,57 vezes superior relativamente ao método convencional com PEG
[23]. Bade e Stegemann [69] utilizaram propan-2-ol e acetona a temperaturas reduzidas para
solubilizar e remover as lipoproteinas, com uma etapa posterior de purificacdo por
cromatografia de troca anionica ou precipitacdo das proteinas contaminantes com PEG a
12% [69].

Jensenius et al. [61] introduziram o método de diluicdo da gema em A&gua e
congelamento/descongelamento a pH 7, com base no principio de que os lipidos agregam a
baixa forca idnica. Num outro método, os autores adicionaram sulfato de dextrana ao
sobrenadante (que interage com as lipoproteinas da gema, permitindo a sua remocéo)
juntamente com cloreto de célcio (que induz a precipitagdo do excesso de sulfato de

dextrana). Os sobrenadantes obtidos pelos dois métodos foram sujeitos & agdo do sulfato de

13



sodio, permitindo recuperar a IgY. Utilizando o método que recorre ao sulfato de dextrana,
recuperou-se 70-80% da IgY e com a utilizacdo do método de diluicdo em &gua obteve-se
50-70% da IgY [61]. Bizhanov e Vyshniauskis [75] utilizaram o azul de dextrana para isolar
a lgY, tendo-se comparado os resultados com as técnicas utilizando PEG e cloroférmio. A
atividade da 1gY mostrou-se idéntica, contudo o resultado mais satisfatorio em termos de
recuperacdo da IgY foi com a utilizacdo de PEG (93,6%) [75]. McLaren et al. [53] utilizaram
acido caprilico (octanoico) e sulfato de amonio para separar as lipoproteinas da FPSA,
permitindo uma recuperacéo de IgY de 64%. Vieira et al. [62] procederam a extracdo da IgY
diluindo a gema em TBS, que favorece a formacéo de um precipitado que foi posteriormente
separado por centrifugacdo. Para induzir a precipitagdo dos lipidos no precipitado foi
adicionado cloreto de magnésio e acido fosfotlngstico, sendo posteriormente acrescentados
a solucdo diluida da gema. Apds centrifugacdo, adicionou-se sulfato de amoénio ao
sobrenadante como agente “salting out”, permitindo recuperar 63% da IgY [62].

Hatta et al. [63] estudaram ainda o efeito de doze gomas naturais na extracdo da IgY
recorrendo ao método de diluicdo da gema em &gua, cromatografia de troca anidnica e
sulfato de sodio. Foi necessaria uma etapa de precipitacdo com sulfato de sodio apds a
cromatografia, uma vez que o eluato continuava com as restantes livetinas. Os resultados
mais favoraveis relativamente a remocao lipidica foram com a utilizacdo de A-carragenana,
obtendo-se 73% da IgY com 98,3% de pureza. Supde-se que 0 que causa a precipitacao das
lipoproteinas seja a ligacdo idnica entre a carga negativa das gomas e a carga positiva da
lipoproteina [63]. Chang et al. [64] estudaram também varias gomas naturais, obtendo
melhores resultados com pectina (recuperagdo de 73,92% e pureza de 20,87%) e piores
resultados com a carragenana (recuperagéo de 33,25% e pureza de 19,3%), refutando os
resultados de Hatta et al. [63]. As condicdes 6timas de extracdo revelaram ser a pH 5, embora
com a utilizacdo de alginato, carragenana e carboximetilcelulose fossem com 0,1% da goma
enquanto que com a pectina foram a 0,15% [64]. Tan et al. [76] utilizaram uma solucdo de
remocdo lipidica contendo carragenana, pectina e cloreto de célcio, a qual se adicionou a
gema. Ao sobrenadante obtido ap6s centrifugacdo, adicionou-se sulfato de amdnio. Para
termos comparativos, os autores realizaram ainda a extragéo da Ig'Y com kits comerciais. Os
kits comerciais de purificacdo visam uma fase inicial de remocéo da fracao lipidica, seguida
de uma fase de purificacdo da IgY por precipitacdo. O kit Eggcellent (Thermo Pierce)

assume um rendimento de 80-120 mg IgY/gema e pureza de 85-95%, e com a utiliza¢do do
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Eggstract (Promega) prevé-se um rendimento de 2-5 mg IgY/mL gema e pureza de 75-90%.
O kit Eggcellent tem o custo de ~240€ com uma quantidade suficiente para isolar a IgY de
5 gemas, enquanto o Eggstract ¢ mais dispendioso (~450€ com quantidade suficiente para
isolar a IgY de 6 gemas) [77,78]. O método de Tan et al. [76] demonstrou uma maior
recuperacdo da IgY (7,3 mg/mL) relativamente aos kits ap6s a adi¢ao da solugdo de remocao
lipidica e posterior centrifugacdo. Contudo, ap6s a segunda precipitagdo com sulfato de
amonio, 0 método demonstrou uma menor recuperacdo da IgY (5,1 mg/mL) relativamente
ao kit Eggcellent (6,1 mg/mL) [76].

Todos os estudos descritos anteriormente permitiram a extracdo da IgY recorrendo a
agentes que interagem com as lipoproteinas, permitindo a sua remo¢do. Em termos de
recuperacdo da IgY, ndo se obteve os melhores resultados, exceto no estudo comparativo de
Bizhanov e Vyshniauskis [75] com a utilizacdo de PEG e sulfato de aménio em que se
recuperou 93,6% da IgY. A pureza, quando mencionada, ndo é satisfatoria; exceto no estudo
de Hatta et al. [63] em que se obteve uma pureza de 98,3%, sendo que a principal explicagéo
para tal € a utilizacdo da cromatografia de troca anionica.

Existem ainda técnicas que recorrem a colunas cromatogréaficas para purificar a IgY.
Akita e Nakai [54] procederam a diluicdo da gema em agua para separar as lipoproteinas da
FPSA e agregar os lipidos. Apds centrifugacdo, as proteinas do sobrenadante foram sujeitas
a acdo “salting out” pelo sulfato de amonio, sendo posteriormente sujeitas a trés etapas
distintas: ultrafiltracdo ou precipitacdo com etanol ou precipitacdo com sulfato de sodio,
obtendo-se uma pureza de cerca de 93% com uma recuperacdo de 98-99%. Foi ainda
realizada cromatografia de troca anidnica ou cromatografia de filtracdo em gel, que
aumentou a pureza para 99%, com recuperacdo de 95% no caso da cromatografia de troca
anionica e 98% no caso da cromatografia de filtracdo em gel [54]. Hassl e Aspock [65]
avaliaram a possibilidade de utilizar a cromatografia de interacdo hidrofébica seguido de
cromatografia de filtracdo em gel para purificar a IgY da gema do ovo tratada com PEG.
Obteve-se 1,2 mg/mL de IgY com uma pureza superior a 85% e o produto final praticamente
ndo apresentou proteinas residuais da gema, agregados nem fragmentos da IgY, além de ter
preservado a atividade do anticorpo [65]. Hansen et al. [66] aplicaram as proteinas que
extrairam numa coluna de cromatografia de interacdo tiofilica, cujo absorvente consiste em
agarose ativada por divinilsulfona acoplada ao 2-mercaptoetanol. O processo de extragdo

iniciou-se com a diluicdo da gema em &cido cloridrico e procedeu-se a centrifugacéo,
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obtendo-se o sobrenadante que foi tratado com sulfato de amonio e um precipitado que foi
redissolvido em tampéo fosfato e sulfato de s6dio. Apos a cromatografia, a recuperacéo de
IgY foi de 85% com uma pureza 5,3 vezes superior ao extrato soltvel da gema [66].

Conclui-se que as técnicas cromatograficas sdo geralmente utilizadas apds a
utilizacdo de outras técnicas ndo cromatograficas. Contudo, podem ndo garantir a completa
purificacdo da IgY [63]. Os resultados de Akita e Nakai [54] mostraram-se particularmente
promissores em termos de recuperacdo (95-99%) e pureza (93-99%). Os procedimentos que
envolvem a cromatografia geralmente apresentam recuperacGes e fatores de pureza com
valores superiores a 85%, e sdo portanto técnicas mais eficientes, mas também mais
dispendiosas.

Como alternativa, Stalberg et al. [79] efetuaram a extracdo da IgY com SABs
constituidos por Triton X-100 e fosfato de sodio, obtendo uma recuperacdo do anticorpo
superior a 97%. Com esta abordagem, a IgY encontrou-se na fase contendo maioritariamente
sal (fase inferior), contudo os lipidos ndo se encontraram totalmente retidos na fase de
surfactante (fase superior). Os autores testaram ainda sistemas PEG-dextrana e PEG-fosfato
de sodio; contudo, os lipidos e a IgY ficam retidos na mesma fase [79].

A comparacgdo das Vvarias técnicas de extracdo e purificagdo da IgY nem sempre é
facil, pois os vérios estudos apresentam os resultados de diferente forma e nem todos fazem
uma analise quantitativa [67-69,80]. Assim sendo, de modo a selecionar as melhores
técnicas de extracdo e purificacdo, os estudos comparativos [64,74-76,81] sdo mais Uteis.
Deignan et al. [74] compararam a capacidade de remocao lipidica das técnicas recorrendo a
diluicdo da gema em &gua, PEG, sulfato de dextrana, acido fosfotlngstico e propan-2-
ol/acetona. Os autores [74] verificaram que as técnicas mais eficazes na remocao da fracéo
lipidica sdo com a utilizacdo de sulfato de dextrana (recuperacdo de 15,6 mg/mL de IgY e
pureza de 64,3%), acido fosfotlnsgtico (recuperacdo de 15,1 mg/mL de IgY e pureza de
69,8%) e com a diluicdo da gema em agua (recuperacao de 13,1 mg/mL de IgY e pureza de
71,1%), sendo que o pior resultado consiste na utilizacdo de propan-2-ol e acetona
(recuperacdo de 7,11 mg/mL de IgY e pureza de 57%). Apds a utilizacdo destas cinco
técnicas, a FPSA resultante foi sujeita a acdo de PEG 12%, sulfato de sodio e sulfato de
amonio para precipitar a 1gY, contudo o PEG 12% mostrou-se claramente mais eficaz na
precipitacdo da IgY presente na FPSA. A utilizagdo de PEG 12% na FPSA obtida com o

sulfato de dextrana permitiu a obtencéo de 8,8 mg/mL de IgY e a utilizagdo de PEG 12% na
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FPSA obtida com o acido fosfotungstico permitiu uma recuperacdo de 8,62 mg/mL de IgY.
Obteve-se também um resultado consideravel com a utilizagdo de PEG 12% na FPSA
conseguida no método de diluicdo da gema em agua (recuperacdo de 7,49 mg/mL de IgY).
Akita e Nakai [81] efetuaram um estudo comparativo entre os métodos de diluicdo da gema
em agua, PEG, sulfato de dextrana e goma xantana. Os melhores resultados foram obtidos
com 0 método de diluicdo da gema em agua (recuperacdo de 9,8 mg/mL e pureza de 94%),
contudo recorreu-se a técnicas cromatograficas para obter este resultado. No entanto, o
sobrenadante obtido apds a utilizacdo da técnica de diluicdo da gema em agua foi aquele em
que se observou uma maior recuperacdo da IgY (91%), mesmo previamente a cromatografia.
A técnica utilizando sulfato de dextrana permitiu recuperar 7,5 mg/mL de IgY com 87% de
pureza, demonstrando no entanto ser menos satisfatéria do que com a diluicdo da gema em
agua, contrariando o resultado de Deignan et al. [74]. Foi ainda comparada a eficiéncia entre
0 PEG e o sulfato de sddio como agentes precipitantes, sendo que o PEG demonstrou ser
mais eficaz na precipitacdo da IgY contida no sobrenadante, corroborando o resultado de
Deignan et al. [74]. Sempre que fornecidos na literatura, 0s graus de pureza e rendimento
das diferentes técnicas estudadas até ao momento encontram-se sumariados na Tabela 3.

Conclui-se que a utilizacdo de sulfato de dextrana e a diluicdo da gema em &gua séo
bons procedimentos para a remocdo da fracdo lipidica [74,81]. Todavia, a dilui¢do da gema
em agua é um procedimento mais econémico do que a utilizacdo de sulfato de dextrana. A
precipitacdo das livetinas com PEG 12% demonstra ser a melhor técnica de recuperacéo da
IgY, contudo exige varias etapas de centrifugacdo e a posterior redissolucdo do precipitado
[74,80,81].
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Tabela 3 - Comparacéo das técnicas utilizadas no &mbito da extracéao e purificagdo da IgY,

em termos de rendimento/recuperagéo e pureza.

. . Rendimento/ Pureza A
Técnica(s) realizada(s) Recuperacao da IgY da IgY Referéncia
(a): Sulfato de dextrana + CaCl. + Na2SO4
(b): Diluicdo da gema em agua + (a): 70-80% Jensenius et
Congelamento/descongelamento a pH 7 + (b): 50-70% al. [61]
Na>SO4
Azul de dextrana + (NH4)2SO4+ TBS 49,4% Bizhanov e
Cloroférmio + (NH4)2SO4+ TBS 52% --- Vyshniauskis
PEG 6000 + (NH4)2SO4 + TBS 93,6% [75]
Acido caprilico + (NH4)2SO04 64% McLa[rSe;] etal
TBS + Acido fosfottingstico e MgCl. 85% (i) Vieira et al.
(NH4)2S04 63% [62]
Diluicéo da gema em éguaj- C_tarragenana + 73% 98.3% Hatta et al.
Cromatografia de troca i6nica + Na2SO4 [63]
Alginato de sédio 38,96% 15,05%
Carragenana 33,25% 19,30% Chang et al.
Carboximetilcelulose 60,12% 20,19% [64]
Pectina 73,92% 20,87%

7,3 mg/mL por ovo (i) 54% (i)

Pectina + Carragenana + CaClz + (NH4)2SO4 5,1 mg/mL por ovo (ii) 80% (ii)

6,8 mg/mL por ovo (i) 57% (i)

Eggcellent (Thermo Pierce) 6.1 mg/mL por ovo (ii) 76% (i)

Tan et al. [76]

Eggstract (Promega) 2,2 mg/mL por ovo (i) 64% (i)

1,8 mg/mL por ovo (ii) 74% (ii)
Dilui¢do da gema em &gua 6x;
Precipitagdo com (NH4)2SO4;
Ultrafiltracéo/ Precipita¢do com etanol/ 000 900 Akita e Nakai
Precipitacdo com Naz2SOq; 95-99% 93-99% [54]
Cromatografia de troca anionica e de filtracao
em gel
PEG Hassl e
Cromatografia de interacéo hidrofobica 1,2 mg/mL por ovo >85% Aspock [65]
Cromatografia de filtraco em gel P
HCI + (NH4)2SO4 + Na2SOa4 85% 5 3x Hansen et al.
Cromatografia de afinidade (interagéo tiofilica) ' [66]
s . Stalberg e
- 0, —
SAB (Fosfato de s6dio + Triton X-100) >97% Larsson [79]
Diluicdo da gema em agua + . 71,1%
Congelamento/descongelamento a pH 7 13,1 mg/mL por ovo (i) (i)
Tampédo fosfato + PEG 3,5% . 57,1%
PEG 12% + Crioetanol 11 mg/mL por ovo (i) (i)
TBS + Sulfato de Dextrana + CaCl2 . 64,3% Deignan et al.
NaxSO4 15,6 mg/mL por ovo (i) () [74]
TBS + Acido fosfottingstico + MgCl. . 69,8%
PEG 1296 + (NH4):S0: 15,1 mg/mL.por ovo (i) Q)
Propan-2-ol . 57,0%
Propan-2-ol e acetona 7,11 mg/mL por ovo (i) (i)

(i) - Primeira etapa de remocé&o dos lipidos
(ii) - Segunda etapa de purificacao
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Tabela 3 (Continuacdo) - Comparacdo das técnicas utilizadas no ambito da extragdo e
purificagdo da IgY, em termos de rendimento/recuperacao e pureza.
Rendimento/ Pureza

Técnica(s) realizada(s) Recuperacio da IgY da IgY Referéncia
Diluicéo da gema em agua 9x + Na2SOs +
ultrafiltracdo/precipitacdo com
etanol/precipitacdo com NazSOs; 9,8 mg/mL por ovo 94%
Cromatografia de f|_|'frggao em gel ou troca Akita e Nakai
aniénica 81]
PEG + Crioetanol 4,9 mg/mL por ovo 89% [
Sulfato de dextrana + CaClz + Na2SOa4 7,5 mg/mL por ovo 87%
Diluicdo da gema em 4gua + goma xantana + 7.3 mg/mL por ovo 89%
Na2S04

1.2.4. Sistemas aquosos bifésicos (SABS)

Os SABs sdo uma técnica de extracdo do tipo liquido-liquido ou extracdo em fase
liquida. A extracdo liquido-liquido é aplicada a misturas imisciveis cujos solutos dissolvidos
tendem a distribuir-se desigualmente entre duas fases liquidas [82]. Por vezes, esta técnica
recorre a solventes organicos volateis, sendo que ao utilizar este tipo de solventes podera
ocorrer desnaturacdo/perda de atividade de proteinas (revisto em [6]). Como uma alternativa
mais biocompativel, economica e eficiente as técnicas tradicionais de extra¢do liquido-
liquido, Albertsson introduziu os SABs [83]. Estes sdo definidos como sistemas de duas
fases aquosas imisciveis constituidos por combinagdes polimero-polimero, sal-sal ou
polimero-sal. Tratam-se assim de sistemas ternarios compostos por agua e dois solutos
(revisto em [10]). Uma vez que os SABs sdo maioritariamente constituidos por agua,
constituem um meio biocompativel e por este motivo estdo atualmente associados a extracdo
e purificacdo de proteinas, enzimas, anticorpos, biofarmacos e &cidos nucleicos [4,84-86].
Também os polimeros, de caracter hidrofébico, estdo associados a estabiliza¢éo da estrutura
terciaria das proteinas e preservacao da sua atividade (revisto em [6]). Visto que as proteinas
desnaturam com a utilizacdo de solventes organicos, a utilizacdo de SABs poderéa constituir
uma alternativa simples e viavel aos processos de extracdo e purificacdo tradicionais de
proteinas, uma vez que permitem preservar a atividade das biomoléculas, além de serem
faceis de aplicar em larga escala (revisto em [11,45]).

Os mecanismos de separacéo, extracdo e purificacdo de compostos utilizando SABs
sdo complexos, baseando-se em interacdes do tipo de van der Waals, eletrostaticas, pontes
de hidrogénio e efeitos conformacionais entre o soluto e o solvente. A particdo de uma

molécula alvo entre as fases pode ser controlada por varios fatores: afinidade do soluto para
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uma das fases; controlo da composicdo do sistema, ou pela juncdo de co-solventes, anti-
solventes ou moléculas anfipaticas ao sistema (revisto em [10]). Para compreender a parti¢éo
das biomoléculas, determinam-se primeiramente os respetivos diagramas de fases, que nos
elucidam sobre a composicéo das fases superior (S) e inferior (1) e a proporcao dos volumes
das mesmas. O diagrama de fases (Figura 4) contém uma curva binodal a separar a regido
monofasica da bifasica e tie-lines (TLs) respetivas que definem a composicao de cada soluto
na fase superior e inferior. O parametro tie-line lenght (TLL) define ainda a diferenca nas
composicdes das fases, uma vez que ao longo da TL o volume de uma das fases aumenta e
o da fase oposta diminui, mas a composi¢do mantém-se constante. A medida que a TL
decresce em comprimento (TLL nula), atinge-se o ponto critico (PC) na curva binodal, em
que as composi¢oes e o volume nas duas fases igualam (revisto em [10]). As misturas X, Y
e Z coincidentes com a reta TL diferem na composicdo inicial e na proporcao de volume de
cada fase, mas todas tém a mesma composicao na fase superior (Serg, Sui) e na fase inferior

(Ippg, IL1) (revisto em [45]).
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Figura 3 - Diagrama de fases de um SAB constituido por PPG e LI. Adaptado de Raja et al.
[45]. SCI — curva binodal; PC — ponto critico; Sl - tie-line; S — composi¢do da fase superior;
| - composicao da fase inferior; X, Y e Z - composicdo das misturas na regido bifasica.

Em 2003, Gutowski et al. [87] propuseram uma nova classe de SABs constituidos
por liquidos io6nicos (LIs). Os Lls, por definicdo, sdo sais constituidos por dois iGes
assimétricos (em geral, um catido organico de grandes dimensfes e um anido organico ou
inorganico de menores dimensdes), que se encontram geralmente no estado liquido a
temperaturas abaixo dos 100°C. Sd&o caracterizados por possuirem uma elevada

condutividade ionica, estabilidade térmica e elevada capacidade de solvatagdo para 0os mais
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variados solutos, assim como uma pressao de vapor desprezavel por serem sais (revisto em
[10]). Existe uma grande variedade de LlIs, sendo portanto possivel a sele¢do do catido e
anido de acordo com a polaridade e afinidade pretendidas, cobrindo “idealmente” toda a
gama de hidrofilicidade-hidrofobicidade. Visto que é possivel manipular a sua estrutura
quimica, existem alguns LIs que permitem uma elevada estabilidade de biomoléculas, como
enzimas, ADN e proteinas [85,86,88]. No entanto, a solubilidade das proteinas em LlIs
hidrofobicos € muito limitada, explicando a adicdo de agua na maior parte dos estudos
envolvendo este tipo de biomoléculas (revisto em [10]).

Agquando da formagéo de SABs, a adi¢do de um tampé&o a uma solucdo aquosa pode
ndo ser suficiente para controlar adequadamente o pH, uma vez que o caracter acido ou
basico do LI afeta o efeito do tampéo e pode conduzir a perda de estabilidade de proteinas.
Para contornar este problema, o pH pode ser ajustado utilizando LIs com efeito tampéo [88].
Um tipo de LI com estas caracteristicas sdo os [Ch][GB]-LlIs, constituidos pelo catido
colinio (Ch) e por anides de derivados zwitteriénicos N-substituidos da taurina ou glicina
com capacidade tampdo, 0s Good’s Buffers (GBs) [89]. Os GBs foram originalmente
propostos por Good et al. [90] para serem utilizados em reac6es bioldgicas, uma vez que sao
moléculas altamente hidrataveis e apresentam uma gama de pKa entre 6-8 [88-90].
Exemplos de GBs sdo a Tricine (N-(2-hidroxi-1,1-bis(hidroximetil)etil) glicina) com pKa
8,15 a 20°C, TES (&cido 2-[[1,3-di-hidroxi-2-(hidroximetil) propan-2-il] amino]
etanossulfonico) com pKa 7,5 a 20°C, MES (acido 2-(N-morfolino) etanossulfénico) com
pKa 6,15 a 20°C e HEPES (acido 2-[4-(2-hidroxietil) piperazin-1-il] etanossulfonico) com
pKa 7,55 a 20°C [89,90] (Figura 4).

OH | 0 y OH oH o | oH
-
k/ﬁ:'-\ 6/L‘/NJ< I\/’¢'< j‘c’/\“/N
HO OH 0" % Ho- —~OH
[Ch][Tricine] [Ch][TES]
OH OH
| OH N\
~ 0
K/’l'x o S K/N\ AN
O__g—//_ R g
5
[Ch][MES] [Ch][HEPES]

Figura 4 - Estrutura de [Ch][GB]-LlIs, liquidos i6nicos constituidos pelo catido colinio e
anides derivados de Good's Buffers (Tricine, TES, MES e HEPES). Adaptado de Taha et al.
[89].
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Os GBs apresentam um local de protonagdo no grupo carboxilico/sulfonico (pKaz) e
outro local de protonacdo no grupo amino (pKa2), sendo este dltimo responsavel pela
capacidade tampdo ao pH fisioldgico. Contudo, o valor de pKaz é ligeiramente diminuido
quando os GBs sdo neutralizados com o catido colinio, originando os [Ch][GB]-LIs. Esta
diminuicéo é explicada por interacGes eletrostaticas entre o catido e os anibes derivados de
GBs [89].

Apds um estudo prévio de Taha et al. [88] consistindo na formacdo de SABs
constituidos por GB-LIs para avaliar o impacto destes LIs na estabilidade da proteina BSA,
0s autores extrairam mais tarde a IgY com um SAB constituido por [Ch][GB]-LIs e
polipropileno glicol (PPG 400) [89]. Neste sistema, a IgY encontra-se preferencialmente na
fase maioritariamente constituida por LI, tendo-se demonstrado por estudos computacionais
que as ligacdes de hidrogénio e interacdes van der Waals sdo responsaveis pela particdo
preferencial. Dependendo do GB utilizado, obteve-se uma eficiéncia de extragdo da IgY
entre 79 a 94%, num Unico passo, embora ndo se tenha eliminado a p-livetina da mesma fase
onde se encontra enriquecido o anticorpo alvo [89]. Devido aos resultados promissores de
recuperacdo da IgY neste tipo de SABs, estes mesmos irdo ser utilizados nesta dissertacao
de mestrado com o intuito de purificar a IgY num Unico passo. Sera também avaliada a
atividade e estabilidade da IgY em solugdes aquosas de polimeros, sais e LIs para verificar
se esta abordagem de purificacdo (SABs) ndo compromete a funcionalidade do anticorpo.

Em suma, o processo de extracdo e purificacdo da IgY deve garantir a interacdo com
0s constituintes ndo aquosos (permitindo a remocdo da elevada quantidade de lipidos) e
estratégias mais seletivas para recuperar a IgY de entre as proteinas contaminantes. Estes
processos devem ter em consideragdo o custo e a rapidez, assegurando ainda um elevado
grau de pureza e a preservacdo da funcionalidade do anticorpo, para que a IgY recuperada
possa ser utilizada como agente terapéutico. Na inexisténcia de uma técnica ideal, a
utilizacdo de SABs podera responder a esta problematica; no entanto, devera avaliar-se a
preservacao da funcionalidade do anticorpo ap6s o processo de extragao/purificacao.
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2. Seccao Experimental
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2.1. Purificacdo da IgY através de SABs constituidos por [Ch][GB]-LIs e PPG 400
2.1.1. Materiais

Os [Ch][GB]-LIs utilizados neste trabalho foram sintetizados com uma solugédo de
hidroxido de colina (em 45% de metanol, da Sigma-Aldrich, Alemanha) e varios Good'’s
Buffers, nomeadamente Tricine (pureza > 99%), TES (pureza > 99%), MES (pureza > 99%)
e HEPES (pureza > 99,5%), também adquiridos na Sigma-Aldrich (EUA). As estruturas
quimicas dos LlIs sintetizados foram posteriormente confirmadas por espectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear (*H RMN), pelo Bruker AMX 300 (EUA) a 300,13 MHz,
utilizando o trimetilsilil propionato (TSP) como referéncia e D2O (Euriso-top, Franga) como
solvente deuterado (99,90% D).

Os SABs estudados foram formados com polipropileno glicol de peso molecular 400
g.mol* (PPG 400, Sigma-Aldrich, Franca) e pelos LIs sintetizados. A FPSA obtida a partir
da gema e que contém a IgY foi filtrada com um filtro de seringa Whatman 0,45 um antes
de ser adicionada ao sistema como a solucao aquosa. Apds a separacdo das fases, procedeu-
se a quantificacdo das proteinas presentes em cada fase por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia de Exclusdo Molecular (SE-HPLC), com um detetor DAD (Hitachi Chromaster
5430 da VWR, Japdo) a um comprimento de onda de 280 nm. A separa¢do cromatogréafica
foi realizada com uma coluna analitica KW —802,5 — 8 mm x 300 mm (Shodex, Alemanha).
Como fase movel foi utilizado tampé&o fosfato, preparado através da mistura de uma solugédo
de dihidrogenofosfato de sodio (NaH2PQOa4, pureza > 99%), uma solucdo de hidrogenofosfato
dissddico hepta hidratado (Na2HPO4-7H20, pureza > 99%) e cloreto de sédio (NaCl, pureza
de 99,5%), sendo todos os reagentes da Panreac (Espanha). A &rea dos picos dos
cromatogramas foi determinada através do software OriginPro 8. A composicao das fases
foi determinada através do software MatLab R2009b, sabendo-se de antemao o respetivo
diagrama de fases e a composicdo da mistura inicial.

Para efetuar uma andlise qualitativa das proteinas nas duas fases, realizou-se SDS-
PAGE. Para este procedimento foi utilizado dodecil sulfato de sédio (SDS, pureza > 85%,
Panreac, Espanha), tris(hidroximetil)aminometano ((HOCH2)sCNH2, pureza > 99,8%
Pronalab, Portugal), glicerol (pureza de 99,5%, Sigma-Aldrich, Alemanha), glicina (pureza
de 99%, Acros Organics, Bélgica), azul de bromofenol (Merck, Alemanha), acido acético
(pureza > 99%, ChemLab, Bélgica), corante azul de Coomassie G-250 (Amresco, EUA),

ditiotreitol (99% de pureza, Acros Organics, Beélgica) e metanol (grau de HPLC, pureza >
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99,9%, Fisher Scientific, EUA). Para a realizacdo do SDS-PAGE foi utilizado o sistema
Amersham™ ECL™, com tamp&o de corrida Amersham™ ECL™ 10x, géis 4-20%
Amersham™ ECL™ de 10 pocos e o marcador de peso molecular (“Rainbow Molecular
Weight”) adquiridos na GE Healthcare (UK). O pH foi determinado pelo medidor de pH
“827 pH lab” (Metrohm, Suiga). A agua utilizada foi destilada duas vezes, passada por um
sistema de osmose reversa e tratada pelo sistema de purificacdo de dgua Milli-Q plus 185
(Merck Millipore, Alemanha).

2.1.2. Procedimento experimental
2.1.2.1. Sintese e caracterizacdo de [Ch][GB]-LIs

Os LlIs foram sintetizados através de uma reacdo de neutralizacdo entre o hidroxido
de colina e 0s Good'’s Buffers, de acordo com o reportado na literatura por Taha et al. [89].
Para tal, adicionou-se um ligeiro excesso da solucdo de tampao a solucdo de hidroxido de
colina. O procedimento foi realizado em atmosfera inerte para evitar a degradacdo do
hidroxido de colina. A mistura permaneceu em agitacdo continua durante 12 horas a
temperatura ambiente e foi posteriormente evaporada a 40°C a pressfes reduzidas num
evaporador rotativo. Posteriormente, e contrariamente ao procedimento da literatura em que
se utilizou uma mistura de acetonitrilo e metanol (1:1, v/v), utilizou-se acetato de etilo para
remover 0 excesso de tampdo. O excesso de solvente foi evaporado e o produto da reacao
foi seco em vacuo (10 Pa) durante 3 dias a temperatura ambiente, originando um liquido
viscoso. A estrutura dos LIs foi posteriormente confirmada por *H RMN a 300,13 MHz. Os
desvios quimicos foram expressos em & (ppm) utilizando trimetilsilil propionato (TSP) como

referéncia e DO como solvente deuterado.

2.1.2.2. Purificacdo da IgY através de SABs constituidos por [Ch][GB]-LIs, PPG 400 e
FPSA

Para a obtencdo da FPSA a ser adicionada aos SABs foi adaptado o procedimento
experimental de Liu et al. [91]. Inicialmente separou-se a gema da clara e removeu-se a
membrana da gema. A gema foi posteriormente diluida na proporcéo 1:8 (v/v) em agua
destilada e o pH foi ajustado a 5,0-5,2 com HCI. A mistura foi agitada durante 15 minutos a
4°C e congelada durante 8h a -20°C. Apds descongelamento, centrifugou-se a 4500 rpm

durante 45 minutos a 4°C, permitindo a remocao do pellet solido correspondente a fracdo
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lipidica. O sobrenadante resultante correspondente & FPSA constituiu a matriz utilizada para
0 processo de purificagdo da IgY em todos os ensaios, tendo sido filtrada antes da sua
utilizacéo.

De acordo com os diagramas de fases determinados por Taha et al. [89], escolheram-
se pontos de mistura com uma concentragdo fixa de polimero, 50 % de PPG 400, e
concentracgdes entre 7-10 % de [Ch][GB]-LlIs e 40-43 % da FPSA. Desta forma, os sistemas
foram formados pela adicé@o dos trés componentes nas percentagens pretendidas, perfazendo
uma massa total de 3 g. O peso de todos os componentes adicionados ao sistema foi
determinado com um grau de incerteza de 10 g. Apés a agitacio vigorosa, e apresentagio
de turbidez, os sistemas foram deixados a 25 (x1) °C durante 3,5 h para ocorrer a completa
particdo das proteinas entre as fases do sistema. Em todos os SABs formados, a fase superior
corresponde a fase maioritariamente constituida por PPG 400, enquanto que a fase inferior
corresponde a fase maioritariamente constituida por [Ch][GB]-LI. Ap6s o tempo de repouso,
as fases foram cuidadosamente separadas, procedendo-se ao registo do volume e da massa.
Apdbs o processo de purificacdo, as proteinas da FPSA e ambas as fases foram analisadas
quantitativamente por HPLC e o perfil proteico foi avaliado por SDS-PAGE. Para verificar
a possivel presenca de interferéncias na quantificacdo, utilizou-se o controlo dos mesmos
pontos de mistura nos ensaios de extracdo, sem a utilizacdo de proteina. Foi ainda
determinado o pH das fases maioritariamente constituidas por [Ch][GB]-LIs e das fases

maioritariamente constituidas por PPG 400 a 25 °C, com uma incerteza de +0,03.

2.1.2.2.1. Determinagéo de Tie-lines (TLs)

As TLs foram determinadas pelo método gravimétrico descrito por Merchuk et al.
[92]. Cada TL foi determinada aplicando a regra da alavanca que permite relacionar a massa
da fase superior e inferior e a composicdo total do sistema. As curvas binodais foram
ajustadas de acordo com a equacao 1,

[PPG 400] = A e(BILI®®)~(C[LIF) (1)
onde [PPG 400] e [LI] correspondem as percentagens massicas de polimero e LI,

respetivamente; e em que os parametros A, B e C sdo as constantes obtidas pela regresséo.
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Para a determinacgdo das TLs, recorreu-se a resolugdo de um sistema com as quatro
seguintes equac0es (2-5), para possibilitar a determinagédo da concentragéo de PPG 400 e LI
em cada fase ([PPG 400]prc 400, [PPG 400]L1, [LI]ppG 400 € [LI]L1),

[PPG 400]ppg 400 = A e(B[LI]%IS’G 200)—(C [LII3pG 400) )

[PPG 400],; = A e(BILILY)-(C LD @)

[PPG 400]ppg 400 = oo — (1) [PPG 400]y, @
[LI] 1-

[LI]ppG 400 = aM - (Ta) [LI]1s ®)

em que os subscritos PPG 400 e LI designam as fases maioritariamente constituidas por
polimero e LI, respetivamente; e em que M é a composicdo inicial da mistura. O pardmetro
a corresponde ao quociente entre a massa da fase superior e a massa total da mistura.

Utilizou-se ainda a equacdo 6 para determinar a TLL correspondente a cada TL,

TLL = /([L1ppg a00 — [LIlL1)? + ([PPG 400]ppg 400 — [PPG 400];)? (6)

2.1.2.3. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

Apds a separacdo das fases, quantificaram-se as proteinas nas duas fases por HPLC.
Cada fase foi diluida numa solucdo de tampao fosfato (NaH2PO4/Na;HPO4.7H.0, pH 7)
numa proporcdo de 1:10 (v/v). O mesmo tampéo foi utilizado como fase moével, com uma
velocidade de fluxo de 0,5 mL.min™. As temperaturas da coluna e do autosampler foram
mantidas a 25 °C e a 10 °C, respetivamente. O volume de injecdo foi de 25 uL e o
comprimento de onda foi fixado a 280 nm utilizando um detetor DAD, sendo o tempo de
retencdo da IgY de 15 min, num tempo total de analise de 45 min por amostra. A

quantificacdo da IgY foi determinada com o auxilio de uma reta de calibragdo (Figura 5).
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Figura 5 - Reta de calibracéo utilizada para determinar a concentracdo de IgY, com base nas
areas dos picos obtidos nos cromatogramas (A=280 nm) em func¢do da concentracdo dos
padrdes de IgY pura.

Para quantificar as proteinas presentes nas fases dos SABS por SE-HPLC, utilizou-
se a FPSA como controlo. A partir da determinacao da area do pico correspondente a IgY
no cromatograma referente a FPSA e com o auxilio da curva de calibracdo (Figura 5) é
possivel determinar a concentracdo de IgY na FPSA. Do mesmo modo, é possivel a
determinacdo da concentracdo de IgY nas fases dos SABs. A massa de IgY nas fases foi
determinada através da multiplicacdo da concentracdo de IgY na fase e do respetivo volume.
A massa de IgY na FPSA foi determinada através da multiplicacdo da concentracdo de IgY
na FPSA e da massa de FPSA adicionada (uma vez que a densidade da fracdo aquosa € de
0,99 g/mL, é possivel efetuar uma aproximacédo do volume a partir da massa).

O rendimento ou recuperacgao de IgY (Rendimentoigy) foi determinado através do
quociente entre a massa de IgY na respetiva fase dos SABs e a massa de IgY adicionada

inicialmente ao sistema, de acordo com a equagéo 7,

mygy (fase inferior ou fase superior)
mlgy (FPSA)

Rendimentogy (%) = x 100 (7)

A pureza da IgY (Purezaigy) pode ser determinada através do quociente entre a area
do pico correspondente a IgY no cromatograma e a soma das areas totais dos picos de todas

as proteinas presentes na mesma fase, de acordo com a equacao 8,

Area pico IgY

PurezaIgY (%) = X 100 (8)

Area total dos picos das proteinas

28



O coeficiente de particdo da 1gY (Kigy) foi determinado através do quociente entre a
massa de IgY na fase maioritariamente constituida por LI e a massa de IgY na fase
maioritariamente constituida por PPG 400, de acordo com a equacéo 9,

Igy
mg

KIgY = Ig+ 9)

PPG 400

A eficiéncia de extracdo (EEigy) foi avaliada através do quociente entre a massa de

IgY na fase maioritariamente constituida por LI e a massa de IgY nas duas fases, tal como
descrito na equacao 10,

IgY
my y

EEIgy(%) = Ty, Y x 100 (10)

LI T MppG 400

2.1.2.4. Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE)
As amostras foram diluidas na propor¢édo 1:1 (v/v) no tampao da amostra constituido
por 2,5 mL de 0,5 M Tris-HCI pH 6,8, 4 mL de 10 % (m/v) de solucdo de SDS, 2 mL de
glicerol, 2 mg de azul de bromofenol e 310 mg de ditiotreitol. As solu¢fes foram aquecidas
a 95 °C durante 5 minutos para quebrar as pontes dissulfureto e desnaturar as proteinas. A
eletroforese foi realizada a 135 mV em géis de poliacrilamida (4% do stacking e 20% do
resolvente) com um tampéo de corrida constituido por 250 mM Tris-HCI, 1,92 M glicina e
1% SDS. As proteinas foram coradas durante a noite num agitador orbital com uma solucéo
de 0,1 % (m/v) de azul de Coomassie G-250, 50 % (v/v) de metanol e 7 % (v/v) de acido
acetico. O gel foi posteriormente descorado utilizando uma solucéo descorante constituida
por 7 % (v/v) de &cido acético e 20 % (v/v) de metanol, permitindo a remoc&o do excesso de

corante.

2.2. Avaliacdo da atividade e estabilidade da IgY em solucdes aquosas de polimeros,
saise LIs
2.2.1. Materiais

A IgY utilizada para esta analise foi purificada a partir da gema através do Pierce®
Chicken 1gY Purification Kit (Thermo Scientific, EUA). A estratégia de purificacdo deste
kit comercial baseia-se na remocéo dos lipidos numa etapa inicial e na posterior precipitacao
da IgY, que foi redissolvida em PBS (Sigma-Aldrich, Alemanha) e posteriormente diluida
em PBS ou em &gua destilada obtendo-se uma concentracdo de 1 mg/mL para possibilitar a

realizacdo das vérias técnicas. A atividade/estabilidade da IgY foi avaliada em soluges
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aquosas de polimeros, constituidas por polietileno glicol de massa molecular 200 g.mol*
(PEG 200, Fluka, Alemanha), polietileno glicol de massa molecular 400 g.mol™ (PEG 400,
Acros Organics, Bélgica), polietileno glicol de massa molecular 600 g.mol™* (PEG 600,
Acros Organics, Bélgica) e PPG 400 (Sigma-Aldrich, Franga). Os sais utilizados para o
mesmo efeito foram o cloreto de sédio (pureza de 99,9%, VWR Prolabo, EUA), sulfato de
sodio (pureza > 99%, Sigma-Aldrich, Alemanha), carbonato de sodio (pureza > 99,5%,
Sigma-Aldrich, Alemanha), citrato trisodico dihidratado (JMVP S.A., Portugal) e fosfato
disédico anidro (pureza > 99%, Panreac, Espanha). Os [Ch][GB]-LIs previamente
sintetizados foram utilizados para esta andlise, assim como o cloreto de 1-butil-3-
metilimidazolio, [Csmim]Cl (pureza de 99%, lolitec, Alemanha), triflato de 1-butil-3-
metilimidazolio, [Csmim][CF3SOz] (pureza de 99%, lolitec, Alemanha), acetato de colinio,
[Ch][Ac] (pureza de 98%, lolitec, Alemanha) e o cloreto de tetrabutilamonio, [Na4s4s]Cl
(pureza > 98%, Sigma-Aldrich, Alemanha). A massa de todos os componentes nas solucfes
foi determinada com um grau de incerteza de 10 g.

O Western Blot efetuou-se com um sistema de transferéncia “MiniProtean Tetra
System” (BioRad, EUA), ocorrendo a transferéncia das proteinas para uma membrana de
nitrocelulose com 0,45 um de porosidade (Whatman Protan®, Sigma-Aldrich, Alemanha).
O tampdo de transferéncia utilizado para o efeito consistiu em 25 mM Tris pH 8,3 (pureza >
99,5%, Sigma-Aldrich, Alemanha), 192 mM glicina (pureza > 98,5%, Sigma-Aldrich,
Alemanha) e 20 % metanol (pureza > 99,8%, AnalaR Normapur VWR, UK). Para verificar
a eficiéncia da transferéncia utilizou-se uma solugéo do corante Ponceau S 0,1 % (m/m)
(Sigma-Aldrich, Alemanha) e 1 % (v/v) de &cido acético (pureza > 99,5%, Panreac,
Espanha). A solucdo de bloqueamento era constituida por 5 % (m/v) de leite magro em pé e
Tris-Buffered Saline-Tween 20 (TBS-T), sendo que este ultimo tampao consistia em 100
mM Tris pH 8 (pureza > 99,5%, Sigma-Aldrich, Alemanha), 1,5 mM NaCl (pureza > 99,5%,
Panreac, Espanha) e 0,5 % Tween 20 (Sigma-Aldrich, EUA). Para detetar a IgY utilizou-se
0 anticorpo secundario rabbit policlonal anti-lgY de galinha conjugado a HRP numa
concentracdo de 1 mg/mL (Thermo Scientific, EUA). As bandas imunorreativas foram
detetadas com os reagentes de quimioluminescéncia ECL (Amersham Pharmacia Biotech,
UK) de acordo com as indica¢Bes do fabricante e foram registadas em filmes de raio X
(Kodak Biomax Light Film, Sigma-Aldrich, Alemanha). A técnica de ELISA foi realizada
com o IgY (Galinha) ELISA Kit (Abnova Corporation, Taiwan), contendo o diluente de
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ELISA, a solucdo de lavagem, o conjugado anti-lgY-HRP, o substrato cromogeénico, a
solugéo stop, o calibrador de 1gY e a microplaca de ELISA contendo o anti-1gY. Foi ainda
determinado o comprimento de onda a que se observava uma absorvancia maxima das
diferentes solugdes na regido ultravioleta (UV), utilizando o espectrometro SHIMADZU
UV-1800 (Pharma-Spec, UK). O Dicroismo circular (DC) foi realizado com o
espectropolarimetro JASCO J-720 (JASCO, Hiroshima, Japdo) com um fotomultiplicador
175-800 nm (EXEL-308), utilizando uma cuvette Hellma de quartzo Suprasil® de 0,1 cm
(Sigma-Aldrich, Alemanha). A agua utilizada foi destilada duas vezes, passada por um
sistema de osmose reversa e tratada pelo sistema de purificagdo de agua Milli-Q plus 185
(Merck Millipore, Alemanha).

2.2.2. Procedimento experimental
2.2.2.1. Western Blot

Prepararam-se solucdes aquosas de polimeros, sais e liquidos i6nicos em trés
concentragdes distintas: 10, 30 e 50 % (m/m). De acordo com a solubilidade dos sais em
agua, algumas concentracGes nao foram exequiveis. A IgY purificada e redissolvida em PBS
pelo kit comercial anteriormente descrito foi diluida em agua destilada na proporgdo 1:10
(v/v) obtendo-se uma concentracdo de 1 mg/mL e foi adicionada na proporcdo 1:1 (v/v) as
solucBes aquosas de polimeros, sais e LIs. A realizacdo do Western Blot baseou-se no
protocolo descrito em Amado et al. [93]. Ap0s a realizacdo da eletroforese, tal como descrito
em 2.1.2.4., o gel, a membrana, os papéis de filtro e as esponjas foram embebidas em tampé&o
de transferéncia e preparou-se a sanduiche para transferir as proteinas do gel para a
membrana de nitrocelulose. A transferéncia efetuou-se em tampéo de transferéncia durante
duas horas a 200 mA, tendo-se posteriormente verificado a eficiéncia da transferéncia das
proteinas corando a membrana com Ponceau S. Para evitar ligacdes inespecificas do
anticorpo, procedeu-se a incubacdo da membrana durante uma hora a temperatura ambiente
sob agitacdo na solucdo de blogueamento. Posto isto, diluiu-se o anticorpo secundério anti-
IgY na proporcdo 1:10000 numa solucdo de bloqueamento e procedeu-se a incubacdo da
membrana com o anti-lgY durante uma hora, sob agitacdo a temperatura ambiente. A
membrana foi posteriormente lavada trés vezes com TBS-T durante 10, 15 e 10 minutos; e
procedeu-se a revelagdo com os reagentes de ECL de acordo com as indicacGes do fabricante

para detetar as proteinas transferidas num filme fotogréafico.
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2.2.2.2. ELISA

Prepararam-se solu¢des aquosas de polimeros, sais e liquidos i6nicos em trés
concentragdes distintas: 10, 30 e 50 % (m/m). De acordo com a solubilidade dos sais em
agua, algumas concentracGes nao foram exequiveis. A IgY purificada e redissolvida em PBS
foi diluida com o diluente de ELISA, obtendo-se uma concentracdo final de 100 ng/mL e foi
adicionada na proporcdo 1:1 (v/v) as solucbes de polimeros, sais e LIs. Os padrdes foram
preparados segundo as indicac¢Ges do fabricante. A partir do calibrador numa concentracao
final de 1,44 mg/mL, prepararam-se solucdes padrdo a 400, 200, 100, 50, 25, 12,5,6,25¢e 0
ng/mL, utilizando o diluente de ELISA nas diluicdes. Os padrdes e as amostras foram
adicionados aos pocos da microplaca em duplicado, sendo que os po¢os j& continham o anti-
IgY adsorvido, permitindo a formacdo de complexos IgY-Anti-IgY. Apds 30 minutos de
incubacdo, os poc¢os foram aspirados e lavados para permitir a remocao do anticorpo que néo
se ligou. Procedeu-se a adi¢do da solugdo do conjugado anti-1gY-HRP em cada pogo, que se
ligou a IgY previamente reconhecida. Apos nova incubagdo de 30 minutos e posterior
lavagem dos pogos para remover o anti-lIgY-HRP que ndo se ligou, adicionou-se a solugéo
do substrato cromogénico 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina (TMB) em cada poc¢o, permitindo
que a enzima HRP catalisasse a reacdo. Apos incubacdo durante 10 minutos exatos,
adicionou-se a solucdo stop e procedeu-se a leitura das absorvancias a 450 nm em duplicado,
permitindo a determinagéo da concentragéo da IgY com atividade nas amostras.

2.2.2.3. Monotorizacdo do comprimento de onda correspondente a absorvancia maxima das
solugdes

Prepararam-se solucdes aquosas de polimeros, sais e liquidos iénicos em trés
concentragdes distintas: 10, 30 e 50 % (m/m). De acordo com a solubilidade dos sais em
agua, algumas concentracGes nao foram exequiveis. A IgY purificada e redissolvida em PBS
foi diluida em &gua destilada na proporc¢do 1:10 (v/v) obtendo-se uma concentracdo de 1
mg/mL e foi adicionada na proporcdo 1:1 (v/v) as solucbes de polimeros, sais e LIs. A
determinacdo do comprimento de onda a que se observava uma absorvancia maxima das
diferentes solucGes foi realizada num intervalo de 200-400 nm e foi efetuada 24h apos a
adicdo da IgY as solugdes. As absorvancias das solugdes de polimeros, sais e LIs sem IgY
foram determinadas por espectrofotometria UV no intervalo 200-400 nm como controlo.
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Todas as medi¢des foram efetuadas em triplicado, tendo-se utilizado para o efeito as médias
das trés medigdes.

2.2.2.4. Dicroismo Circular (DC)

Prepararam-se solucdes aquosas de polimeros, sais e liquidos i6nicos em trés
concentragdes distintas: 10, 30 e 50 % (m/m). Tal como anteriormente, de acordo com a
solubilidade dos sais em agua, algumas concentracdes nao foram exequiveis. A IgY
purificada e redissolvida em PBS foi diluida novamente em PBS (0,01 M tampéo fosfato,
0,0027 M cloreto de potassio e 0,137 M cloreto de sodio, pH 7,4 a 25 °C) na propor¢éo 1:10
(v/v) obtendo-se uma concentracdo de 1 mg/mL, sendo posteriormente adicionada as
solugdes numa proporc¢édo 1:1 (v/v) aquando da medicdo no DC. O espectro da amostra do
controlo, na auséncia de IgY, foi registado e subtraido ao respetivo espectro de DC contendo
a IgY. Os espectros foram registados no intervalo de comprimento de onda 200-260 nm,
com uma separacao de 0,5 nm, numa cuvette cilindrica de quartzo a temperatura ambiente.
Cada espectro resulta de trés acumulacBes originalmente registados em graus e
posteriormente convertidos em elipticidade molar (0) através do software do

espectropolarimetro.
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3. Resultados e Discussao
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3.1. Purificacdo da IgY através de SABs constituidos por [Ch][GB]-LIs + PPG 400
3.1.1. Sintese e caracterizacéo de [Ch][GB]-LlIs

A estrutura dos LlIs foi avaliada por *H RMN, cujos desvios quimicos se apresentam
em seguida. As estruturas quimicas com a numeracgdo dos carbonos e respetivos protdes e as
representacdes das vias de sintese dos [Ch][GB]-LIs encontram-se representadas na Figura
6.

[Ch][Tricine]: *H RMN (300 MHz, TSP/D,0, ppm); & [Ch], 3,21 (9H, s, C1-C3’s H), 3,52
(2H, m, C4’s H), 4,07 (2H, m, C5’s H); o [Tricine], 3,57 (6H, s, C1-C3’s H), 3,34 (2H, s,
C5’s H)

[Ch][HEPES]: 'H RMN (300 MHz, TSP/D,0, ppm); & [Ch], 3,21 (9H, s, C1-C3’s H), 3,52
(2H, m, C4’s H), 4,07 (2H, m, C5’s H): & [HEPES], 2,61 (8H, t, C3-C6’s H), 2,84 (2H, m,
C1C8’s H), 3,14 (2H, t, C7’s H), 3,77 (4H, t, C2’s H)

[Ch][TES]: *H RMN (300 MHz, TSP/D;0, ppm); & [Ch], 3,21 (9H, s, C1-C3’s H), 3,52
(2H, m, C4’s H), 4,07 (2H, m, C5’s H); 8 [TES], 3,61 (6H, s, C1-C3’s H), 3,09 (4H, t, C5C6’s
H)

[Ch][MES]: *H RMN (300 MHz, TSP/D20, ppm); 8 [Ch], 3,21 (9H, s, C1-C3’s H), 3,52

(2H, m, C4’s H), 4,07 (2H, m, C5’s H); & [MES], 2,67 (4H, t, C4C6’s H), 2,84 (2H, t, C2’s
H), 3,13 (2H, t, C1’s H), 3,76 (4H, t, C3C5’s H)
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Figura 6 - Esquematizacdo das vias de sintese dos [Ch][GB]-LlIs utilizados no ambito da
purificacdo da IgY, e numeracdo dos atomos de carbono.

Os desvios quimicos obtidos por *H RMN foram comparados com os resultados
reportados na literatura nas mesmas condicGes [89]. Foi possivel a identificacdo dos Lls
sintetizados, embora se tenha verificado que os desvios quimicos dos LlIs sintetizados se
encontram ligeiramente em campos mais “baixos” relativamente aos valores da literatura,
devido a uma menor protecdo dos nucleos. Revelou-se ainda que o espectro do [Ch][TES]
apresentou um sinal relativo aos quatro protdes dos carbonos-5 e 6, enquanto que na
literatura surgiu um sinal respetivo aos protdes do carbono-5 e um sinal respetivo aos protfes
do carbono-6, separadamente. Contudo, conclui-se que os LlIs sintetizados apresentam um
elevado grau de pureza e que correspondem estruturalmente aos LIs que se pretendem

utilizar.
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3.1.2. SABs constituidos por [Ch][GB]-LIs + PPG 400 + FPSA

Iniciou-se 0 estudo da purificacdo da IgY através de SABs constituidos por
[Ch][GB]-LIs + PPG 400. De acordo com os diagramas de fase reportados por Taha et al.
[89], utilizaram-se pontos de mistura em que a concentracdo de PPG 400 fosse fixa a 50 %
e a concentracdo de [Ch][GB]-LIs e FPSA variasse entre 7-10 % e 40-43 %, repetivamente;
de modo a obter comprimentos das TLs (TLLs) entre 38-41% (obtidos na literatura para os
mesmos pontos de mistura).

Os dados das TLs determinadas experimentalmente e das respetivas TLL encontram-
se apresentadas na Tabela 4. A titulo de exemplo, apresenta-se na Figura 7 um diagrama de
fases de um SAB constituido por [Ch][Tricine] + PPG 400 + H>O com as TLs determinadas

experimentalmente.

Tabela 4 - Dados experimentais das TLs e TLLs dos SABs constituidos por 7-10 %
[Ch][GB]-LIs + 50 % PPG 400 + 40-43 % FPSA a 25 °C. As composigdes iniciais das
misturas sdo representadas por [PPG]m e [LI]m, enquanto que [PPGJerc € [PPG]Li
representam a fracdo massica de PPG 400 nas fases maioritariamente constituida por PPG
400 e LI, respetivamente; e [LI]ui e [LI]rrc representam a fracdo massica de LI nas fases
maioritariamente constituida por LI e PPG, respetivamente.

Fracgdes massicas (%) TLL
[PPG]erc [PPG]u [PPG]m [L1]m [L1]w [L1]rrc €)

SAB

[Ch][TES] +
2934+ 67,02+ 4987+ 8,58 + 4,15+ 13,88+ 39,05+

PPG 400 +
0,16 0,39 0,00 0,01 0,05 0,08 0,09
FPSA
[Ch][MES] +
67,94+ 29,01+ 4949+ 10,27+ 1643+ 4,79+ 40,64+
PPG 400 +
2,13 1,47 0,02 0,00 0,77 0,33 0,50
FPSA
[Ch][Tricine]
72,72+ 2742+ 4980+ 732+ 11,75+ 278+ 46,19+
+ PPG 400 +
0,39 1,53 0,18 0,24 0,66 0,03 2,02
FPSA
[Ch][HEPES]
20,92+ 5935+ 49,75 804+ 497+ 1727+ 4035%
+ PPG 400 +
0,68 0,92 0,29 0,03 0,14 0,46 0,13
FPSA
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Figura 7 - Diagrama de fases do SAB constituido por [Ch][Tricine] + PPG 400 + HO:
ajuste dos dados experimentais da curva binodal através da equacdo 1 (—), dados
experimentais da curva binodal (=) [89] e dados experimentais das TLs (A).

Apds a separacdo das fases coexistentes, as mesmas foram analisadas por SE-HPLC
para inferir sobre a concentracdo das proteinas em cada fase, permitindo a determinagdo do
coeficiente de particdo (Kigv), da eficiéncia de extracdo (EEigy (%)), da pureza (Purezaigy
(%)) e do rendimento (Rendimentoigy (%)) da IgY. Por SE-HPLC, as proteinas de maior
peso molecular surgem com um tempo de reten¢do menor do que as proteinas de menor peso
molecular. O cromatograma da FPSA apresenta 5 picos, tal como se apresenta na Figura 8.
O primeiro pico que surge corresponde a IgY, uma vez que se trata da proteina com maior
peso molecular (180 kDa), com um tempo de retencdo de 15 minutos. As proteinas a-livetina
e B-livetina surgem apoés a 1gY, sendo que a a-livetina apresenta um peso molecular de 70
kDa e a B-livetina apresenta um peso molecular de 45 kDa. Assim sendo, é possivel
identificar o segundo pico como correspondente a a-livetina (com um tempo de retencédo de
17 minutos) e o terceiro pico como correspondente a B-livetina (com um tempo de retencéo
de 18 minutos). Sabe-se ainda que a proporgao entre a IgY, a-livetina e B-livetina na gema
do ovo é de 3:2:5 [94], o que corrobora a intensidade dos picos observada no cromatograma
da FPSA (Figura 8). Relativamente ao quarto e ao quinto pico néo existe informacao para a
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identificacdo das proteinas, deste modo a andlise basear-se-4 nas trés proteinas mais
significativas da FPSA (familia das livetinas). A titulo de exemplo do perfil cromatogréafico
das fases dos SABs, apresentam-se também na Figura 8 os cromatogramas relativos as fases
superior e inferior dos SABs constituidos por 8,5 % de [Ch][TES], 50 % de PPG 400 e 41,5
% de FPSA. A andlise da amostra sem proteinas permitiu confirmar que o pico do
cromatograma aos 25 minutos de retencdo que ndo surge no cromatograma da FPSA
corresponde a polimero e LI, uma vez que na auséncia de proteinas os picos surgem de modo

idéntico.

0,0001

0,00008
lgY B-livetina
0,00006 L
a-livetina

0,00004

Absorvancia (280 nm)

0,00002

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Tempo (minutos)

Figura 8 - Cromatogramas resultantes da analise por SE-HPLC (absorvancia a 280 nm em
funcdo do tempo em minutos) da FPSA e das fases dos SABs constituidos por 8,5 %
[Ch][TES] + 50 % PPG 400 + 41,5 % FPSA: fase superior (=), fase inferior (—) e FPSA
inicial (==), com a identificacdo das trés principais proteinas presentes na FPSA: IgY aos 15
minutos, a-livetina aos 17 minutos e B-livetina aos 18 minutos.

Pela andlise da Figura 8 e como os cromatogramas dos SABs constituidos pelos
outros [Ch][GB]-LIs apresentam um perfil cromatografico semelhante, constata-se que as
fases inferiores dos SABs (constituidas maioritariamente por LI) apresentam uma maior
quantidade de IgY relativamente as fases superiores. Desta forma, focar-nos-emos na fase
inferior dos sistemas para avaliar o processo de purificagdo da IgY, uma vez que os fatores

de pureza nas duas fases eram equiparaveis. Os Kigy, as EEigy (%), as Purezaigy (%) e 0s
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Rendimentoigy (%) da IgY obtidos através dos SABs constituidos por 7-10% [Ch][GB]-LIs
+ 50 % PPG 400 + 40-43 % FPSA encontram-se descritos na Tabela 5.

Tabela 5 - Coeficiente de particdo (Kigy), eficiéncia de extracdo (EE.v(%)), pureza
(Purezaigy (%)) e rendimento (Rendimentoigy (%)) da IgY nas fases inferiores dos SABs
constituidos por 7-10 % [Ch][GB]-LIs + 50 % PPG 400 + 40-43 % FPSA a 25 °C.

Purezaigy (%) | Rendimentoigy (%)
SAB L L Kigy EEigy (%)
na fase inferior na fase inferior

8,5 % [Ch][TES]
+50 % PPG 400 + 26,00 £ 0,61 77,78 +£11,89 12,05+4,86 91,11 +3,32
41,5 % FPSA
10 % [Ch][MES]
+50% PPG 400 + 26,76 + 1,50 73,99 4,38 2,78+ 1,64 67,43+14,16
40 % FPSA
7 % [Ch][Tricine]
+50 % PPG 400 + 27,16 +0,66 80,40 £ 11,07 9,23+£0,21 90,23 £0,20
43 % FPSA
8 % [Ch][HEPES]
+50% PPG 400+ 35,60 +2,64 73,29 £8,72 791+0,21 88,77 +£0,27
42 % FPSA

O facto de ocorrer uma migracao preferencial da IgY para a fase inferior dos SABs
(maioritariamente constituida por L1) reflete-se nos valores satisfatorios de EEigy (67 - 91%).
Os [Ch][GB]-LIs possuem varios grupos hidroxilo que favorecem a formacéo de pontes de
hidrogénio com as moléculas de &gua, conferindo-lhes um elevado caracter hidrofilico.
Também a IgY presente na FPSA apresenta uma natureza hidrofilica. O PPG 400 apresenta
um caracter mais hidrofdbico relativamente aos LlIs, dai que a IgY apresente uma maior
afinidade com os LlIs. Verifica-se que os rendimentos da IgY na fase inferior se encontram
entre 74-80 %. Uma vez que o rendimento da IgY nas fases inferiores dos sistemas &
satisfatorio, seria desejavel obter-se um elevado grau de pureza nessas fases. Contudo, 0s
fatores de pureza obtidos ndo sdo 0s necessarios para utilizar a IgY como biofarmaco, uma

vez que ndo ultrapassam os 36 %.
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Segundo Taha et al. [89], para os mesmos pontos de mistura estudados, obtém-se
melhores resultados com a utilizagdo de [Ch][Tricine] (EEigy = 94 % e Kigy = 18), seguido
do [Ch][HEPES] (EEigy = 93 % e Kigy = 14), [Ch][TES] (EEigy = 83% e Kigy = 5) e
[Ch][MES] (EEigy = 79 % e Kigy = 4). As eficiéncias de extracdo (EEigy (%)) obtidas na
literatura sdo de 79 — 94 % [89], enquanto que as EE gy (%) obtidas neste trabalho variaram
entre os 67 — 91 %. Relativamente aos coeficientes de particdo (Kigy) que neste trabalho
variaram entre os 2 — 12, na literatura [89] variam entre os 4 — 18. De salientar que na
literatura [89], a quantificacdo foi realizada para as proteinas totais no sistema, e neste
trabalho estes valores correspondem apenas a IgY.

O objetivo da utilizagdo de SABs no ambito da purificacédo da IgY seria a recuperacao
seletiva do anticorpo numa das fases e a recuperacdo das proteinas contaminantes na fase
oposta. E notdrio que grande parte das proteinas contaminantes neste processo se tratam da
a- ¢ B-livetina. Estas proteinas pertencem a mesma familia da IgY e apresentam propriedades
fisico-quimicas semelhantes, nomeadamente a hidrofilicidade, o que dificulta a particdo
seletiva das proteinas entre as fases. Tendo em conta que ndo ocorre uma particao ideal para
estes pontos de mistura, os resultados mais satisfatorios ocorrem com a utilizacdo de 8,5 %
de [Ch][TES] e 7 % de [Ch][Tricine], uma vez que se obtém valores de Kigy, EEigy (%) e de
rendimento na fase de LI mais elevados. Nas extracOes seguintes o LI utilizado para
optimizar os resultados foi o [Ch][TES]. Dos quatro Lls estudados, a utilizacdo de
[Ch][MES] esta associada aos piores resultados, o que corrobora os resultados do estudo de
Taha et al. [89] e 0 que pode ser explicado pelo facto de ser o LI menos hidrofilico [88].
Relativamente ao grau de pureza, a utilizacdo de [Ch][HEPES] permite a obtencéo da IgY
na fase inferior com um menor teor de proteinas contaminantes. Contudo, 0s sistemas
constituidos por [Ch][HEPES] necessitam de um maior periodo de tempo para que ocorra a
completa separacdo das fases, além de que o grau de pureza obtido nédo é ainda o necessario
para que a IgY possa ser utilizado como um biofarmaco.

Segundo a analise por HPLC, a concentragio média de IgY na FPSA é de 9,1 x 1072
mg/mL. A média da concentracdo de IgY recuperada na fase inferior é da mesma ordem de
grandeza da concentracdo de IgY adicionada, explicando os valores satisfatorios de
rendimentoigy obtidos (73 — 80 %). Os métodos cromatograficos de purificacdo da IgY
obtém rendimentos na ordem dos 1,2 mg/mL por ovo [65] e 9,8 mg/mL por ovo [81],

enquanto que na metodologia desenvolvida neste trabalho a partir de 1,2 g de FPSA
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adicionada ao sistema permite atingir uma concentragcéo de IgY de 0,06 mg/mL, o que

corresponde a 4 mg/mL por ovo.

3.1.2.2. SDS-PAGE

Ap0s a purificacdo da IgY através de SABs constituidos por 7-10 % de [Ch][GB]-
LIs + 50 % PPG 400 + 40-43 % FPSA, avaliou-se o perfil proteico das fases resultantes. A
IgY em condicGes redutoras desnatura, pela quebra de pontes dissulfureto, ocorrendo
consequentemente a separacdo da cadeia pesada (com cerca de 65 kDa) da cadeia leve (com
cerca de 25 kDa). Em condicGes semi-nativas a IgY apresenta o peso molecular de 180 kDa,
tal como se verifica nos resultados do SDS-PAGE realizado apds a purificacdo da IgY
através dos SABs (Figura 9).

@ (0 (@ @ @& @O @ h O O

lgY

B-livetina

Figura 9 - SDS-PAGE em condigdes semi-nativas corado com azul de Coomassie, realizado
apos a purificacdo da IgY com SABs constituidos por 7-10 % [Ch][GB]-LIs + 50 % PPG
400 + 40-43 % FPSA.

Poco (a) — Marcador de peso molecular

Poco (b) — FPSA

Poco (c) — Fase inferior do SAB constituido por 8 % [Ch][HEPES] + 50% PPG 400 + 42 %
FPSA

Pocos (d) e (e) — Fase inferior e superior do SAB constituido por 8,5 % [Ch][TES] + 50 %
PPG 400 + 41,5 % FPSA, respetivamente

Pocos () e (g) — Fase inferior e superior do SAB constituido por 10 % [Ch][MES] + 50 %
PPG + 40 % FPSA, respetivamente

Pocos (h) e (i) — Fase inferior e superior do SAB constituido por 7 % [Ch][Tricine] + 50 %
PPG 400 + 43 % FPSA, respetivamente

Poco (j) — Fase superior do SAB constituido por 8 % [Ch][HEPES] + 50% PPG 400 + 42 %
FPSA
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Pela analise do perfil proteico obtido (Figura 9), confirma-se que a FPSA (poco (b))
contém 1gY, a-livetina (albumina sérica das aves) por volta dos 70 kDa e B-livetina (o2-
glicoproteina) que se verifica aos 45 kDa, entre outras proteinas menos abundantes. Os
resultados do SDS-PAGE evidenciam ainda que todas as fases inferiores dos SABs (po¢os
(c, d, f, h)), maioritariamente constituidas por LI, contém IgY e a- e B-livetina, ocorrendo
ainda uma diminui¢&o no teor de algumas proteinas contaminantes com um peso molecular
compreendido entre os 60-75 kDa. O facto de a IgY migrar preferencialmente para a fase
inferior dos SABs, juntamente com a a- e B-livetina justifica os baixos fatores de pureza
obtidos. Verifica-se ainda que as fases superiores dos SABs predominantemente constituidas
por PPG 400 (pocos (e,q,i,])) encontram-se isentas de proteinas ou as proteinas existem numa
concentracdo reduzida, confirmando a elevada afinidade das proteinas com a fase de LI.
Relativamente ao teor de IgY, neste SDS-PAGE evidenciou-se uma perda do anticorpo na
fase inferior do SAB constituido por [Ch][HEPES] (fase maioritariamente constituida por
LI, poco (c)) em relacdo aos outros SABs. Esta observacdo poderd ser explicada pelos
valores de pH verificados nos SABs constituidos por [Ch][HEPES], PPG 400 e FPSA. O pH
é um fator importante nos processos de extracao e purificacdo e pode também influenciar a
estabilidade da 1gY. E de particular importancia a determinagdo do pH da fase inferior dos
sistemas, constituida maioritariamente pelos [Ch][GB]-LIs, uma vez que os GBs asseguram
0 controlo do pH. Os valores de pH determinados nas fases superior e inferior dos SABs

estudados encontram-se na Tabela 6.

Tabela 6 - Valores de pH das fases dos SABs constituidos por 7-10 % [Ch][GB]-LIs + 50
% PPG 400 + 40-43 % FPSA.

pKaz do pH na fase pH na fase rica
pKadoGBa | pKa2do GB )
[Ch][GB]-LI [Ch][GB] a ricaem LI em PPG 400
20 °C [90] a 25 °C [89] S ]

25°C [89] (Fase inferior) | (Fase superior)
[Ch][MES] 6,15 6,12 6,01 8,19 8,11
[Ch][TES] 7,50 7,30 7,26 8,02 8,05
[Ch][Tricine] 8,15 8,08 7,17 8,77 8,75
[Ch][HEPES] 7,55 7,35 7,87 7,07 7,15

As extracOes foram realizadas em meio alcalino, nomeadamente a pH 7,1 - 8,8. Uma

vez que os valores de pH séo superiores ao pl da IgY (5,7 - 7,6), 0 anticorpo encontra-se
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carregado negativamente. No entanto, verifica-se que os valores de pH nas fases dos SABs
constituidos por [Ch][HEPES] se encontram na regido do pl da IgY, consequentemente
podera ocorrer precipitacdo do anticorpo nestes sistemas. Contudo, macroscopicamente nao
se verificou precipitacio de proteinas nos SABs constituidos por [Ch][HEPES]. E ainda de
referir que as proteinas com carga negativa a sua superficie tendem a apresentar uma maior
afinidade com as fases de LIs devido a interacdo entre os residuos da proteina carregados

negativamente e o catido colinio dos LIs [95].

3.1.3. Purificacdo da IgY variando a concentragdo de [Ch][TES]

Uma vez que se obtiveram resultados satisfatérios com a utilizacdo de [Ch][TES],
procedeu-se a definicdo de novos pontos de mistura ao longo da regido bifasica para otimizar
os resultados com a utilizacdo de SABs constituidos por este LI e avaliar se a variacdo da
fracdo méssica do LI podera influenciar os resultados (Figura 10).

80

~
o

Regido Bifasica

(o2}
o

a1
o

w
o

Regido Monofasica

N
o

[PPG 400] / fracdo massica %
I
o

[EY
o

0 5 10 15 20 25
[ChTES] / fracdo massica %

Figura 10 - Diagrama de fases identificando os pontos de mistura a estudar (¢),
nomeadamente a 10-20 % [Ch][TES], 50 % PPG 400 e 30-40 % FPSA.

Os dados experimentais das TLs determinadas experimentalmente e as respetivas
TLLs encontram-se na Tabela 7.
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Tabela 7 - Dados experimentais das TLs e TLLs dos SABs constituidos por [Ch][TES] +
PPG 400 a 25 °C. As composig0es iniciais das misturas séo representadas por [PPG]me [LI]m,
enquanto que [PPG]erc € [PPG]u representam a fracdo maéssica de PPG 400 na fase
maioritariamente constituida por PPG 400 e LI, respetivamente; e [LIJu e [Ll]rrc
representam a fracdo massica de LI na fase maioritariamente constituida por LI e PPG,
respetivamente.

Fracdes massicas (%)

[PPGlerc  [PPG]u  [PPG]m [LITm [L1]w [L|]pp(3

[Ch][TES] 10 %
+ PPG 400 50 %
+ FPSA 40 %
[Ch][TES] 12 %
+ PPG 400 50 %
+ FPSA 38 %
[Ch][TES] 14 %
+ PPG 400 50 %
+ FPSA 36 %
[Ch][TES] 16 %
+ PPG 400 50 %
+ FPSA 34 %
[Ch][TES] 18 %
+ PPG 400 50 %
+ FPSA 32 %
[Ch][TES] 20 %
+ PPG 400 50 %
+ FPSA 30 %

20,63+ 72,13+ 49,67+ 1027+ 356+ 1914+ 53,83%
2,32 3,36 0,02 0,07 0,37 1,68 0,61

82,04+ 1789+ 4972+ 1195+ 21,18+ 260* 66,80+
2,16 0,78 0,09 0,02 0,64 0,18 1,21

8265+ 1214+ 4960+ 1391+ 2682+ 255+ 7457+
0,27 1,09 0,44 0,23 1,26 0,02 1,17

89,76+ 948+ 4994+ 1595+ 3022+ 203+ 8512+
3,76 1,08 0,03 0,03 1,51 0,25 2,12

9056+ 651+ 49,76+ 1794+ 3488+ 196+ 90,26=*
0,12 0,21 0,22 0,04 0,40 0,01 0,23

90,57+ 396+ 4965+ 20,13+ 4042+ 197+ 9477+
1,78 0,17 0,08 0,22 0,45 0,12 1,34

Apo6s a analise das fases dos SABs por HPLC, determinou-se o grau de pureza,

rendimento, Kigy e EEigy (%) das mesmas (Tabela 8).
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Tabela 8 - Coeficiente de particdo (Kigy), eficiéncia de extracdo (EE.v (%)), pureza
(Purezaigy (%)) e rendimento (Rendimentoigy (%)) da IgY nas fases inferiores dos SABs
constituidos por 10-20 % [Ch][TES] + 50 % PPG 400 + 30-40 % FPSA a 25 °C.

SAB

Purezaigy (%0)

na fase inferior

Rendimentogy (%0)
na fase inferior

Kigy

EEigy (%0)

[Ch][TES] 10 %
+ PPG 400 50 %
+ FPSA 40 %
[Ch][TES] 12 %
+ PPG 400 50 %
+ FPSA 38 %
[Ch][TES] 14 %
+ PPG 400 50 %
+ FPSA 36 %
[Ch][TES] 16 %
+ PPG 400 50 %
+ FPSA 34 %
[Ch][TES] 18 %
+ PPG 400 50 %
+ FPSA 32 %
[Ch][TES] 20 %
+ PPG 400 50 %
+ FPSA 30 %

34,99 +1,18

24,48 + 0,46

24,14 + 0,24

32,39+ 1,20

32,34+ 0,99

28,38 + 3,02

93,59 + 4,94

74,79 + 13,22

66,73 + 0,56

89,05 + 2,35

95,36 + 4,43

92,54 + 3,39

6,72 + 3,68

14,78 + 8,82

3,18 +0,21

4,15+ 1,87

4,70 +1,05

5,78 + 2,77

85,41 + 6,90

90,78 £ 5,15

76,07 £ 1,20

79,21 + 7,56

82,15 + 3,30

83,91 + 6,58

Evidencia-se novamente a elevada afinidade da IgY com as fases de LI, uma vez que

as EE gy variaram entre 0s 76 — 91 % e os Kigy variaram entre 3 — 15. Os rendimentos da IgY

obtidos nas fases inferiores variaram entre 67 — 95 %, sendo superiores nos SABs

constituidos por 10, 16, 18 e 20 % de [Ch][TES]. O grau de pureza continua insuficiente,

uma vez que ndo ultrapassa os 35 %. Foi ainda realizado SDS-PAGE das fases resultantes
dos SABs constituidos por 10-20 % [Ch][TES], 50 % PPG 400 e 30-40 % FPSA, cujos

resultados se encontram na Figura 11.
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Figura 11 - SDS-PAGE em condigdes semi-nativas corado com azul de Coomassie,
realizado apos a purificacdo da IgY com SABs constituidos por 10-20 % [Ch][TES] + 50 %
PPG 400 + 30-40 % FPSA.

Poco (a) — Marcador de peso molecular

Poco (b) — FPSA

Pocos (c) e (d) — Fases superior e inferior do SAB constituido por 10 % [Ch][TES] + 50%
PPG 400 + 40% FPSA, respetivamente

Pocos (e) e (f) — Fases superior e inferior do SAB constituido por 12 % [Ch][TES] + 50 %
PPG 400 + 38 % FPSA, respetivamente

Pocos (g) e (h) — Fases superior e inferior do SAB constituido por 14 % [Ch][TES] + 50 %
PPG + 36 % FPSA, respetivamente

Pocos (i) e (j) — Fases superior e inferior do SAB constituido por 16 % [Ch][TES] + 50 %
PPG 400 + 34 % FPSA, respetivamente

Pocos (k) e (1) — Fases superior e inferior do SAB constituido por 18 % [Ch][TES] + 50 %
PPG + 32 % FPSA, respetivamente

Pocos (m) e (n) — Fases superior e inferior do SAB constituido por 20 % [Ch][TES] + 50 %
PPG 400 + 30 % FPSA, respetivamente

Mais uma vez se confirma a elevada afinidade das proteinas para a fase de LI, uma
vez que a quantidade de proteina obtida nas fases superiores dos SABs (constituidas
maioritariamente por PPG 400) ndo foi detetdvel quando corada com azul de Coomassie.
Conclui-se assim que a variacao da fracdo massica de [Ch][TES] ndo permite aumentar o
grau de pureza, uma vez que a IgY e as proteinas contaminantes continuam a encontrar-se

na mesma fase.
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3.1.4. Purificacdo da IgY variando a concentracdo de [Ch][TES] e PPG 400

Definiram-se novos pontos de mistura na regido bifasica de modo a otimizar o
processo e verificar se a varia¢do da fragdo massica de PPG 400 quando a fraccdo massica
de [Ch][TES] se encontra definida a 10 e 16 % poderia contribuir para melhorar os resultados
(Figura 12).
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Figura 12 - Diagrama de fases identificando os pontos de mistura a estudar (¢),
nomeadamente a 10 e 16 % [Ch][TES] + 30-45 % PPG 400 + 39-54 % FPSA.

Os dados experimentais das TLs determinadas experimentalmente e as respetivas

TLLs encontram-se na Tabela 9.
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Tabela 9 - Dados experimentais das TLs e TLLs dos SABs constituidos por [Ch][TES] +
PPG 400 a 25 °C. As composig0es iniciais das misturas séo representadas por [PPG]me [LI]m,
enquanto que [PPG]erc € [PPG]u representam a fracdo maéssica de PPG 400 na fase
maioritariamente constituida por PPG 400 e LI, respetivamente; e [LIJu e [Ll]rrc
representam a fracdo massica de LI na fase maioritariamente constituida por LI e PPG,
respetivamente.

Fracdes massicas (%)

[PPGlerc  [PPG]u [PPG]m [LI]m [L1u [Ll]ppG

[Ch][TES] 10 %
+ PPG 400 45 %
+ FPSA 45 %
[Ch][TES] 10 %
+ PPG 400 40 %
+ FPSA 50 %
[Ch][TES] 16 %
+ PPG 400 45 %
+ FPSA 39 %
[Ch][TES] 16 %
+ PPG 400 40 %
+ FPSA 44 %
[Ch][TES] 16 %
+ PPG 400 35 %
+ FPSA 49 %
[Ch][TES] 16 %
+ PPG 400 30 %
+ FPSA 54 %

74,16 + 3158+ 4461+ 993+ 1284+ 333+ 43,63%
0,78 0,05 0,01 0,01 0,02 0,08 0,71

58,12+ 3506+ 39,89+ 1017+ 1141+ 547+ 2381+
0,63 0,52 0,15 0,11 0,20 0,11 1,19

88,79+ 1259+ 4504+ 1596+ 26,29+ 209+ 79,96+
2,45 0,69 0,08 0,03 0,77 0,17 1,50

8798+ 16,05+ 39,89+ 1593+ 2277+ 215+ 7484+
2,53 0,08 0,18 0,10 0,07 0,18 2,39

90,03+ 19,63+ 34,83+ 1592+ 1980+ 204+ 72,62+
6,90 0,80 0,07 0,06 0,60 0,46 5,87

8521+ 21,77+ 2992+ 1619+ 1825+ 236+ 6541+
4,56 0,36 0,01 0,03 0,24 0,35 4,10

Apo6s a andlise das fases dos SABs por HPLC, determinou-se 0 Kigy, EEigy (%),
Purezaigy (%) e Rendimentoigy (%) da 1gY (Tabela 10).
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Tabela 10 - Coeficiente de particdo (Kigy), eficiéncia de extracdo (EE.v (%)), pureza
(Purezaigy (%)) e rendimento (Rendimentoigy (%)) da IgY nas fases inferiores dos SABs
constituidos por 10 e 16 % [Ch][TES] + 30-45 % PPG 400 + 39-54 % FPSA a 25 °C.

SAB

Purezaigy (%0)

na fase inferior

Rendimentogy (%0)

na fase inferior

KIgY

EEigy (%0)

[Ch][TES] 10 %
+ PPG 400 45 %
+ FPSA 45 %
[Ch][TES] 10 %
+ PPG 400 40 %
+ FPSA 50 %
[Ch][TES] 16 %
+ PPG 400 45 %
+ FPSA 39 %
[Ch][TES] 16 %
+ PPG 400 40 %
+ FPSA 44 %
[Ch][TES] 16 %
+ PPG 400 35 %
+ FPSA 49 %
[Ch][TES] 16 %
+ PPG 400 30 %
+ FPSA 54 %

43,52 +1,92

36,10 £ 9,27

43,65+ 1,79

43,07 +£1,36

42,92 +1,33

25,79 + 2,46

78,47 + 0,44

67,15+ 9,78

84,68 + 5,63

77,99 + 11,49

80,40 + 9,25

54,77 £ 8,74

7,59 + 2,08

7,76 £ 3,21

10,09 + 0,39

14,37 +£ 10,16

11,01 + 4,23

6,81 + 3,59

87,64 + 2,99

85,54 +1,34

90,97 + 0,31

91,67 + 5,50

91,12 + 3,13

85,68 + 6,58

Mais uma vez se confirma a elevada afinidade das proteinas para a fase de LI, uma

vez que se obtém valores de EEgv (%) entre 86 — 92 % e 0s Kigy encontraram-se entre 7 —

14. O rendimento da IgY nas fases inferiores variou entre 55 — 85 %, ocorrendo ainda um

aumento do grau de pureza nas fases inferiores que atinge os 44%. Foi ainda realizado SDS-
PAGE das fases resultantes dos SABs constituidos por 10 e 16 % [Ch][TES] + 30-45 % PPG

400 + 39-54 % FPSA, cujos resultados se encontram na Figura 13.

50




(@ 0) @@ & O @M © 6 @ 6 6mm

i

225 kDa —
150 kDa —

102 kDa -
76 kDa —

52 kDa —

38 kDa —
31 kDa -

24 kDa —

Figura 13 - SDS-PAGE em condigdes semi-nativas corado com azul de Coomassie,
realizado ap0s a purificacdo da IgY com SABs constituidos por 10 e 16 % [Ch][TES] + 30-
45 % PPG 400 + 39-54 % FPSA

Poco (a) — Marcador de peso molecular

Poco (b) — FPSA

Pocos (c) e (d) — Fases superior e inferior do SAB constituido por 10 % [Ch][TES] + 45 %
PPG 400 + 45 % FPSA, respetivamente

Pocos (e) e (f) — Fases superior e inferior do SAB constituido por 10 % [Ch][TES] + 40 %
PPG 400 + 50 % FPSA, respetivamente

Pocos (g) e (h) — Fases superior e inferior do SAB constituido por 16 % [Ch][TES] + 45 %
PPG + 39 % FPSA, respetivamente

Pocos (i) e (j) — Fases superior e inferior do SAB constituido por 16 % [Ch][TES] + 40 %
PPG 400 + 44 % FPSA, respetivamente

Pocos (k) e (1) — Fases superior e inferior do SAB constituido por 16 % [Ch][TES] + 35 %
PPG + 49 % FPSA, respetivamente

Pocos (m) e (n) — Fases superior e inferior do SAB constituido por 16 % [Ch][TES] + 30 %
PPG 400 + 54 % FPSA, respetivamente

Verificou-se que a variagdo da fracdo méssica de [Ch][TES] e a diminuicéo da fracao
massica de PPG 400 permitiu que ocorresse um aumento do teor de proteinas contaminantes
nas fases superiores dos SABs (pocos (c), (e), (i), (k) e (m)), aumentando assim o grau de
pureza nas fases inferiores. Ocorreu também uma perda de 1gY para a fase superior, contudo
é visivel que o teor de IgY continua a ser superior nas fases inferiores dos SABs
(maioritariamente constituidas por LI). Neste SDS-PAGE verificou-se ainda que a fase
superior do SAB constituido por 16 % [Ch][TES], 45 % PPG e 39 % FPSA (poco (g)) ndo
apresentou um teor significativo de proteinas. Assim sendo, a fase inferior deste SAB sera
constituida por um maior teor em IgY, contudo retém-se também as proteinas contaminantes
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nesta fase.

Em suma, verificou-se que para qualquer dos pontos de mistura estudados, a IgY
encontra-se maioritariamente na fase inferior dos SABs, uma vez que possui uma maior
afinidade com os Lls hidrofilicos. No entanto, a a- e B-livetina apresentam um grau de
hidrofilicidade semelhante ao da IgY e deste modo encontram-se também maioritariamente
presentes na fase inferior dos SABs, impossibilitando a obtencdo de elevados fatores de
pureza. Dos pontos de mistura estudados inicialmente (7-10 % [Ch][GB]-LIs, 50 % PPG
400 e 40-43 % FPSA), verificou-se que os melhores resultados decorriam da utilizagéo de
[Ch][TES] e [Ch][Tricine]. Com a utilizag&o destes LIs obtiveram-se rendimentos de IgY na
ordem dos 80 % com eficiéncias de extracdo de cerca de 90 %, embora os fatores de pureza
sejam insuficientes (27 %). Posteriormente, definiram-se novos pontos de mistura ao longo
da regido bifésica do diagrama de fases do [Ch][TES] (10-20 % [Ch][TES], 50 % PPG 400
e 30-40 % FPSA) para avaliar a importancia da variacdo da fracdo méassica de LI. Com esta
abordagem, o rendimento de IgY variou entre 67 - 95 % e pureza ndo ultrapassou 0s 35 %.
Procedeu-se entdo a definicdo de novos pontos de mistura em que se variasse a fracdo
massica de [Ch][TES] e PPG 400 ao longo da regido bifasica (10 e 16 % [Ch][TES], 30 —
45 % PPG 400 e 39 — 54 % FPSA). Com esta abordagem, atingiram-se 0s 44% de pureza,
obtendo-se ainda rendimentos de IgY entre 55 — 85 %, sendo que os valores de eficiéncia de
extracdo variaram entre 86 — 92 %. Os resultados de SDS-PAGE para as fases resultantes
destes SABs revelam um aumento de o- e B-livetina na fase superior dos sistemas,
explicando assim o0 aumento dos fatores de pureza nas fases inferiores. Conclui-se que dos
pontos de mistura estudados, o mais promissor no ambito na purificacdo da IgY é constituido
por 16 % [Ch][TES], 45 % PPG 400 e 39 % FPSA, obtendo-se um rendimento de IgY na
fase inferior de 85 % com 44 % de pureza. E entfo evidente que o grau de pureza obtido
neste processo € insuficiente para que a IgY possa ser utilizada como um biofarmaco, e a
presenga de o- e B-livetina poderdo afetar a capacidade imunol6gica do anticorpo. Também
0s processos intrinsecos a purificacdo de biomoléculas estdo muitas vezes associados a uma
perda de atividade e estabilidade de proteinas, pelo que se deve avaliar a atividade e

estabilidade da biomolécula ap0s o processo.
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3.2. Avaliacdo da atividade e estabilidade da IgY em solu¢des aquosas de polimeros,
saise LIs

Os anticorpos sdo agentes terapéuticos que se devem encontrar na sua conformacao
nativa, de forma a preservar a sua atividade. Para além de ser necessario manter a sua
estabilidade, os anticorpos devem apresentar um elevado grau de pureza para
desempenharem as suas funcdes (revisto em [5,60]). Assim sendo, é necesséria a avaliagdo
da atividade e estabilidade da IgY apds os processos de extracdo e purificacdo, neste caso
apos a utilizacdo de SABs. Os SABs sdo formados por combinac6es de polimeros, sais e
LIs; consequentemente, o estudo da atividade e estabilidade da IgY em solugfes com estes
constituintes permite inferir sobre os efeitos desta técnica na extracdo e purificacdo de
proteinas.

Para esta andlise realizaram-se diversas técnicas de modo a concluir se ocorre a
preservacao da estrutura secundaria e terciaria da IgY, bem como da sua reatividade em
solucBes aquosas de polimeros, sais e LIs. Os métodos de imunodetecdo (baseados na
interacdo antigénio-anticorpo), nomeadamente as técnicas de ELISA e Western Blot,
permitem avaliar indiretamente se um anticorpo se encontra biologicamente ativo e
funcional, caso reconheca o antigénio [53,54]. A monotorizagdo do comprimento de onda
correspondente ao maximo de absorcdo do anticorpo na regido dos 200-400 nm permite
inferir sobre possiveis alteracdes na estrutura terciaria da proteina [51,52]. Pode-se ainda
inferir sobre a estabilidade das proteinas através da sua estrutura secundaria, nomeadamente
através de técnicas baseadas na interacdo com luz polarizada, como o Dicroismo Circular
(DC). Desta forma, caso ocorram alteracfes na proteina que comprometam a sua estabilidade
conformacional e consequentemente a sua funcionalidade, os espectros obtidos nestes tipos
de analises serdo diferentes [50]. Nesta sec¢do, seguem-se 0s estudos da atividade e
estabilidade da IgY em solucGes de sais, polimeros e LIs recorrendo as técnicas mencionadas

acima.
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3.2.1. Western Blot da IgY em solucGes de polimeros
Realizou-se Western Blot para avaliar se a IgY em solugdes de polimeros preserva a

capacidade de reconhecer o anticorpo anti-1gY, cujos resultados se encontram na Figura 14.

@ ®) (© @ € O @ M) O

102 kDa - |

Figura 14 - Western Blot da IgY em soluc@es de polimeros, obtido a partir da transferéncia
das proteinas do gel de SDS-PAGE realizado em condi¢des desnaturantes.
Poco (a) — IgY 0,25 mg/mL em PEG 600 12,5 %

Poco (b) — IgY 0,25 mg/mL em PEG 600 7,5 %
Poco (c) — IgY 0,25 mg/mL em PEG 400 12,5 %
Poco (d) — IgY 0,25 mg/mL em PEG 400 7,5 %
Poco (e) — IgY 0,25 mg/mL em PEG 200 12,5 %
Poco (f) — IgY 0,25 mg/mL em PEG 200 7,5 %
Poco (g) — IgY 0,25 mg/mL em PPG 400 12,5 %
Poco (h) — IgY 0,25 mg/mL em PPG 400 7,5 %
Poco (i) — IgY pura 0,50 mg/mL

Verifica-se que a IgY preserva a sua atividade em solucGes de polimeros, uma vez
que as cadeias pesada e leve do anticorpo reconhecem o anti-lgY. E também visivel que o
anticorpo secundario tem a capacidade de ligacdo a B-livetina, o que podera ser explicado
pelo facto de o anticorpo ser do tipo policlonal e consequentemente é possivel ligar-se a
multiplos epitopos do antigénio. Em geral, ndo se verificam diferencas significativas na
intensidade da marcacao dependendo da concentragdo do polimero. No entanto, uma maior
concentra¢do de PEG 200 implicou o surgimento de uma banda a 100 kDa, que podera
resultar de processos de instabilidade da IgY, nomeadamente resultantes de interacGes
anticorpo-anticorpo. Em polimeros como o PPG 400 observa-se um maior arrastamento das
bandas, o que se verifica também nos resultados do SDS-PAGE realizado como controlo do

Western Blot (Figura 15).

54



@ (b) (c) (d

Figura 15 - SDS-PAGE em condicGes desnaturantes realizado com a IgY em varias solucfes
de polimeros para controlo do Western Blot.
Poco (a) — Marcador de peso molecular

Poco (b) — IgY pura 0,5 mg/mL

Poco (c) — IgY 0,25 mg/mL em PPG 400 7,5 %
Poco (d) — IgY 0,25 mg/mL em PPG 400 12,5 %
Poco (e) — IgY 0,25 mg/mL em PEG 200 7,5 %
Poco (f) — IgY 0,25 mg/mL em PEG 200 12,5 %
Poco (g) — IgY 0,25 mg/mL em PEG 400 7,5 %
Poco (h) — IgY 0,25 mg/mL em PEG 400 12,5 %
Poco (i) — IgY 0,25 mg/mL em PEG 600 7,5 %
Poco (j) — IgY 0,25 mg/mL em PEG 600 12,5 %

O efeito de um polimero numa proteina depende do tipo de polimero e da proteina
em questdo, mas também do seu peso molecular, concentracdo e volume de exclusdo. Os
polimeros de menor peso molecular sdo agentes com menor capacidade de precipitacdo de
proteinas do que os polimeros de maior peso molecular [96]. Os polimeros estudados
apresentam um peso molecular de 200-600 g.mol?, logo ndo se prevé um elevado poder
precipitante e podem ser considerados de caracter hidrofilico. Contudo, até mesmo o PEG
6000 apresentou um efeito negligivel na desnaturacdo de RNase e mioglobina [97]. As
diferencas estruturais entre 0 PEG e 0 PPG atribuem-se simplesmente ao facto de que o PPG

possui um grupo metilo adicional, logo é ligeiramente mais hidrofébico (Figura 16).

H )\+0H O
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Figura 16 - Estruturas quimicas do PPG (a esquerda) e do PEG (a direita).
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3.2.2. Western Blot da IgY em solucGes de sais
Realizou-se Western Blot para avaliar se a IgY em solucbes de sais preserva a

capacidade de reconhecer o anticorpo anti-1gY, cujos resultados se encontram na Figura 17.
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Figura 17 - Western Blot da IgY em solucdes de sais, obtido a partir da transferéncia das
proteinas do gel de SDS-PAGE realizado em condigdes desnaturantes.

Poco (a) — IgY 0,25 mg/mL em fosfato de sédio 2,5 %

Poco (b) — IgY 0,25 mg/mL em citrato de sédio 7,5 %

Poco (c) — IgY 0,25 mg/mL em citrato de sodio 2,5 %

Poco (d) — IgY 0,25 mg/mL em carbonato de sddio 2,5 %

Poco (e) — IgY 0,25 mg/mL em sulfato de so6dio 5 %

Poco (f) — IgY 0,25 mg/mL em sulfato de sédio 2,5 %

Poco (g) — IgY 0,25 mg/mL em cloreto de sodio 2,5 %

Poco (h) — IgY pura 0,50 mg/mL

Verifica-se que, em geral, a IgY em solucGes de sais também preserva a sua atividade.
No entanto, o carbonato de sddio afeta a atividade do anticorpo, ndo sendo possivel
reconhecer a cadeia leve da IgY na presenca deste sal. Os resultados do SDS-PAGE

demonstram a perda significativa do anticorpo na solucéo de carbonato de sodio (Figura 18).

56



@ () (¢ (d ) () (@ () ()

76 kDa —

52 kDa —

38 kDa -

24 kDa —
17 kDa -

Figura 18 - SDS-PAGE em condicdes desnaturantes realizado com a IgY em varias solucdes
de sais para controlo do Western Blot.

Poco (a) — Marcador de peso molecular

Poco (b) — IgY pura 0,5 mg/mL

Poco (c) — IgY 0,25 mg/mL em cloreto de sddio 2,5 %
Poco (d) — IgY 0,25 mg/mL em sulfato de sédio 2,5 %
Poco (e) — IgY 0,25 mg/mL em sulfato de sédio 5 %
Poco (f) — IgY 0,25 mg/mL em carbonato de sodio 2,5 %
Poco (g) — IgY 0,25 mg/mL em citrato de sédio 2,5 %
Poco (h) — IgY 0,25 mg/mL em citrato de sodio 7,5 %
Poco (i) — 1gY 0,25 mg/mL em fosfato de sédio 2,5 %

Os sais estudados tém em comum o catido selecionado (sodio) e diferentes anifes
(cloreto, sulfato, carbonato, citrato e fosfato) para testar o possivel efeito da série de
Hofmeister [98] na atividade do anticorpo. Ainda ndo se consegue interpretar
inequivocamente os efeitos da série de Hofmeister nas proteinas, uma vez que existe uma
interacdo complexa entre iGes, moléculas de &4gua e proteina (revisto em [99]). Os ibes dos
sais interagem com as moléculas de &gua, ocorrendo ainda uma interacdo direta com as
proteinas através de forgas eletrostaticas. A série de Hofmeister classifica os ies de acordo
com a propensdo para desencadear os efeitos de salting out ou salting in de proteinas, sendo
que o anido tem um efeito mais notorio na solubilidade das proteinas do que o catido, uma
vez que é mais polarizado e hidratavel [100]. Os ibes cosmotropicos sdo hidrataveis,
contrariamente aos ides caotropicos. De acordo com estudos testando a série de Hofmeister
[101,102], o cloreto de sddio seria o sal que proveria maior estabilidade, seguido do citrato
de sadio, fosfato de sodio, sulfato de sddio e carbonato de sodio. Segundo os resultados do

Western Blot (Figura 17), a atividade da IgY na solucdo de carbonato de sdédio ndo é
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preservada, uma vez que o carbonato se trata de um anido cosmotropico que estabelece
pontes de hidrogénio com a agua, diminuindo assim a solubilidade da proteina em solucéao

(salting-out).

3.2.3. Western Blot da IgY em solucGes de LIs
Realizou-se Western Blot para avaliar se a IgY em solucGes de LlIs preserva a

capacidade de reconhecer o anticorpo anti-1gY, cujos resultados se encontram na Figura 19.
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Figura 19 - Western Blot da IgY em solugdes de LIs, obtido a partir da transferéncia das
proteinas do gel de SDS-PAGE realizado em condicBes desnaturantes.
Poco (a) — 1gY 0,25 mg/mL em [Na444]Cl 12,5 %

Poco (b) — IgY 0,25 mg/mL em [Ch][Ac] 12,5 %

Poco (c) — IgY 0,25 mg/mL em [Csmim][CF3SOz3] 12,5 %

Poco (d) — IgY 0,25 mg/mL em [Csmim]CI 12,5 %

Poco (e) — IgY 0,25 mg/mL em [Ch][HEPES] 12,5 %

Poco (f) — IgY 0,25 mg/mL em [Ch][Tricine] 12,5 %

Poco (g) — IgY 0,25 mg/mL em [Ch][MES] 12,5 %

Poco (h) — IgY 0,25 mg/mL em [Ch][TES] 12,5 %

Poco (i) — IgY pura 0,5 mg/mL

Verifica-se que, em geral, a IgY em solucGes de LIs também preserva a sua atividade.
No entanto, a IgY na solucdo de [Nas4s]Cl ndo foi reconhecida pelo anticorpo secundario,
uma vez que o LI precipitou o tampao da amostra para a realizacdo de SDS-PAGE. A cadeia
leve do anticorpo indica-nos inequivocamente a presenca da IgY, uma vez que a cadeia
pesada apresenta um peso molecular semelhante ao de outras livetinas presentes na FPSA,
nomeadamente a a-livetina (70 kDa). Em geral, observa-se um ténue reconhecimento da
cadeia leve relativamente a cadeia pesada. Esta observacdo do ponto de vista biolégico

sugere perda de atividade desta cadeia e consequentemente podera ocorrer uma diminuigédo
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da eficacia da IgY quando utilizada como um biofarmaco. Nas solucdes de IgY em [Ch][Ac]
e [Ch][HEPES], verificou-se a presenca de sinal a um peso molecular elevado que podera
ser proveniente de processos de instabilidade, nomeadamente intera¢des anticorpo-anticorpo
(agregacdo) ou interacdes Ll-anticorpo. E possivel que os aminoacidos hidrofébicos do
anticorpo consigam interagir com os LIs, resultando na exclusdo de algumas moléculas de
agua na regido desses residuos que interagem com o LI. Por outro lado, geralmente as
moléculas hidrofilicas do anticorpo, ndo conseguem interagir com o LI [103]. A técnica de
Western Blot é bastante sensivel e, deste modo, o sinal inespecifico a um peso molecular

elevado néo foi observado quando corado o gel de SDS-PAGE com Coomassie (Figura 20).
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Figura 20 - SDS-PAGE em condicdes desnaturantes realizado com a IgY em varias solugdes
de LIs para controlo do Western Blot.

Poco (a) — Marcador de peso molecular

Poco (b) — IgY 0,5 mg/mL

Poco (c) — IgY 0,25 mg/mL em [Ch][TES] 12,5 %

Poco (d) — IgY 0,25 mg/mL em [Ch][MES] 12,5 %

Poco (e) — IgY 0,25 mg/mL em [Ch][Tricine] 12,5 %
Poco (f) — IgY 0,25 mg/mL em [Ch][HEPES] 12,5 %
Poco (g) — IgY 0,25 mg/mL em [Csmim]CI 12,5 %

Poco (h) — IgY 0,25 mg/mL em [Csmim][CF3SOz3] 12,5 %
Poco (i) — 1gY 0,25 mg/mL em [Ch][Ac] 12,5 %

Poco (j) — 1gY 0,25 mg/mL em [Na444]Cl 12,5 %

Os LlIs utilizados neste estudo sdo considerados hidrofilicos, pelo que pode ocorrer,
a determinadas concentragdes, uma dissociacao parcial ou total do LI em solugdes aquosas
e consequentemente alterar o pH da solucdo, contribuindo para que ocorra um decréscimo
na estabilidade do anticorpo [104]. Este facto podera explicar os sinais observados da IgY
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nas solugdes de [Ch][Ac] e [Ch][HEPES], uma vez que se tratam de LIs de carécter
hidrofilico. Contudo, ndo se observaram sinais inespecificos na IgY em soluc¢des de Lls de
caracter mais hidrofilico do que a [Ch][Ac] e [Ch][HEPES], como é o caso do [Csmim]CI.
Os LIs também seguem a série de Hofmeister, sendo que de entre os catides [Ch]" e
[Csmim]*, o [Camim]* é mais cosmotrdpico do que o colinio, e é até mais cosmotrépico do
que o Na* [105]. No entanto, apesar de o [Csmim]* ser um catido hidratavel e que poderia
diminuir a solubilidade da proteina em solucéo, nos resultados de Western Blot ndo surgem
sinais inespecificos da IgY na presenca deste catido e na literatura verifica-se que a
horseradish peroxidase retém mais de 90 % da sua atividade em SABs constituidos por
[Csmim]Cl [106]. De um modo geral, tem-se verificado na literatura que os catides
cosmotropicos e anides caotropicos estabilizam as enzimas, enquanto que catides
caotrépicos e anibes cosmotropicos destabilizam-nas (revisto em [99]). O [Ch][Ac] e
[Ch][HEPES] sdo constituidos por catiGes caotropicos e por anides cosmotropicos e
verificaram-se sinais inespecificos que poderdo resultar de processos de instabilidade da

proteina (Figura 4 e 21).
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Figura 21 - Representacdo das estruturas dos LIs [Csamim][CF3SOz], [Camim]Cl, [Ch][Ac]
e [Na4444]Cl.

3.2.4. ELISA

Utilizou-se a técnica de ELISA do tipo sanduiche como um método quantitativo de
avaliacdo da atividade da IgY nas solucdes estudadas. A partir da média dos valores de
absorvéancia a 450 nm dos padrdes construiu-se uma curva de calibracdo do tipo logaritmico
(Figura 22).
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y =0,7592 In(x) - 0,6121
R2 =0,9876

0 50 100 150 200
Concentrac6es dos padrdes (ng/mL)

Figura 22 - Curva de calibracdo ajustada aos valores de absorvancia a 450 nm em funcgéo
da concentracdo dos padroes (6,25 ng/mL, 12,5 ng/mL, 25 ng/mL, 50 ng/mL, 100 ng/mL,
200 ng/mL).

A quantificacdo da IgY nas amostras pode ser interpolada através da curva de
calibracdo construida a partir dos padrdes e permite inferir sobre a quantidade de anticorpo
reativo nas varias solucGes. Os valores de concentracdo da IgY reconhecida nas solucdes de

polimeros, sais e LIs encontram-se nas Figuras 23, 24 e 25, respetivamente.
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Figura 23 - Representacdo grafica dos valores de concentracdo de IgY reconhecida em
solucBes aquosas de polimeros.
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Figura 24 - Representacdo grafica dos valores de concentracdo de IgY reconhecida em

solugdes aquosas de sais.
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Figura 25 - Representacdo grafica dos valores de concentracdo de IgY reconhecida em

solugdes aquosas de Lls.



De um modo geral, a IgY surge com mais atividade nas solugdes aquosas de
polimeros, seguido dos sais e Lls. E ainda evidente que a atividade da IgY diminui com o
aumento da concentracdo de polimero ou LI. Contudo, a IgY na presenca de 10% de sulfato
de sodio € mais reconhecida do que na presenca de 5% de sulfato de sédio. Dos sais
estudados (Figura 24), destaca-se o carbonato de sdédio como aquele que afeta negativamente
a atividade da IgY, o que corrobora os resultados do Western Blot (Figura 17) e a tendéncia
da série de Hofmeister. Por outro lado, o sulfato de sddio € o sal que permite o maior
reconhecimento da IgY, seguindo-se o citrato de sddio, o cloreto de sodio e o fosfato de
sodio. Estes resultados ndo seguem totalmente a série de Hofmeister [101,102], que coloca
o cloreto de sddio como o sal mais estabilizante, seguido do citrato de sodio, fosfato de sddio,
sulfato de sodio. Relativamente aos polimeros (Figura 23), verifica-se que o PEG 600 é o
que permite uma maior preservacdo da atividade da IgY, quer quando comparado a outros
polimeros, quer quando comparado com as solucGes de sais ou Lls. Desta forma, pode
considerar-se que a utilizacdo de PEG 600 na utilizacdo de SABs de modo a purificar a IgY
é mais biocompativel quando comparada com o0s outros constituintes de SABs estudados.
Dentro da classe dos polimeros, o PPG 400 também apresenta uma boa capacidade de
preservacao da atividade da IgY, sendo que foi o polimero utilizado no ambito da purificacdo
da IgY neste trabalho. Seria expectavel que os polimeros de menor peso molecular
apresentassem um menor poder precipitante, logo um maior poder estabilizante sob as
proteinas. Contudo, o PEG 600 esteve associado a um maior reconhecimento da IgY,
seguido do PEG 200 e PEG 400, ndo se verificando um seguimento crescente de
reconhecimento da IgY consoante o peso molecular de PEG. Dos LIs estudados (Figura 25),
0 [Ch][HEPES] a 5% foi o que melhor permitiu a preservacgdo da atividade da IgY, seguido
do [Ch][MES] 5%, [Ch][TES] 5%, [Csmim]Cl 5%, [Ch][Ac] 5%, [Naus]Cl 5% e
[Ch][Tricine] 5%. Verifica-se assim que dos LIs estudados, os utilizados no ambito da
purificacdo apresentam uma preservacdo satisfatoria da atividade da IgY. Previamente ja se
tinha reportado que os Lls [Ch][HEPES], [Ch][MES], [Ch][TES] e [Ch][Tricine]
preservavam a estrutura da BSA [107]. Embora se tenham verificado sinais inespecificos a
elevados pesos moleculares para a [Ch][Ac] e [Ch][HEPES] nos resultados de Western Blot
(Figura 19), a atividade preserva-se; e em particular, no caso do [Ch][HEPES] é bastante
satisfatoria. Contatou-se ainda que um aumento da concentracao de [Na444]Cl conduz a uma

diminuicdo significativa do reconhecimento da IgY, sendo que se verificou 0 menor
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reconhecimento da I1gY em [Na444]Cl 25%, relativamente aos LIs estudados e tambem aos
polimeros e sais. Verifica-se ainda que a IgY em concentragdes crescentes de [Ch][MES]
ndo perde a sua atividade de modo tdo abrupto relativamente a outros LIs. Conclui-se assim
que os solventes ndo polares como os polimeros em solucéo aquosa, estdo associados a uma
maior preservacédo da atividade da IgY. Por outro lado, os solventes polares como os sais e
os LIs em solucdo aquosa estdo associados a uma menor preservacdo da atividade do

anticorpo.

3.2.5. Monotorizacdo do comprimento de onda correspondente & absorvancia méaxima das
solugdes
A monotorizacao do comprimento de onda maximo na regido dos 200-400 nm pode
permitir inferir sobre certos aspetos da estrutura terciaria da proteina, de acordo com 0s
residuos aromaticos (absorvem a 260-320 nm), as ligacOes peptidicas (absorvem a <240 nm)
e as ligacOes dissulfureto (absorvem a ~260 nm), que atuam como cromaéforos (revisto em
[51]). O anel aroméatico da fenilalanina absorve aos 260 nm, enquanto que o triptofano e a
tirosina absorvem na regido dos 280 nm [108]. Os fatores como o pH, temperatura, forca
i6nica, agentes desnaturantes, entre outros, enfraquecem as forcas intramoleculares
responsaveis pela conservagdo da estrutura terciaria da proteina, alterando a capacidade de
0s residuos aromaticos absorverem a 280 nm [52,108]
Os espectros na regido UV foram registados no comprimento de onda 200-400 nm
(Figuras 26-28), contudo registou-se um maximo de absorvancia no intervalo de
comprimento de onda 260-300 nm, cujo respetivo valor de comprimento de onda foi

monotorizado.
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Figura 26 - Espectro na regido 200-400 nm da IgY em vérias solucbes de polimeros: PPG
400 5% (=), PPG 400 15% (=), PPG 400 25% (-), PEG 200 5% (=), PEG 200 15% (=),
PEG 200 25% (=), PEG 400 5% (=), PEG 400 15% (-—), PEG 400 25% (-—), PEG 600
5% (=), PEG 600 15% (=) e PEG 600 25% (=).
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Figura 27 - Espectro na regido 200-400 nm da IgY em vérias solugfes de sais: cloreto de
s0dio 5% (=), sulfato de sddio 5% (==), sulfato de sédio 10% (), carbonato de sédio 5%
(—), citrato de s6dio 5% (=), citrato de sddio 15% (=) e fosfato de sddio 5% (—).
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Figura 28 - Espectros na regido 200-400 nm da IgY em varias solu¢des de LIs: [Ch][MES]
5% (=), [Ch][MES] 15% (=), [Ch][MES] 25% (~), [Ch][TES] 5% (-—), [Ch][TES] 15%
(=), [Ch][TES] 25% (==), [Ch][Tricine] 5% (==), [Ch][Tricine] 15% (==), [Ch][Tricine]
25% (~), [Ch][HEPES] 5% (==), [Ch][HEPES] 15% (==), [Ch][HEPES] 25% (~),
[Camim]CI 5% (=), [Camim]Cl 15% (==), [Camim]Cl 25% (=), [Csmim][CF3SOz] 5%
(=), [Camim][CF3SO3] 15% (=), [Camim][CF3SO3] 25% (), [Ch][Ac] 5% (- ), [Ch][Ac]
15% (—), [Ch][Ac] 25% (- ), [N4444]Cl 5% (~-), [N4444]Cl 15% (=) € [Na44]Cl 25% (==).

Verificou-se que a IgY em agua regista o seu valor maximo de absorvancia aos 277-
279 nm, considerando-se o valor de 278 nm para efeitos comparativos. Os resultados da
monotorizacdo do comprimento de onda correspondentes ao maximo de absor¢édo da IgY em

solucdes de polimeros, sais e LIs encontram-se na Tabela 11.
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Tabela 11 - Registo dos valores dos comprimentos de onda correspondentes ao maximo de
absorvancia no intervalo 260-300 nm da IgY nas soluc6es de polimeros, sais e LIs.

Mgy em agua = 278 nm
PO”mEfO % )\.ngempolimero (nm) Sal % )ungemsal (nm) LI % }\.ngele(nm)
5 277 NaCl |5 280 5| 274-279
PPG 400 | 15 272-275 Naso, | 5| 275278 [ChIIMES] (15| 270-275
25 275 24 o 275-279 25|  269-270
5 274-277 Na;COs 279-281 5| 274277
PEG 200 | 15 274-277 277-278 [Ch][TES] |15 274
Na3C6H507
25 273-277 15 277 25 269
5 274-278 Na;HPO, | 5 | 277-279 5| 273-280
PEG 400 [ 15 275-277 [Ch[Tricine] 5] 273274
25 273-277 25 274
5 274-278 5| 276-280
N 15 274-277 [ChIHEPES] I~ o179 282
25 263-275 25| 280-283
5| 275,278
[Csmim]CI
15| 274-275, 277
25 273
5| 273-279
[Camim][CF3SO3]
15| 273-275
25 274
5| 274-279
[Ch][Ac] 15| 274-278
25| 274-275
5| 273-275
[Naas]Cl 15| 274-278
25|  274-279

Relativamente ao comportamento da IgY nas vérias solucdes, verifica-se que a

proteina ndo altera significativamente o comprimento de onda correspondente ao maximo

de absor¢do na regido 260-300 nm. Desta forma, a IgY ndo deverd sofrer alteragdes

conformacionais significativas nas solucGes aquosas de polimeros, sais e LIs.
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3.2.6. Dicroismo Circular (DC)

O Dicroismo Circular (DC) tem como principio a absor¢do desigual de luz
polarizada, left and right-handed, por parte de moléculas opticamente ativas, uma vez que
as proteinas possuem assimetria molecular/quiralidade (revisto em [51]). Na regido UV-
longinqua (190 - 250 nm), as ligacGes peptidicas das proteinas atuam como cromoforos,
possibilitando a determinacdo da estrutura secundaria. As proteinas contendo a-hélices na
sua estrutura secundaria apresentam valores negativos a 222 e 208 nm e valores positivos a
193 nm, as folhas- serdo identificadas por valores negativos a 218 nm e valores positivos a
195 nm, enquanto que as proteinas disfuncionais e instaveis apresentam baixa elipticidade a
210 nm e valores negativos a 195 nm, permitindo a sua identificacdo (Figura 29) [50].
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Figura 29 - Espectro de DC representativo de proteinas constituidas por a-hélices (curva 1),
folhas B (curva 2) e conformacéo desenovelada (curva 3). Adaptado de Greenfield et al. [50].

Os espectros da IgY em solucdes aquosas de polimeros, sais e LIs encontram-se nas
Figuras 30, 31 e 32, respetivamente. Nao foi possivel obter espectros da IgY em LIs com
colina e anéis imidazélio e em carbonato de s6dio, uma vez que absorvem bastante na regido

UV-longinqua originando um elevado “ruido” nos espectros obtidos.
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Figura 30 - Espectro de DC da IgY em soluc¢des de polimeros: PEG 2005 % (), PEG 200
15 % (=), PEG 200 25 % (-), PEG 400 5% (- ), PEG 400 15% (-), PEG 400 25% (=),
PEG 600 5% (~), PEG 600 15% (- ), PEG 600 25% (-), PPG 400 5% (- ), PPG 400 15%
(=), utilizando como controlo a IgY em PBS (=).
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Figura 31 - Espectro de DC da IgY em solucdes de sais: fosfato de sddio 5% (=), sulfato
de sodio 5% (~) e 10% (==), utilizando como controlo a IgY em PBS (=).
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Figura 32 - Espectro de DC da IgY em solugdes de [N4444]Cl 5% (~), 15% (=) e 25% (=),
utilizando como controlo a IgY em PBS (==).

Os espectros da IgY nas solucBes aquosas de polimeros, sais e LIs apresentam um
comportamento semelhante. Verifica-se uma deflexdo negativa na regido dos 210-230 nm,
em particular aos 218 nm, como resultado da contribuicdo de folhas B na estrutura secundéria
da IgY [109]. Os espectros de DC da IgY nas solugdes de polimeros, sais e LIs obtidos neste
trabalho sdo bastante semelhantes ao que se verifica na literatura para a IgY em tampéo
fosfato [39]. A IgY nas varias solucGes estudadas apresenta uma intensidade de sinal inferior
relativamente ao sinal da IgY em PBS, uma vez que a IgY em PBS se encontrava com 0
dobro da concentracdo relativamente a IgY presente nas solugdes de polimeros, sais e LlIs.
Contudo, destaca-se o sinal da IgY em sulfato de sédio a 10% que apresenta intensidade
inferior relativamente a IgY nas outras solugdes. Visto que a concentracao de IgY nas varias
solucBes é amesma, pode ter ocorrido desenovelamento conformacional da IgY, culminando
numa perda de estrutura secundaria da proteina neste sal, pelo que a intensidade do sinal a
218 nm diminuiria. No entanto, é mais provavel que tenha ocorrido precipitacdo da IgY, uma
vez que este sal ¢ um agente “salting out” e consequentemente a concentragdo da IgY na
solucéo e a intensidade do sinal da IgY diminuem.

Em geral, conclui-se que os polimeros, o fosfato de sodio, o sulfato de sodio e o
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[N2444]Cl, nas concentragdes estudadas, ndo contribuem para que ocorram alteragfes na
estrutura secundaria do anticorpo. Contudo, esta preservagdo ndo € garantida durante longos
periodos de tempo, uma vez a medi¢do ocorreu aquando da adi¢cdo do anticorpo as solucbes
aquosas. E ainda de referir que o sulfato de sddio a 10% podera contribuir para que ocorram
alteracOes que induzam a perda da estrutura secundaria da IgY, o que deve ser avaliado em
maior detalhe.

Embora a estrutura secundaria da IgY se tenha preservado, nos resultados de Western
Blot da IgY em 12,5% PEG 200, 12,5% [Ch][Ac] e 12,5% [Ch][HEPES] verificam-se
bandas inespecificas a um peso molecular elevado que podem advir de processos de
agregacao da IgY ou de interagdes entre o anticorpo e o LI. Os resultados de Western Blot
da IgY nas soluces de sais ndo revelam bandas inespecificas a elevados pesos moleculares,
no entanto os resultados de ELISA evidenciam uma menor atividade do anticorpo face as
solucBes aquosas de polimeros. Do mesmo modo, os resultados de ELISA da IgY em
solucBes de Lls revelam também uma menor atividade face as solucbGes aquosas de
polimeros, que pode resultar da perda de atividade da cadeia leve da IgY (demonstrada por
Western Blot). E de particular interesse compreender os efeitos dos LIs nas proteinas, uma
vez que atualmente sdo candidatos promissores na constituicdo de SABs. O resumo dos
resultados obtidos nesta sec¢do encontra-se na Tabela 12.
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Tabela 12 - Resumo dos resultados obtidos no ambito da avaliagdo da atividade e
estabilidade da IgY em solug6es de polimeros, sais e Lls.

Constituinte da
solucdo aquosa

PPG 400

PEG 200

PEG 400

PEG 600

Cloreto de sédio

Sulfato de sodio

Carbonato de s6dio

Citrato de sédio

Fosfato de sodio

Western Blot

IgY é reconhecida

IgY é reconhecida,
embora se tenha
verificado uma banda
inespecifica a um
elevado peso molecular

IgY é reconhecida

IgY é reconhecida

IgY é reconhecida

IgY é reconhecida

IgY néo preserva a sua
atividade

IgY é reconhecida

IgY é reconhecida

ELISA

IgY reconhecida numa
concentracgdo de 6,74-
11,40 ng/mL

IgY reconhecida numa
concentracgéo de 6,36-
10,90 ng/mL

IgY reconhecida numa
concentracdo de 6,77-
10,16 ng/mL
IgY reconhecida numa
concentracgdo de 7,67-
12,54 ng/mL
IgY reconhecida numa
concentracgéo de 7,06
ng/mL

IgY reconhecida numa
concentragéo de 9,14-
11,02 ng/mL

IgY apenas reconhecida
numa concentragdo de
2,71 ng/mL
IgY reconhecida numa
concentragdo de 8,47 e
8,69 ng/mL
IgY reconhecida numa
concentragdo de 5,88
ng/mL

Dicroismo Circular

A estrutura secundaria
da IgY € preservada

A estrutura secundaria
da IgY é preservada

A estrutura secundaria
da IgY é preservada

A estrutura secundaria
da IgY é preservada

A estrutura secundéria
da IgY é preservada,
embora a 20% se
apresente um sinal
inferior que pode dever-
se a precipitagdo ou a
uma perda efetiva de
estrutura secundéria da
IgY

A estrutura secundaria
da IgY é preservada
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Tabela 12 (Continuacdo) - Resumo dos resultados obtidos no &mbito da avaliacdo da
atividade e estabilidade da IgY em solucGes de polimeros, sais e LlIs.

Const~|tumte da Western Blot ELISA D|(_:r0|5mo
solucdo aguosa Circular

A cadeia pesada da IgY é g7 MEEDMIEE R MU

[Ch][MES] - concentragdo de 4,45-
reconhecida 6.41 ng/mL
. ) IgY reconhecida numa

[Ch][TES] A cadeia pesada da IgY € concentragdo de 3,73-

reconhecida 6,15 ng/mL

IgY reconhecida numa
concentragdo de 3,24-
5,67 ng/mL

IgY reconhecida numa

A cadeia pesada da IgY é

[Ch][Tricine] reconhecida

A cadeia pesada da IgY é
reconhecida e verificou-se uma

[Ch][HEPES] banda inespecifica a um elevado concentragdo de 3,74-
7,29 ng/mL
peso molecular
. . IgY reconhecida numa
[Csmim]Cl (Y GERGIE [Pl G [ O concentragdo de 3,21-

reconhecida

5,93 ng/mL
. A cadeia pesada da IgY é
[Csmim][CFsSO3] reconhecida

A cadeia pesada da IgY é

; e IgY reconhecida numa
reconhecida e verificou-se uma

[Ch][Ac] banda inespecifica a um elevado BEMEAMEGED GE Sl 62
5,85 ng/mL
peso molecular
IgY reconhecida numa A estrutura
[Na444]ClI Precipita o tampé&o de amostra concentragdo de 2,52- | secundaria da IgY
5,75 ng/mL é preservada

3.3. Conclusdes

Sintetizaram-se [Ch][GB]-LIs para que juntamente com o polimero PPG 400 se
formassem SABs de modo a purificar a IgY. Nestes sistemas, e de acordo com o pH das
fases, 0 anticorpo encontrava-se carregado negativamente e migrou preferencialmente para
a fase de LI (fase inferior dos sistemas), resultando em valores de EEqy satisfatorias. No
entanto, as proteinas contaminantes, a- e p-livetina, migraram também preferencialmente
para a mesma fase o que ndo permitiu obter um elevado grau de pureza do processo. A IgY
e as demais proteinas encontravam-se maioritariamente na fase inferior dos SABs, 0 que
pode ser explicado pelo cardcter mais hidrofilico dos LIs face ao polimero e por uma possivel
interacdo entre os residuos negativamente carregados da IgY com o catido dos Lls. Dos
pontos de mistura estudados inicialmente (7-10 % [Ch][GB]-LIs, 50 % PPG 400 e 40-43 %
FPSA), verificou-se que os melhores resultados decorriam da utilizagdo de [Ch][TES] e
[Ch][Tricine]. Com a utilizac@o destes LIs obtiveram-se rendimentos de IgY na ordem dos
80 % com eficiéncias de extracdo de cerca de 90 %, embora os fatores de pureza sejam
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apenas de 27 %. Apos a optimizacdo com 10-20 % [Ch][TES], o rendimento de IgY na fase
inferior variou entre 67 — 95 % e a pureza néo ultrapassou os 35%, ndo se tendo verificado
melhorias significativas no processo de purificacdo de IgY. Procedeu-se entdo a variacdo da
fracdo massica de [Ch][TES] e PPG 400 ao longo da regido bifasica (10 e 16 % [Ch][TES],
30 — 45 % PPG 400 e 39 — 54 % FPSA), que permitiu obter fatores de pureza de 44 %,
obtendo-se ainda rendimentos de 1gY entre 55 — 85 %. Conclui-se assim que dos pontos de
mistura estudados, 0 mais promissor no ambito na purificacdo da IgY é constituido por 16
% [Ch][TES], 45 % PPG 400 e 39 % FPSA, obtendo-se um rendimento de IgY na fase
inferior de 85 % com 44 % de pureza. Tendo em conta que num Unico passo Se consegue
obter uma quantidade considerével de anticorpo, a utilizagdo de SABs no contexto da
recuperacdo da IgY é promissora. Contudo, sera necessario aumentar o grau de pureza para
que a IgY possa ser utilizada como um biofarmaco e serd importante avaliar a atividade e
estabilidade do anticorpo.

Para avaliar se os SABs constituidos por combinacGes de polimeros, sais e LIs
comprometem a atividade e estabilidade da IgY realizou-se Western Blot, ELISA, DC e
monotorizou-se 0 comprimento de onda correspondente a0 maximo de absorcdo da IgY.
Relativamente a atividade do anticorpo, esta foi preservada em todas as solugdes, excepto
na presenca de carbonato de sédio. Embora ocorra a preservacdo da atividade, pelos
resultados de Western Blot verifica-se que é possivel que resultem processos de instabilidade
como a agregacao. Foi ainda observado nos resultados de ELISA que a preservacdo da
atividade da IgY nas solucbes de polimeros, sais e LIs ndo é equiparavel, uma vez que se
verificou que os polimeros estdo associados a um maior reconhecimento da IgY, seguidos
dos sais e LIs. Nestes ultimos, a atividade da IgY decresce e pode comprometer a sua
utilizacdo como biofarmaco. Foi também notavel que a atividade da IgY diminui com o
aumento da concentracdo de polimero ou LI. A estrutura secundaria da IgY nas solucdes
analisadas preservou-se maioritariamente em folhas . Desta forma, conclui-se que a
estrutura secundaria da proteina ndo é afetada, embora possam ocorrer alteracbes na
imunoreatividade do anticorpo nas diferentes solu¢bes aquosas. Tendo em conta 0S
resultados do estudo da atividade e estabilidade da IgY nas solucGes de polimeros, sais e LIs
e 0s resultados obtidos no ambito da purificacdo da IgY através de SABs, um sistema que
poderia ser promissor seria constituido por PEG + sal ou PPG + sal, utilizando LIs em baixas

concentragdes como adjuvantes.
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4. Consideracoes finais
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O objetivo desta dissertacdo de mestrado consistiu no estudo da purificagédo da IgY a
partir da gema do ovo atraves de SABs. Os SABs sdo atualmente considerados uma técnica
promissora no ambito da extracdo e purificagdo de biomoléculas, uma vez que apresentam
varias vantagens, nomeadamente a sua elevada quantidade em agua e facilidade de aplicacéo
do processo em larga escala. Atualmente, 50 pg de IgY pura apresenta um elevado custo
(cerca de 300€), dai a necessidade de se desenvolverem novas plataformas de purificacao
mais economicas e eficientes. Neste sentido, utilizaram-se SABs constituidos por LIs que
conferem um meio de pH controlado para as proteinas (constituidos pelo catido colinio e por
anides de derivados zwitterionicos com capacidade tampéo, 0s Good'’s Buffers (GBS)), e por
um polimero biodegradavel e biocompativel (PPG). No &mbito da purificacdo da IgY com
SABs constituidos por [Ch][GB]-LIs e PPG 400, dever-se-ia avaliar o efeito do caracter
termosensivel do PPG, uma vez que com o aumento da temperatura o polimero torna-se mais
hidrofébico contribuindo para que ocorra uma diminuicdo das proteinas de natureza
hidrofilica na fase superior dos SABs. Poder-se-ia também substituir o polimero PPG por
PEG, uma vez que o PEG é mais hidrofilico e poderia contribuir para que ocorresse um
aumento da migracdo de proteinas contaminantes para a fase superior enriquecida em
polimero. Como trabalho futuro seria importante a definicdo de novos pontos de extracao
com [Ch][Tricine], [Ch][HEPES] e [Ch][MES] para tentar optimizar os resultados com estes
Lls. Seria também pertinente a realizacdo de novos ciclos de purificacdo a partir da fase
inferior dos SABs para tentar remover as proteinas contaminantes e aumentar assim o grau
de pureza. Uma abordagem posterior passaria por recuperar a IgY com um elevado grau de
pureza das fases inferiores através da remocdo do LI por diélise.

Relativamente a avaliacdo da atividade e estabilidade da IgY, seria importante a
realizacdo dos estudos em concentracdes superiores de polimeros, sais e Lls. Para
complementar os resultados obtidos, seria conveniente a avaliacdo através de outras técnicas,
nomeadamente Calorimetria Diferencial de Varrimento e Ensaios de deslocamento térmico
de proteinas, que nos permitem inferir sobre a estabilidade da proteina com base na
desnaturacdo térmica da IgY. Poder-se-ia analisar a homogeneidade das amostras por
Dynamic light scaterring, para avaliar a possivel presenca de agregados. Seria ainda Util a
analise das amostras por DC ap0s 24 horas de contacto da IgY com as varias solugdes para
tentar compreender se ocorrem alteracGes na estrutura secundaria apds um maior periodo de

tempo. Relativamente as amostras de IgY na presenca de LIs com colina ou imidazolios,
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seria plausivel a realizacdo de didlise para remover o LI e proceder-se posteriormente a
analise por DC para se conseguir informagao do efeito destes LIs na estrutura secundéria da
IgY. Poder-se-ia ainda complementar a analise da estrutura secundaria por Espectroscopia

de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR).
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