PURIFICAGCAO DE IMUNOGLOBULINA G HUMANA
POR CROMATOGRAFIA NEGATIVA EM GEL AGAROSE
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Palavras-Chave: Purificagdo — I9G Humana — Cromatografia Negativa

Introducgéo

A imunoglobulina G (1gG) humana tem sido
purificada em larga escala, empregando-se
as técnicas de precipitagdo e cromatografia
de afinidade com proteina A ou G imobilizada.
A proteina tem sido empregada como
prescricdo terapéutica para inimeros casos
de doencas malignas, infecciosas, auto-
imunes e inflamatérias [1]

A demanda real brasileira de
imunoglobulinas estimada pelo Sistema
Unico de Saude (SUS) em 2005 foi de 5,6
toneladas ao ano [2]

FIGURA 1: IMUNOGLOBULINA G

Objetivos do projeto:

Investigar o potencial da utilizagéo do gel agarose
Poli-L-Lisina em cromatografia negativa como uma ,
alternativa de baixo custo e de facil escalonamento I
aos ligantes proteinas A e G para purificagio de IgGa TomeeT——
partir do soro humano. Além disso o projeto visa
comparar a agéo de diferentes tampdes no processo
de purificagéo de proteinas.
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Estrutura proposta para
agarose Poli-L- Lisina

Metodologia

Procedimentos Cromatograficos
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Analise das fracOes

Dosagem de proteina total: método de Bradford [3]
Dosagem de IgG, IgA, IgM, Transferrina e albumina:
nefelometria (Beckman, USA)

Eletroforese SDS-PAGE: condigSes ndo redutoras, gel a
7,5% de poliacrilamida

Resultados

Neste trabalho, a IgG foi recuperada na etapa da lavagem,
enquanto as demais proteinas permaneceram adsorvidas no
gel (cromatografia negativa) [4]. Os melhores resultados
foram obtidos com os tamp&es Mes a pH 5,5 e Mops a pH
6,5; e serdo expostos a seguir:

Cromatografias e eletroforese

Tampao Mops 25 mM pH 6,5:
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Tampao Mes 25mM pH 5,5:

Tabela 2 - Balango de massa com tampio Mes 25 mMa pH 5,5
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Conclusodes

A partir da analise dos resultados obtidos pelas
cromatografias e eletroforeses pode—se concluir que os tampdes
Mops e Mes conduzem a um 6timo processo de purificagéo de
imunoglobulina G (IgG) em coluna de agarose poli-L-lisina. A
variagéo de pH de tais tampd&es exerce uma grande influéncia na
eficiéncia de cada um deles, sendo o Mops 6,5 e o Mes 6,5, os
tampdes que obtiveram melhores resultados.
Os tampdes Tris —HCl e fosfato ndo proporcionaram bons
resultados como tampdes de adsorcdo, ndo sendo ideais para
um processo de purificagdo de IgG em agarose poli-L-lisina.
Assim sendo,0 projeto de pesquisa teve seu objetivo cumprido,
tendo conseguido a purificagdo de 1gG com bom grau de
pureza.
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