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RESUMO 
 

Anticorpos Monoclonais (AcMos) são imunoglobulinas produzidas a partir de um 

único clone de linfócitos B. Eles conferem um grande potencial na imunidade 

humoral em resposta a diversos antígenos. Eles têm sido largamente 

empregados em diversas áreas de pesquisa como testes imunoquímicos e 

terapias contra câncer, devido a sua alta especificidade e baixos efeitos 

adversos. Atualmente, são estudados processos alternativos para maior 

purificação a fim de se obter os anticorpos com elevado grau de pureza visando 

sua utilização terapêutica. Neste trabalho, realizou-se uma revisão bibliográfica 

aprofundada sobre o tema, abordando aspectos relativos à produção, 

purificação, mercado e aplicações dos AcMos, com destaque na área 

terapêutica. Também foram apresentados e discutidos resultados experimentais 

desenvolvidos em dois períodos de iniciação científica da autora, que envolveu 

a purificação de AcMos usando a técnica de cromatografia de afinidade com 

corantes imobilizados que apresenta um alto potencial como adsorvente dos 

anticorpos. Avaliou-se sistemas tamponantes em diferentes faixas de pH. Apesar 

de não ter apresentado elevada seletividade, os resultados obtidos foram 

promissores, necessitando de complementos. Anticorpos monoclonais são uma 

nova perspectiva em pesquisas para novas terapias. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Palavras chaves: anticorpos monoclonais, purificação, utilização terapêutica 
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ABSTRACT 
 

Monoclonal antibodies (mAbs) are immunoglobulins produced from a single B 

lymphocyte clones. They confer a biggest potential humoral immunity in defenses 

a variety of antigens. They have been used in many research areas like 

immunochemical assays and cancer therapies, because they have a highest 

specificity and low adverse effects. Currently, we have studies about alternative 

process from more purification to obtain antibodies with a high purity and to use 

in therapies. This work, shows a deep literature review about this theme, 

approaching relative’s aspects about production, purification, market and 

applications with monoclonal antibodies, with emphasis in the therapeutic area. 

This work present and discuss experimental results which were developed in two 

phases from scientific research of the author, that evolved purification of mAbs 

using the affinity chromatography with immobilized dyes that presents a high 

potential like adsorption from antibodies. Different buffer systems are evaluated. 

Although high selectivity was not achieved, the results studied were promising 

and further studies were required. Monoclonal antibodies are the new perspective 

in research for new therapies.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Keywords: monoclonal antibodies, purification, therapeutics. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Anticorpos Monoclonais ou AcMos estão sendo alvos de estudo para 

diversas finalidades terapêuticas, sua produção e aplicação têm se desenvolvido 

significamente nas últimas décadas. A técnica mais utilizada, foi a proposta em 

1975 por Köhler e Milstein, que é o desenvolvimento de hibridomas junto a 

avanços na biologia molecular e engenharia genética (Boschetti, 2001; Brichta 

et al., 2005; Jain et al., 2007).  

AcMos são específicos para um epítopo de um antígeno específico, sendo 

gerado através de um único clone de linfócito B (Pohanka, 2009).  

AcMos têm sido utilizados em testes imunoquímicos e imunodiagnósticos 

que caracterizam e detectam moléculas que são de interesse na área clínica. 

Para o uso contínuo dessas moléculas, é necessário que esses anticorpos sejam 

obtidos com um alto grau de pureza, o que é possível com técnicas 

cromatográficas, como a de afinidade. 

Cromatografia de afinidade é uma técnica de separação que promove 

uma interação reversível entre o ligante e a proteína de interesse. Essa interação 

é estudada como uma adsorção mais seletiva para as proteínas que se quer 

obter. Elas podem ser eluídas utilizando competitivos análogos, agentes 

desnaturantes ou no ajuste de pH, força iônica ou polaridade (Denizli e Pişkin, 

2001; Wu et al., 2006; Ayyar et al., 2012). 

 Na cromatografia de afinidade é necessário utilizar um ligante que 

promova a interação específica com a proteína de interesse e que tenha certa 

estabilidade. Os ligantes de afinidade devem apresentar características 

específicas como afinidade pela biomolécula em estudo, especificidade, 

viabilidade em imobilização, ter estabilidade em mudanças nas condições 

propostas nas etapas de lavagem e eluição, além de manter a ligação junto a 

biomolécula, mesmo após ter sido imobilizada (Ayyar et al., 2012). 

 No trabalho desenvolvido por Bayramoglu e colaboradores (2007), foi 

observado a adsorção de IgG em uma matriz de membranas compostas por um 

polímero hidroxietil metacrilato junto ao corante reativo verde 5 que imobilizava 

sua superfície.  

 Neste estudo, utilizou-se o corante Reativo Verde imobilizado em 

microesferas de quitosana/alginato epoxilado como fase estacionária da 
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cromatografia de afinidade. Na literatura, são citados trabalhos em relatos 

individuais sobre de adsorção de bioprodutos (HOVEN et al., 2007; TORRES et 

al., 2007; XU et al., 2009: FENG et al., 2009). Poucos são os relatos de seu uso 

em conjunto como fase estacionária para cromatografia de afinidade em técnicas 

de adsorção de AcMos (Braz e Gasparetto, 2017). 
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2. OBJETIVOS 

 
   

 O trabalho de pesquisa desenvolvido teve como objetivo recuperar e 

purificar anticorpos monoclonais a partir de um sobrenadante de cultura celular 

para sua utilização em kits de diagnóstico. Utilizou-se a técnica de cromatografia 

de afinidade com o corante Reativo Verde 5 imobilizado junto microesferas de 

quitosana e alginato epoxiladas e avaliando sistemas tamponantes e sua 

seletividade para diferentes condições de pH. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

 

3.1  ANTICORPOS: DEFINIÇÃO 

 

Anticorpos são proteínas que reconhecem um antígeno de forma 

específica e com alta afinidade (Lenz, 2004). Eles possuem alta capacidade para 

reconhecimento de diversas estruturas moleculares, sendo mediadores da 

imunidade humoral contra diversos patógenos (Abbas e Janeway, 2000).  

Eles são produzidos pelos linfócitos B, que se apresentam de duas formas 

distintas: ligados à sua superfície ou secretados para exercer determinada ação. 

Ao entrar em contato com o antígeno, este é reconhecido pelos linfócitos B que 

expressam seus receptores presentes em sua superfície de sua estrutura que 

secreta os anticorpos e se inicia a resposta imune humoral. Esses linfócitos 

serão diferenciados em plasmócitos que secretarão com a mesma 

especificidade anticorpos que reconhecerão os antígenos (Abbas e Janeway, 

2000).   

Essas respostas a antígenos promovem ao sistema imune a habilidade 

de desenvolver uma resposta imunológica de memória que combate ao mesmo 

antígeno com uma melhor resposta (Abbas e Janeway, 2000). 

3.2  CARACTERÍSTICAS DOS ANTICORPOS 

 

 Anticorpos são divididos em 5 classes distintas e se diferenciam entre si 

pela estrutura da sua cadeia pesada (Fab). São eles: IgM, IgD, IgG, IgE e IgA. 

Em sua estrutura, eles possuem uma porção de reconhecimento do antígeno 

(epítopo) e uma região constante (Fc). A porção de reconhecimento do antígeno, 

é uma região que difere entre os isótopos do anticorpo e dá a especificidade a 

cada um deles. A função imune do anticorpo, está ligada a região constante que 

possui um sítio de ligação específico para o receptor Fc/complemento (Weiner 

et al, 2010). 
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Figura 1. Estrutura do Anticorpo. As cadeias pesadas (Fab – representadas em verde 

escuro), que formam a cauda do anticorpo, possuem uma flexibilidade na sua estrutura 

que irá aumentar a eficiência do anticorpo quando este se ligar ao antígeno. Elas se 

ligam às cadeias leves por pontes dissulfídricas. As cadeias leves (Fc – representadas 

em verde claro) são compostas de duas regiões, a variável e a constante, que são do 

mesmo tamanho. As regiões variáveis são diferentes entre os anticorpos, pois 

apresentam diferentes sequências de aminoácidos (Albert et al, 2017). 

Os anticorpos são divididos em classes e subclasses devido às diferenças 

apresentadas em sua cadeia pesada (Weiner et al, 2010). 

Dentre os tipos de imunoglobulinas, o isotipo G (IgG) são as mais 

indicadas para o tratamento de doenças como câncer, infecciosas e seletivas de 

anticorpos (Burnouf e Radosevich, 2001; Burnouf, 2007). 

 Os diferentes subtipos de anticorpos desempenham diferentes funções 

no organismo. Essas respostam são provenientes da ligação da cadeia pesada 

(Fab) em receptores presentes nas células. As funções por eles realizadas estão 

presentes na Tabela 1 (Abbas et al, 2015). 
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Isotipo do 
Anticorpo 

Subtipos 
(Cadeia H) 

Concentração 
Sérica (mg/mL) 

Meia Vida 
Sérica (Dias) 

Forma 
Secretada 

Funções 

IgA IgA1,2 (α1 ou α2) 3,5 5 
IgA (dímero) – 

Monômero, 
dímero, trímero 

Imunidade de Mucosa 

IgD Nenhum (δ)  3 Nenhuma Receptor de antígeno do linfócito B virgem 

IgE Nenhum (ε) 0,05 2 IgE Monômero 
Defesa contra parasitas helmintos, 

hipersensibilidade imediata 

IgG 
IgG1-4 (γ1, γ2, γ3 

ou γ4) 
13,5 23 

IgG1 
Monômero 

Opsonização, ativação do sistema 
complemento, citotoxicidade mediada por 

células dependentes de anticorpos, 
imunidade neonatal, autoinibição do linfócito 

B 

IgM Nenhum (µ) 1,5 5 IgM Pentâmero 
Receptor de antígeno do linfócito B virgem, 

ativação do sistema complemento 

 

Tabela 1 - Características dos principais isotipos dos anticorpos. A tabela mostra algumas das características e funções dos principais 

isotipos dos anticorpos. Eles se diferenciam entre si e são classificados pela sua cadeia pesada (H) (Fonte: Adaptado de Abbas et al, 2015). 
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3.3  ANTICORPOS MONOCLONAIS 

 

Anticorpos Monoclonais ou AcMos são imunoglobulinas, produzidos em 

resposta ao reconhecimento de um antígeno. Eles são secretados por linfócitos 

B e apresentam sítios de ligação que reconhecem um determinante particular na 

estrutura deste antígeno. Isso gera uma ligação entre o anticorpo e o antígeno, 

desencadeando um processo que pode neutralizar e eliminar a substância. 

(Milstein, 1980). 

Os anticorpos monoclonais são produzidos através de uma única célula, 

clone de linfócitos B normais, tumorais ou hibridomas. Estes são obtidos pela 

fusão de uma célula normal produtora de anticorpos (no caso, linfócito B) com 

uma célula tumoral da mesma linhagem (mieloma). (Köhler e Milstein, 1975). Por 

serem provenientes de um único clone de células, AcMos possuem uma alta 

afinidade por antígenos, gerando uma maior especificidade. 

Em 1975, Köhler e Milstein descobriram e empregaram a técnica de 

hibridomas combinando o material genético de células normais produtoras de 

anticorpos com células de mieloma de mesma linhagem. Essa técnica consiste 

na imunização de animais, principalmente camundongos, com a remoção do 

baço, recuperação dos linfócitos B e a fusão dessas células com células de 

mieloma e seleção de hibridomas produtores de anticorpos específicos (Figura 

2) (Köhler e Milstein, 1975). 

Os AcMos são produzidos pela técnica clássica que foi desenvolvida em 

1975 por Köhler e Milstein a fim de se garantir que atinjam uma pureza requerida. 

Para isso, é necessário um processo de purificação para a separação das células 

presentes no meio, usando operações unitárias clássicas, como centrifugação e 

filtração. Em seguida é realizada a purificação de maior resolução que faz uso 

de técnicas cromatográficas de adsorção seletiva, como troca iônica ou 

afinidade. (Lima, Santana, 2017). 
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Figura 2 - Produção e Seleção de células de hibridoma. Cultivo para obtenção de 

anticorpos monoclonais (in vivo) ou cultura celular (in vitro) (Augusto et al, 2006). 

(Baseado em MILSTEIN, 1980). 

In vitro In vivo 
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3.4  UTILIZAÇÃO TERAPÊUTICA 

 

Os AcMos diferem por sua especificidade e homogeneidade. Isso os 

tornam efetivos em estudos e seu uso na aplicação de terapias, diagnósticos e 

em pesquisas. Sua importância tem aumentado, pois são também são utilizados 

como carreadores de agentes terapêuticos, que minimiza as reações com 

células normais e sendo mais efetivas em tratamentos (Ritz e Schlossman, 

1982), além de serem utilizados como componentes de kits de testes 

imunodiagnósticos do tipo ELISA (do inglês, Enzyme Linked lmmunosorbent 

Assay), na qual esta associação é utilizada na detecção de reações antígeno-

anticorpo (Léo et al., 2000). 

A vantagem na utilização terapêutica dos AcMos se deve à sua alta 

especificidade e por apresentar poucos efeitos adversos em relação a 

quimioterapias convencionais. O desenvolvimento de novos fármacos para 

terapias com os AcMos, tem trazido esperança na melhora de várias doenças 

(Santos et al 2006). Eles são capazes de se ligar em antígenos tumorais 

específicos que desencadearão respostas imunológicas (Del Debbio et al, 2008). 

Seu uso é mais vantajoso por apresentar homogeneidade e segurança 

que assegura a integridade das células e produzindo efeitos menos tóxicos em 

comparação às quimioterapias tradicionais. É uma opção ao tratamento do 

câncer, sendo uma alternativa inserida recentemente, pois em tratamentos com 

quimioterápicos, os anticorpos são conjugados junto aos anti-neoplásicos, 

carreando o fármaco para áreas específicas (Del Debbio et al, 2008). A grande 

dificuldade no seu uso é seu alto custo de produção e purificação.  

A terapia com anticorpos monoclonais, tem se tornado uma das principais 

introduzidas pelo mercado biofarmacêutico. Atualmente tem-se mais de 30 

terapias aprovadas com o uso de anticorpos e muitas outras em estudos de 

desenvolvimento clínico (Ecker et al., 2013; Kontermann et al., 2015; Drake et 

al. 2015). 

A estratégia para a produção desses anticorpos foi observada em 

estudos, pois era visto que uma população de células de linfócitos B, secretava 

apenas um único clone de anticorpo monoclonal específico. Isso fazia com que 

o número de anticorpos específicos era muito baixo, não sendo possível dessa 

forma, uma produção em maior escala (Elgundi et al., 2017). 
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Foi então que com a descoberta da produção por hibridomas de Köhler e 

Milstein (1975) que através da fusão de células B com as células de mieloma, 

era possível ter a divisão dessas células e cultivá-las em condições favoráveis 

ao seu desenvolvimento.  

O método de produção in vitro pode gerar anticorpos humanos através da 

clonagem junto de rastreio de bibliotecas de genes de anticorpos (Elgundi et al., 

2017). In vitro é o melhor tipo de produção de anticorpos, pois são cultivados em 

biorreatores com os nutrientes necessários para o crescimento e divisão celular. 

Porém, se comparado ao método in vivo, a concentração é mais baixa e com a 

complexidade do meio em que os AcMos se encontram, torna a purificação mais 

difícil (Tamashiro e Augusto, 2008). 

A produção in vivo de AcMos é realizada através da inoculação de células 

de hibridoma na cavidade peritoneal de animais de laboratório, promovendo um 

crescimento de um tumor ascítico. Do fluído ascítico desse tumor, é possível 

produzir de 5 a 10 mL de AcMos e o animal é sacrificado (Butler, 1988).  

Nos estudos in vivo pode ser necessário evidências de toxicologia, 

imunogenicidade, farmacocinética e farmacodinâmica, caso estes parâmetros 

não sejam coletados nos estudos in vitro (Elgundi et al., 2017). 

A terapia com anticorpos monoclonais trouxe novas esperanças à 

pacientes na qual terapias convencionais já não demonstravam avanços. Para 

chegar ao nível terapêutico que se tem hoje, os anticorpos monoclonais foram 

desenvolvidos com base em dois estudos: tecnologia de hibridomas e 

engenharia genética (Rodgers et al., 2016).  

O primeiro fármaco a ser aprovado com anticorpo monoclonal, foi o murino 

anti-CD3 mAb ou mais conhecido como muromonab-CD3 (OKT-3) que foi 

utilizado para rejeições em transplante renal (Brekke e Sandlie, 2003). 

 As primeiras gerações de anticorpos eram murinos, ou seja, originados 

de camundongos, mas apresentavam dois problemas: receptores Fc humanos 

não se ligavam bem na região Fc das imunoglobulinas murinas (Bruhns, 2012) 

resultando em falha nas respostas imunes do tratamento. O outro problema, é 

que os pacientes em tratamento desenvolveram anticorpos contra os anticorpos 

murinos (Clark, 2000).  
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A segunda geração de AcMos é caracterizada por ter parte de origem 

humana no anticorpo. As duas maiores classes são as quiméricas e 

humanizadas. Estes tipos de anticorpos são moléculas mais complexas que 

necessitam de técnicas de biotecnologia, estudos de engenharia genética e 

técnicas de hibridomas (Rodgers et al., 2016). Com essas novas moléculas, 

constatou-se que anticorpos quiméricos se assemelhavam em 75% com 

anticorpos de origem humana diminuindo as chances de produzir anticorpos anti-

quiméricos (Clark, 2000; Lee et al., 2010). A terceira geração é a produção dos 

anticorpos humanizados pela técnica de hibridoma convencional (Rodgers et al., 

2016). Esta evolução dos AcMos encontra-se apresentada na Figura 3. 

 

 O mercado biofarmacêutico na utilização de anticorpos monoclonais, 

cresceu rapidamente, se tornando um atrativo crescimento para as indústrias e 

como um grande potencial em terapias (Levine et al., 2012). Porém esse 

desenvolvimento de drogas mais potentes, se faz necessário buscar alternativas 

de uma menor produção que mantenha a potência do medicamento e com menor 

custo (Klutz et al., 2016). 

 A maioria das instalações de produção são para lotes em grande escala, 

com múltiplos fermentadores e grandes colunas cromatográficas no processo de 

fluxo (Kelley, 2009). 

Figura 3 - A evolução dos Anticorpos Monoclonais. (A) O primeiro anticorpo 
monoclonal murino produzido - hibridomas murinos. (B) Por técnicas da engenharia 
genética, criou-se os anticorpos quiméticos que é composto na sua região variável de 
fragmentos de anticorpos murinos e na região constante, fragmentos de anticorpo de 
origem humana. (C) Anticorpos humanizados, onde a região variável é caracterizada 
por fragmentos murinos e de origem humana alternados. (D) Anticorpo humano. 

(Adaptada com modificações de Rodgers et al., 2016) 
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 Klutz e colaboradores (2015) propuseram um processo de operação sem 

interrupções. Este processo apresentou melhorias na eficiência, porém os custos 

não foram reduzidos. Foram feitos novos estudos onde se avaliava o custo da 

produção em cada etapa do processo e a importância do processamento 

contínuo na fabricação (Klutz et al., 2016). Outro modo econômico de produção 

que foi estudado por Varadaraju e colaboradores (2011) é utilizar nos processos 

de purificação, mais especificamente na cromatografia, membranas de 

adsorção. 

 O desenvolvimento e comercialização de anticorpos monoclonais para 

novas terapias, junto a tecnologias avançadas e inovadoras, traz novas 

perspectivas no uso de biofármacos, fazendo com que haja resultados 

promissores em terapias que anteriormente não apresentavam bons resultados. 

Estudos para melhoria de sua produção tem sido o desafio das indústrias que 

tem apostado nessa nova classe de fármacos e trazendo esperanças para quem 

tem a chance dessa nova opção terapêutica (Ecker et al., 2014). 

Um dos principais mercados dos mAbs é no campo terapêutico, que 

movimentou um mercado na ordem de 100 bilhões de dólares em 2017, com 

uma previsão de crescimento de 25% até 2020 (Ecker et al., 2015; Kalorama 

Reports, 2018). Mais de 160 tipos de anticorpos foram desenvolvidos para o 

tratamento de câncer, que é de alto custo, podendo chegar a valores anuais de 

US$ 35 mil/paciente (Farid, 2007). Essas aplicações terapêuticas requerem, 

normalmente, grandes quantidades de mAbs com alto grau de pureza. 

Entretanto, a baixa concentração obtida in vitro, juntamente com a complexidade 

do meio de onde os mAbs são recuperados, constituído de várias proteínas e 

células, dificultam as etapas de purificação. 

 
 

3.5  OBTENÇÃO E PURIFICAÇÃO DE ACMOS 

 

A purificação de biomoléculas tem se expandido nos estudos 

biotecnológicos, pois há uma necessidade de se obter moléculas de alto grau de 

pureza para fins terapêuticos.  

Belter (1986) sugeriu por estudos que a separação de biomoléculas fosse 

por etapas distintas, sendo elas a remoção de compostos insolúveis, isolamento, 
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purificação e polimento. Na época, esses processos eram utilizados em escala 

laboratorial e industrial para a purificação de biomoléculas.  

O processo de produção de AcMos in vivo se dá pela inoculação das 

células do hibridoma na cavidade peritoneal de animais de laboratório, 

acarretando o crescimento de um tumor ascítico. Após cada animal produzir 

entre 5 a 10 mL de fluido ascítico (1 a 10 mg/mL de AcMos), ele precisa ser 

eutanasiado para a obtenção das células que foram produzidas (Butler, 1988). 

A melhor alternativa para a produção dos AcMos é a realizada do modo 

in vitro, em que os hibridomas são cultivados em biorreatores com nutrientes 

necessários para o crescimento celular utilizando meios de cultura de 

composição definida. O que difere ambas as técnicas é que a expansão in vitro 

nem sempre é tão produtiva quanto a in vivo. A baixa concentração de AcMos 

obtida em biorreatores que são utilizados na produção in vitro (200 μg/mL), junto 

a complexidade do meio de onde o AcMo é recuperado, dificultam essas etapas 

de purificação (Tamashiro e Augusto, 2008).  

Por conta de suas aplicações, os AcMos devem apresentar um elevado 

grau de pureza (normalmente não inferior a 95%) e, principalmente, a 

manutenção de suas propriedades biológicas de reconhecimento, detecção e 

neutralização dos antígenos. Uma variedade de técnicas tem sido utilizada nas 

etapas de recuperação e purificação de biomoléculas (RPB) para que se obtenha 

o produto desejado em um nível de pureza requerido para sua aplicação. A 

maioria destas etapas envolve operações unitárias em sequência aliando 

técnicas de clarificação, concentração e polimento utilizando cromatografia para 

que se possa atingir a seletividade requerida (Voigt e Zintl, 1999). 

3.6  CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE 

 

A cromatografia é um método físico-químico de separação na qual os 

constituintes da amostra a serem separados são particionados em duas fases, 

uma estacionária e outra móvel e fluida. Um método útil e eficaz para a 

separação de biomoléculas é a cromatografia de afinidade. A cromatografia de 

afinidade é uma técnica de adsorção baseada na habilidade de substâncias se 

ligarem especificamente e reversivelmente a substâncias complementares, os 
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ligantes. Os ligantes devem estar imobilizados a uma matriz cromatográfica 

(Vijayalakshmi, 1989). 

Essa técnica apresenta um grande potencial em estudos de extração, 

separação, concentração e purificação de biomoléculas. O ligante é o principal 

componente da cromatografia, portanto, pode-se usar ligantes bioespecíficos 

(proteínas A, L, G, lectinas, entre outros) e pseudo-bioespecíficos (íons 

metálicos, corantes, entre outros) (Santana et al, 2017). 

A técnica da cromatografia realizada em leito fixo é dividida em quatros 

etapas distintas: injeção ou adsorção de moléculas, lavagem, eluição e 

regeneração do adsorvente (Figura 4). A adsorção representa o primeiro passo 

de separação, onde as moléculas que possuem mais afinidade pelo ligante são 

adsorvidas, enquanto que as outras moléculas com menor afinidade ou não 

adsorvidas são removidas pela lavagem do adsorvente em um segundo passo. 

A eluição ou dessorção é caracterizado pela mudança nas condições da fase 

móvel, como pH, força iônica, adição de agentes competidores e outros. O quarto 

passo é a regeneração do adsorvente, onde as moléculas fortemente adsorvidas 

que não foram eluídas na etapa de dessorção, são eluídas, muitas vezes sob 

condições drásticas de pH, deixando o adsorvente pronto para ser reutilizado 

(Vijayalakshmi, 1989). 

 

Figura 4 - Etapas da Cromatografia de Afinidade. (A) Preparação da coluna 
cromatográfica contendo um ligante imobilizado em um suporte. (B) Adição de uma 
solução contendo biomoléculas – injeção. (C) Passagem da solução pela coluna 
cromatográfica onde a biomolécula de interesse fica retida na coluna. (D) Lavagem para 
a remoção de biomoléculas que não foram retidas. (E) Eluição da biomolécula de 
interesse (Ayyar et al, 2012).  
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Com o objetivo uma maior eficácia no resultado da purificação, utiliza-se 

a cromatografia de afinidade com ligantes bioespecíficos no caso em que 

molécula a ser separada é de origem biológica, ou seja, uma biomolécula. 

Entretanto, estes ligantes apresentam problemas de perda da capacidade de 

adsorção por conta das condições drásticas utilizadas, aliada ao alto custo que 

os torna pouco utilizadas em larga escala (Anspach et al., 1996; Blank et al., 

2001). Para contornar estes problemas, ligantes que não possuem interação 

biológica, porém que apresentam a capacidade de se ligar à biomolécula alvo, 

por meio de interações reversíveis de natureza hidrofóbica, eletrostática ou de 

coordenação. Os ligantes pseudobioespecíficos, têm seu uso relatado na 

literatura e já praticado em larga escala (Vijayalakshmi, 1989; Wilcheck and 

Miron, 1999; Iannucci et al., 2003; Champagne et al., 2007). Apesar de 

promissora, poucas aplicações da cromatografia de afinidade com corantes 

imobilizados para a purificação de AcMos são encontradas na literatura.

Figura 5 - Etapas de uma cromatografia de afinidade. (Adaptada com modificações 

de Pfaunmiller, 2013) 
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A cromatografia de afinidade é a mais vantajosa na utilização para 

processos de purificação de biomoléculas e proteínas (Ayyar et al, 2012; 

Healthcare, 2014). A cromatografia de afinidade apresenta uma alta seletividade 

para a proteína alvo de estudo (Healthcare, 2014). O tipo de ligante e matriz 

utilizada, podem ser essenciais para a obtenção de bons resultados (Ayyar et al, 

2012). 

Ligantes pseudoespecíficos não possuem interações biológicas, mas 

conseguem promover interações reversíveis com a moléculas na qual quer se 

obter a separação. Uma categoria desses ligantes que pode ser exemplificada, 

são corantes que consistem de um cromóforo (corantes azo, antraquinona) e 

que se liga a um grupo reativo (normalmente um anel mono ou diclorotriazina) 

(Denizli e Piskin, 2001). Esse grupo possui a capacidade de interagir com os 

sítios ativos de diversas proteínas, como os anticorpos, apresentando uma 

diversidade em seus níveis de especificidade e afinidade. Como exemplo de 

corante e no qual foi utilizado nesta pesquisa é o Reativo Verde.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Processos contínuos em recombinação de proteínas tem sido explorado 

por indústrias por sua vantagem econômica. A justificativa no uso desse 

processo é devido a demanda do mercado em relação as novas terapias e a 

promissora efetividade no uso de anticorpos. Os processos de recombinação de 

proteínas podem ser extremamente mais caros, por isso a necessidade em se 

procurar um processo que vá de acordo com as expectativas que as indústrias 

Figura 6 - Estrutura Molecular do corante Reativo Verde 5 (Fonte: Bayramoglu et al., 

2007). 
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buscam, mantendo a produtividade na purificação com custos menores 

(Jungbauer, 2013). 

 

 

 

Os processos para biofármacos são divididos em upstream e 

downstream. Upstream é um processamento que inclui a geração da linhagem 

celular e a expressão da proteína a ser trabalhada. É a etapa onde se prepara o 

inóculo e ocorre os cultivos no biorreator para grande escala. É caracterizado 

pelo cultivo celular e fermentação do meio. Downstream são todas as outras 

etapas do processo, desde que se coletou as células da etapa anterior, até a 

purificação final do produto (Jungbauer, 2013). 

 

 

 

 

Figura 7 - Fluxograma do processamento geral de Downstream de proteínas 
recombinantes sem um material de partida específico (Adaptada com modificações de 
Jangbauer, 2013). 

 

Figura 7 - Fluxograma do processamento geral de Downstream de proteínas 
recombinantes sem um material de partida específico (Adaptada com modificações de 
Jangbauer, 2013). 
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 A eficiência do processo de purificação não vai ser especificamente 

apenas da etapa downstream. Para melhores resultados, é necessário ter um 

número de operações unitárias durante todo o processo do lote e de modo 

contínuo (Jungbauer, 2013).  

 A etapa de downstream é a mais importante se o objetivo é aumentar a 

produtividade. É possível implementar estratégias de controle de processo, 

podendo ser necessário uma liberação em tempo real dos lotes em produção 

que irá diminuir o tempo de operação contínua e com redução no investimento. 

Essa redução é compensada na produtividade e flexibilidade do processo em si 

(Jungbauer, 2013).  
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4. ESTUDO DE CASO UTILIZANDO ANTICORPOS MONOCLONAIS  

 

Os dados experimentais apresentados neste trabalho foram baseados na 

execução de um projeto universal do CNPq pelo Prof. Dr. Igor Tadeu Lazzarotto 

Bresolin que esteve vinculado ao trabalho de iniciação científica da discente 

Bárbara Aline Balderramas Gonçalves. Este projeto foi realizado no período de 

2012-2014 e teve como objetivo a purificação de anticorpos monoclonais anti-

TNP a partir de um sobrenadante de cultura celular visando a sua aplicação em 

testes imunoquímicos e de imunodiagnósticos de moléculas de interesse em 

pesquisas para a obtenção desses anticorpos com um alto grau de pureza., pelo 

projeto intitulado “Microesferas de quitosana/alginato epoxiladas com 

corantes imobilizados como adsorventes aplicados na purificação de 

anticorpos monoclonais igG1: estudos cinéticos e dinâmicos”. 

Os anticorpos monoclonais TNP podem ser utilizados em substituição ao 

complexo biotina-avidina, na qual o conjugado antígeno específico-anticorpo foi 

previamente ligado ao TNP. Além desta aplicação, os anticorpos anti-TNP 

podem ser utilizados como controle isotípico para IgG1 de cadeia leve, uma vez 

que o TNP é uma molécula não biológica (Léo et. al, 2000). 
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5. MATERIAL E MÉTODOS  

 

5.1. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS 

Utilizou-se a técnica de cromatografia de afinidade com corantes 

imobilizados em microesferas de quitosana/alginato epoxilados. Para tal, 

avaliaram-se as melhores condições operacionais do sistema tamponante 

utilizado para a recuperação dos anticorpos purificados. 

Foram utilizados os seguintes equipamentos: balança analítica (Ohaus), 

pHmêtro (Hanna), bomba peristáltica (Gilson, EUA), pipetas automáticas 

(Gilson), coluna cromatográfica (BioSepra), espectrofotômetro UV-visível 

(Beckman), agitadores magnéticos (Ika) e cuba de eletroforese (BioRad, EUA).  

As microesferas de quitosana/alginato epoxiladas com o corante Reativo 

Verde H-4G imobilizado foram fornecidas pelo Grupo de Pesquisa em 

Separações por Adsorção (GPSA) do Departamento de Engenharia Química da 

Universidade Federal do Ceará, por meio do Prof. Dr. Ivanildo José da Silva 

Júnior. 

Entre os reagentes utilizados destaca-se: Coomassie Brilliant Blue G-250, 

Soro de albumina bovino (BSA), acrilamida, bis-acrilamida, persulfato de amônio, 

TEMED (N, N, N’, N’-tetra-metilenodiamina), Glicerol, SDS (dodecil sulfato de 

sódio) e marcadores de alta massa molecular para eletroforese. Carbonato de 

sódio, ditiotrietol, formaldeido, glutaraldeido, Tris-hidroximetil aminometano, 

ácido morfolinopropanosulfônico, fosfato de sódio monobásico e fosfato de sódio 

bibásico. Os demais reagentes utilizados de grau analítico eram das marcas 

Sigma, Merck e Synth e a água utilizada, no preparo de tampões e reagentes, 

foi obtida por meio de um equipamento de osmose reversa (Geaka). 

5.2. ENSAIOS CROMATOGRÁFICOS 

 

As cromatografias foram realizadas via cromatografia líquida de baixa 

pressão, com uma coluna de vidro devidamente empacotada com 

quitosana/alginato epoxiladas com o corante Reativo Verde. Para as etapas de 

adsorção, avaliou-se os tampões biológicos nas faixas de pH de 6,5 a 8,0 tais 

como Tris-hidroximetil aminometano (Tris-HCl), Fosfato de Sódio e ácido 

morfolinopropanosulfônico (Mops) na concentração de 25 mmol/L. Para a 
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dessorção (eluição), adicionou-se ao tampão NaCl 1M, que faz com que 

aumente a força iônica, ou seja, promovendo o enfraquecimento das ligações 

existentes. Uma bomba peristáltica foi a responsável por bombear os tampões 

para dentro da coluna, mantendo-se uma vazão constante de 0,75 mL.min-1. 

5.3. MÉTODOS ANALÍTICOS 

 

5.3.1. ANÁLISE DE PROTEÍNA TOTAL 

 

A concentração total das proteínas foi determinada através da 

absorbância de 595 nm, utilizando-se o método de Bradford (1976) e como 

proteína de referência, utilizou-se BSA. 

5.3.2. ELETROFORESE SDS-PAGE 

 

As amostras proteicas obtidas nas cromatografias foram analisadas por 

eletroforese em condições desnaturantes e não redutoras em géis de 

poliacrilamida (SDS–PAGE), conforme Laemmli (1970), com posterior revelação 

com nitrato de prata (Morrissey, 1981). 

Realizou-se a eletroforese em várias etapas. As soluções utilizadas já 

estavam prontas no laboratório para uso. 

 

6. RESULTADOS 

6.1   ENSAIOS CROMATOGRÁFICOS 

 

A cromatografia foi realizada utilizando uma coluna de vidro devidamente 

empacotada com o adsorvente (1,0 mL) e uma bomba peristáltica na qual mediu-

se uma vazão de 0,75 mL.min-1, utilizando proveta e cronômetro, conforme a 

Figura 7. 
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Os ensaios iniciais foram realizados com o adsorvente quitosana/alginato 

epoxilados com o corante Reativo Verde. 

 A injeção para os tampões Fosfato de Sódio e Tris-HCl foram preparadas 

com uma menor diluição que as do Mops. A injeção para os dois primeiros 

tampões biológicos era preparada com 1,1 mL de sobrenadante e adicionava-se 

4,4 mL de tampão biológico nos vários valores de pH. Separou-se 0,5 mL dessa 

solução em um tubo eppendorf para uso futuro e os 5,0 mL de injeção restante 

eram passados pela bomba peristáltica e posteriormente coletados em tubos 

eppendorfs. Para o tampão Mops, o preparo da injeção se deu de modo distinto, 

adicionou-se 1,1 mL de sobrenadante e colocou-se 9,9 mL de tampão biológico 

nos valores de pH. Retirou-se 1,0 mL e reservou-se em um tubo eppendorf para 

uso futuro e os outros 10 mL foram injetados na bomba e coletados em outros 

tubos eppendorfs. 

 Passado todo o volume de injeção, injetava-se novamente o tampão sem 

o cloreto de sódio e já ia realizando os testes com o reagente Bradford para que 

se chegasse nas amostras que tinham colorações parecidas com o branco (para 

detectar presença de proteínas). Quando a amostra se assemelhava ao branco, 

significava que a quantidade de proteínas existentes já era baixa e com isso, 

devia-se mudar o tampão, pois proteínas ainda se encontravam adsorvidas na 

coluna.  

Figura 8 – Bomba peristáltica (Gilson), junto à coluna de vidro empacotada com 

adsorvente Reativo Verde 5 – fase estacionária da cromatografia de adsorção.  
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Mudava-se o tampão para o qual tinha a adição de Cloreto de Sódio 

(NaCl), pois este tampão aumenta a força iônica, sendo assim, as proteínas que 

se encontravam adsorvidas eram eluídas e coletadas. 

 

Os ensaios cromatográficos foram realizados utilizando como adsorvente 

quitosana/alginato. Os resultados foram avaliados pelo método de eletroforese 

em gel de acrilamida. Os ensaios foram realizados em diferentes tampões e 

faixas de pH. 

6.3 Tampão Fosfato de Sódio  

 

Para o tampão fosfato de sódio, utilizou-se as seguintes faixas de pH: 6,5; 

7,0; 7,5; 8,0. O perfil cromatográfico e eletroforético nas faixas de pH são 

mostradas a seguir nas figuras 10, 11, 12 e 13: 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 9 - Cromatografia e Eletroforese referentes ao experimento conduzido com 
Tampão Biológico Fosfato de Sódio pH 6,5. Injeção: 0,5 mL de sobrenadante celular. 
Vazão: 0,75 mL.min-1. (1) Marcador de massa molecular. (2) Injeção. (3) Lavagem. 

(4) Eluição. 
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Figura 10 - Cromatografia e Eletroforese referentes ao experimento conduzido com 
Tampão Biológico Fosfato de Sódio pH 7,0. Injeção: 0,5 mL de sobrenadante celular. 
Vazão: 0,75 mL.min-1. (1) Marcador de massa molecular. (2) Injeção. (3) Lavagem. 

(4) Eluição. 

Figura 11 - Cromatografia e Eletroforese referentes ao experimento conduzido com 
Tampão Biológico Fosfato de Sódio pH 7,5. Injeção: 0,5 mL de sobrenadante celular. 
Vazão: 0,75 mL.min-1. (1) Marcador de massa molecular. (2) Injeção. (3) Lavagem. 

(4) Eluição. 
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A tabela 3 nos mostra o balanço de massa para o tampão Fosfato de 

Sódio em diferentes valores de pH. 

 

Tabela 2: Balanço de massa do experimento realizado com injeção de 

sobrenadante celular contendo anticorpos monoclonais anti-TNP em 

diferentes faixas do tampão Fosfato de Sódio 

 

Frações 

pH 6,5 pH 7,0 pH 7,5 pH 8,0 

PT 

(mg) 
PT (%) 

PT 

(mg) 
PT (%) 

PT 

(mg) 
PT (%) 

PT 

(mg) 
PT (%) 

Injeção 3,51 100,00% 3,61 100,00% 3,30 100,00% 3,42 100,00% 

Lavagem 3,64 103,72% 4,24 117,21% 3,29 99,69% 3,60 105,45% 

Eluição 0,01 0,21% 0,10 2,72% 0,00 0,14% 0,03 0,14% 

 

Como apresentado na tabela 3, ao utilizar o tampão de pH 6,0, 

observamos que não houve a adsorção do anticorpo. A porcentagem de proteína 

total correspondente a essa faixa, foi de apenas 0,2%. Essa é a massa 

correspondente de albumina que foi detectada na eluição. Na eletroforese, 

também não foi possível observar o anticorpo adsorvido. 

O perfil dos resultados nos pHs 7,0 e 8,0 foram muito semelhantes. Em 

ambos perfis eletroforéticos, não foi possível observar o anticorpo de interesse. 

Figura 12 - Cromatografia e Eletroforese referentes ao experimento conduzido com 
Tampão Biológico Fosfato de Sódio pH 8,0. Injeção: 0,5 mL de sobrenadante celular. 
Vazão: 0,75 mL.min-1. (1) Marcador de massa molecular. (2) Injeção. (3) Lavagem. 

(4) Eluição. 
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A porcentagem de proteínas totais foi a mesma para as duas faixas de pH. 

Porém, o uso do tampão na faixa de pH 7,0 foi mais eficiente e é possível 

observar a presença de albumina na etapa de eluição.  

O resultado no pH 7,5 foi uma das menos eficientes. Não foi possível 

observar a recuperação do anticorpo em estudo.  

Conforme podemos observar, o tampão de maior recuperação total de 

proteínas foi na faixa de 7,0 onde recuperou-se 0,10 mg (2,72%) das proteínas 

totais que foram injetadas na coluna. Esse valor corresponde ao total de 

anticorpos juntamente à albumina, porém é possível avaliar que esta condição, 

apresenta potencial para ser método de purificação. 

 

6.4 Tampão Tris-HCl 

 
Para o tampão Tris-HCl, utilizou-se as seguintes faixas de tampão: 7,0 e 

7,5. O perfil cromatográfico e eletroforético nas seguintes faixas de pH são 

mostradas nas figuras 14 e 15: 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 

Figura 13 - Cromatografia e Eletroforese referentes ao experimento conduzido com 
Tampão Biológico Tris HCl pH 7,0. Injeção: 0,5 mL de sobrenadante celular. Vazão: 
0,75 mL.min-1. (1) Marcador de massa molecular. (2) Injeção. (3) Lavagem. (4) 

Eluição. 
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A tabela 4 nos mostra o balanço de massa para o tampão Tris-HCl em 

diferentes valores de pH. 

 

Tabela 3: Balanço de massa do experimento realizado com injeção de 

sobrenadante celular contendo anticorpos monoclonais anti-TNP em 

diferentes faixas do tampão Tris HCl 

 

Frações 
pH 7,0 pH 7,5 

PT (mg) PT (%) PT (mg) PT (%) 

Injeção 2,80 100,00% 1,52 100,00% 

Lavagem 3,52 125,73% 1,99 130,79% 

Eluição 0,04 1,54% 0,17 11,29% 

 
 

Nas figuras 13 e 14, observarmos que a recuperação do anticorpo 

apresentou um baixo valor e não é possível observa na eletroforese. De acordo 

com os valores de recuperação dos anticorpos na etapa de eluição e é possível 

concluir que o tampão na faixa de pH 7,5 foi mais eficiente, visto que a 

recuperação total de proteínas foi de 0,17 mg (11,29%). Esse valor corresponde 

Figura 14 - Cromatografia e Eletroforese referentes ao experimento conduzido com 
Tampão Biológico Tris HCl pH 7,5. Injeção: 0,5 mL de sobrenadante celular. Vazão: 0,75 

mL.min-1. (1) Marcador de massa molecular. (2) Injeção. (3) Lavagem. (4) Eluição. 
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ao total entre o anticorpo e albumina. O tampão Tris-HCl na faixa de pH 7,0 

mostra potencial para um método de recuperação.  

 

6.5 Tampão MOPS 

 
Para o tampão Mops, utilizou-se as seguintes faixas de tampão: 6,5; 7,0 

e 7,5. O perfil cromatográfico e eletroforético nas seguintes faixas de pH são 

mostradas nas figuras 16, 17 e 18: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15 - Cromatografia e Eletroforese referentes ao experimento conduzido com 
Tampão Biológico MOPS pH 6,5. Injeção: 0,5 mL de sobrenadante celular. Vazão: 0,75 

mL.min-1. (1) Marcador de massa molecular. (2) Injeção. (3) Lavagem. (4) Eluição. 

Figura 16 - Cromatografia e Eletroforese referentes ao experimento conduzido com 
Tampão Biológico MOPS pH 7,0. Injeção: 0,5 mL de sobrenadante celular. Vazão: 0,75 

mL.min-1. (1) Marcador de massa molecular. (2) Injeção. (3) Lavagem. (4) Eluição. 
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A tabela 5 nos mostra o balanço de massa para o tampão Mops em 

diferentes valores de pH. 

 

Tabela 4: Balanço de massa do experimento realizado com injeção de 

sobrenadante celular contendo anticorpos monoclonais anti-TNP em 

diferentes faixas do tampão MOPS 

 

Frações 
pH 6,5 pH 7,0 pH 7,5 

PT (mg) PT (%) PT (mg) PT (%) PT (mg) PT (%) 

Injeção 4,57 100,00% 7,95 100,00% 3,20 100,00% 

Lavagem 1,78 38,86% 2,01 25,28% 4,35 136,05% 

Eluição 0,11 2,47% 0,11 1,35% 0,02 0,57% 

 

Ao analisar os perfis eletroforéticos do tampão MOPS, podemos observar 

uma semelhança entre as faixas de pH 6,5 e 7,0. Apesar de apresentarem 

valores baixos 0,11 mg (2,47%) e 0,11 mg (1,35%), é possível observar na 

eletroforese a faixa de anticorpo correspondente ao objetivo do estudo e pouca 

recuperação da albumina, mostrando uma melhor eficácia e eficiência na 

recuperação do anticorpo.  

Figura 17 - Cromatografia e Eletroforese referentes ao experimento conduzido com 
Tampão Biológico MOPS pH 7,5. Injeção: 0,5 mL de sobrenadante celular. Vazão: 0,75 

mL.min-1. (1) Marcador de massa molecular. (2) Injeção. (3) Lavagem. (4) Eluição. 
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Nos resultados apresentados, pode-se fazer uma comparação entre os 

tampões biológicos em uma mesma faixa de pH. 

 Na faixa de pH de 6,5 observou-se dois resultados: para o tampão 

biológico fosfato de sódio e Mops. Ao comparar os dois, observamos que o Mops 

apresentou uma maior eficiência no valor de pH determinado. O Mops 

apresentou uma eluição total de proteína de 2,47% enquanto que o Fosfato de 

Sódio apresentou apenas 0,21%. Nas eletroforeses também é possível perceber 

que parte do anticorpo foi recuperado com o tampão Mops, apresentando uma 

pequena quantidade de albumina no final, enquanto que no tampão Fosfato de 

Sódio a albumina foi predominante e praticamente não houve recuperação do 

anticorpo. 

 No pH de valor 7,0, obteve-se resultado dos três tampões distintos: 

Fosfato de Sódio, Mops e Tris-HCl. Comparando-se os três resultados, 

novamente pode-se concluir que o mops foi o que apresentou uma melhor 

eficiência na recuperação do anticorpo. O tampão mops ao ser utilizado 

apresentou 1,35% de proteínas totais eluídas. Em número não apresentou o 

melhor resultado, pois o fosfato apresentou um total de proteínas eluídas de 

2,72% e o Tris-HCL, apresentou um total de 1,53%. Porém, ao se analisar as 

eletroforeses realizadas, no Mops é observável a recuperação do anticorpo com 

praticamente nenhuma presença de albumina, enquanto que no Tris-HCL não 

houve a recuperação de albumina e nem do anticorpo na eluição e no fosfato de 

sódio, no resultado final, apresentou-se somente a presença de albumina e não 

houve presença do anticorpo. 

 Para o pH de valor 7,5, também foi possível realizar o experimento com 

os três tampões distintos: Mops, Tris-HCl e Fosfato de Sódio. Os três 

apresentaram perfis eletroforéticos semelhantes, pois podemos observar pelas 

eletroforeses que em nenhum dos casos foi adsorvido o anticorpo e apenas 

encontrou-se a presença de albumina, que esteve mais evidente na eletroforese 

realizada com o tampão biológico Tris-HCl.  

 Para o tampão no valor de pH de 8,0, apenas foi possível realizar com o 

tampão fosfato de sódio. Porém, não se obteve um resultado satisfatório, pois o 

anticorpo e a albumina foram adsorvidos na etapa da lavagem, o que significa 

que não foi possível a recuperação dos anticorpos nessas condições (Tampão 

Biológico Fosfato de Sódio no pH de valor 8,0). 
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 O tampão biológico Tris-HCL apresenta sua faixa de pH entre 6,5 – 8,5, 

porém para esta pesquisa, foi possível apenas realizar com pH nos valores de 

7,0 e 7,5. Ao testar o corante com o pH de 8,0 e 8,5, este se desprendeu da 

coluna, sendo arrastado e assim eliminado. A interação entre o Reativo Verde e 

o tampão Tris-HCl nesses valores pode ser forte, o que faz com que o Reativo 

seja arrastado e coletado juntamente com as amostras, o que ocasiona erros no 

resultado final. 

De acordo com a literatura, o sistema tamponante tem sua influência 

específica no caso de cada corante utilizado. Isso é concluído através da 

diferença do percentual da quantidade adsorvida existente na etapa da eluição 

entre os tampões utilizados. (Gondim, 2012) A partir dos resultados, pode-se 

perceber que o tampão Mops apresentou maior percentual nas duas colunas 

utilizadas em comparação com os tampões Tris- HCl e Fosfato de Sódio 

Gondim (2012) ao trabalhar com a coluna de quitosana/alginato 

conseguiu bons resultados utilizando o tampão HEPES com 17,56 mg/g de IgG 

humana adsorvida.  

Os resultados alcançados não foram conforme o esperado. Uma possível 

justificativa para se entender melhor é a presença de possíveis proteínas 

contaminantes na cromatografia. Em estudos realizados por Bresolin, Bresolin e 

Pessoa (2015), obteve-se uma purificação de 100% dos anticorpos monoclonais 

anti-interleucina-6, usando uma coluna de IMAC (Cromatografia de Afinidade por 

íons metálicos imobilizados) e fazendo uma etapa de pré-purificação por 

precipitação com sulfato de amônio para a retirada de impurezas. O mesmo 

resultado pode ser observado por Bresolin et al (2010) onde também foi uso de 

precipitação com sulfato de amônio como pré-purificação do mesmo anticorpo 

monoclonal utilizado nesta pesquisa. Etapa realizada previamente antes de 

iniciar a etapa de cromatografias em membranas de afinidade com íons 

metálicos imobilizados. 

  



43 
 

7. CONCLUSÕES 

7.1 CONCLUSÕES DO ESTUDO DE CASO 

 

A análise de todos os resultados das cromatografias e eletroforeses 

realizadas, nos mostra que o tampão Mops apresentou os melhores resultados 

na questão de purificação e obtenção dos anticorpos monoclonais, sendo o 

sistema tamponante de maior potencial para a recuperação das moléculas em 

estudo e a sua purificação para utilização em testes imunoquímicos que foi o 

objetivo deste trabalho. O Reativo Verde utilizado na coluna cromatográfica 

demonstrou-se seletivo na adsorção dos anticorpos e a quitosana/alginato 

também apresentou potencial. 

 Apesar da recuperação total não ter sido concluída, devido à presença de 

albumina nas etapas de eluição, os resultados demonstram que o adsorvente 

utilizado, juntamente ao sistema tamponante mais efetivo pode trazer resultados 

concretos com o objetivo de se obter moléculas com um maior grau de pureza. 

 A importância deste estudo nos mostra que é possível obter os anticorpos 

monoclonais purificados com materiais mais baratos junto a técnicas 

convencionais, como a cromatografia de afinidade e que trazem resultados 

promissores, no qual se poderia ser complementados e obter um aumento na 

porcentagem de recuperação desses anticorpos.  

  

7.2 CONCLUSÃO GERAL DO TRABALHO 

 

 Anticorpos monoclonais tem oferecido novas perspectivas como terapias 

para várias doenças. A especificidade que essas moléculas possuem de se ligar 

em determinadas estruturas, fez com que fosse investido em estudos para o 

desenvolvimento de novas drogas. 

 A grande dificuldade é de se obter em processos produtivos um alto grau 

de purificação que tem aumentado significamente o custo da produção dessas 

moléculas em escala industrial. Por isso, métodos de purificação que são mais 
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baratos e que apresentam resultados satisfatórios vem a ser a esperança das 

pesquisas para obtenção dessas moléculas.  

É possível constatar este fato no projeto de pesquisa desenvolvido pelo 

Professor Doutor Igor Tadeu Lazzarotto Bresolin, que utilizado técnicas clássicas 

de operação unitária e materiais naturais, como o ligante Reativo Verde, que 

trazem resultados promissores para purificação dos anticorpos. 

Ao alcançar o objetivo, vamos poder constatar progressos em terapias 

com anticorpos monoclonais por conta de apresentarem poucos efeitos adversos 

e por serem moléculas homogêneas de alta especificidade que vão revolucionar 

e trazer avanços em pesquisas e tratamento de diversas doenças. 
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APÊNDICE A - IMPLEMENTAÇÃO DA METODOLOGIA DE BRADFORD 

A metodologia de Bradford serve para a quantificação de proteínas. O 

preparo do seu reagente foi realizado em laboratório. Primeiramente dissolveu-

se 0,1 g de Coomassie Briliant Blue G-250 em 50 mL de etanol 95%. Colocou-

se a solução em agitação e com isso adicionou-se 100 mL de ácido fosfórico 5%. 

Após tais procedimentos, a solução foi agitada por mais um período de 2 

horas e completou-se o volume para 1 L com água ultrapura. Depois deixou-se 

agitar por mais um período de 6 horas. O reagente final foi filtrado e transferido 

para um frasco coberto com papel alumínio para evitar que o Coomassie Blue 

reagisse com a luz.  

A curva de calibração foi feita utilizando BSA (Albumina de Soro Bovino) 

como proteína padrão. Foi preparada uma solução de BSA 0,1 mg/mL. Pesou-

se 0,01 g de BSA e dissolveu-se em água ultrapura, cuidadosamente, para que 

se evitasse a desnaturação da proteína (formação de bolhas) e completou-se o 

volume até 100 mL em um balão volumétrico. Prepararam-se as diluições em 

tubos eppendorf, em duplicata, conforme os valores apresentados na Tabela 2: 

 

Tabela 5: Preparação da curva de calibração do método de Bradford 

Concentração 

(mg/mL) 

Fator de 

Diluição 

Volume de 

BSA0,1mg/mL (µL) 

Volume de Água 

(µL) 

0,00 

0,01 

0,02 

0,04 

0,06 

0,08 

0,10 

- 

10 

5 

2,5 

1,67 

1,25 

1 

0 

100 

200 

400 

600 

800 

1000 

1000 

900 

800 

600 

400 

200 

0 

 

Transferiu-se 100 μL de cada solução para as cubetas e adicionou-se 1 

mL de reagente Bradford, esperou-se 10 minutos para que a reação ocorresse 
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e por final, fez-se as leituras em um espectrofotômetro UV-Vis, para um 

comprimento de onda de 595 nm. Os resultados são apresentados na Figura 8. 

 

A cada novo lote de reagente feito no laboratório, são realizadas novas 

curvas com os resultados (dados não mostrados). 

 

Figura 18 - Curva de Calibração realizada com o método Bradford a partir de uma 
amostra de proteína de BSA 


