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Introducéo:

Imunoglobulinas do tipo M sdo excelentes imuno redoces para deteccdo de doencas
na fase aguda. Neste contexto, Bio-Manguinhos mgiadainco IgM monoclonais
diferentes para serem utilizados no desenvolvime®oum teste diagndstico (em
processo de patente). Via de regra, a purificagdg requer varias etapas,envolvendo
processos de precipitacao principalmente salin&tedos cromatograficos que devem
ser otimizados em funcéo da proteina alvo. As nodbgéhs utilizadas para o isolamento
e purificacéo de IgM influenciam diretamente a edmédade e sensibilidade de ensaios
imunoldgicos. Neste trabalho, visamos desenvolvea umetodologia que pode ser
aplicada para as diferentes IgMs produzidas, comom&empo de execucdo, maior

recuperacao proteica e reprodutibilidade.

Objetivo:
Este estudo visa a otimizacdo de um protocolo ddiqgacdo de IgM envolvendo,

precipitacdo com PEG associado as cromatografiazaesdo molecular e troca idnica.

Metodologia:

Amostras obtidas a partir de diferentes clonesete@s de IgM foram submetidos a
precipitacdo com PEG-6000 a 4%. Os sobrenadantie®slioram incubados novamente
com PEG-6000 em concentracdes variando de 5 a ¥%owucentracdo final para

avaliacdo da cinética de precipitacdo de IgM. @sipitados foram analisados por SDS-
PAGE e cromatografia de exclusdo molecular (SECkelmna Superedex 200 (10/30)
para estabelecer a condicdo que favorece a maiceotacado da IgM. Apos definicdo

da condicao ideal de precipitacdo, o material ibinsetido a SEC em coluna Superdex



200 High Load 26/60. As fracbes contendo IgM foramnidas e submetidas a croma-
tografia de troca idnica (IEX) em coluna Poros 50HChomogeneidade das fragdes
purificadas foi analisada por SDS-PAGE.

Resultado:

A precipitacdo inicial com PEG 4% reduziu em 88% or de albumina contida nas
amostras avaliadas por SDS-PAGE. Entretanto, adregntendo IgM apresentou apenas
6,14% da area total analisada por SEC, sugerindecassidade de uma segunda
precipitacédo para concentrar a fracdo de IgM.

Pela avaliacdo da cinética de precipitacdo subséguebservou-se que PEG na
concentracao final de 10% promoveu um aumento cmge IgM de aproximadamente
5vezes (51,72% de area total) em relacédo a anostada com PEG 4%. Concentragcfes
de PEG superiores a 10% promovem a precipitac@uoies contaminantes que podem
incluir a alfa 2 macroglobulina, principal contamuite de preparacdes de IgM comercial.
O perfil obtido apdos SEC permitiu a separacédo ddepras de médio a baixo peso
molecular, incluindo a albumina residual. Contugor SDS-PAGE verificou-se a
presenca de contaminantes, sendo necessario uonadaegtapa cromatogréfica para a
purificacdo. A melhor condi¢cdo para isolamento gid por IEX foi utilizando-se um

gradiente do tipo degrau, no qual IgM eluiu comMde NacCl.

Conclusao:

O protocolo proposto de precipitacdo com PEG, S&guido por IEX promoveu o
isolamento das imunoglobulinas tipo M produzidas difierentes clones de forma
eficiente e rapida.
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