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Objetivo: Este trabalho esta relacionado ao melhoramento das etapas metodoldgicas
envolvidas na produgdo da imunoglobulina anti-lIgG humana a ser usada no kit de
diagndstico da Leishmaniose humana.

Meétodos: As amostras de soro policlonal caprino anti-lgG humana foram submetidas a
diferentes concentracOes de sulfato de amonio (SA) para determinar a condi¢do adequada
de precipitacdo. Em seguida o precipitado foi solubilizado e submetido a dessalinizacdo
em cromatografia de exclusdo molecular na matriz Sephadex G25. A fracdo proteica
recuperada foi quantificada pelo método de Folin-Lowry modificado e analisada por
SDS-PAGE 12,5%. Visando a selecdo da coluna cromatografica de troca idnica mais
apropriada para a purificacdo do anticorpo em questdo foram testadas as matrizes Hitrap
ANX, Hitrap Q FF, DEAE Hicap, TMAE Hicap, DMAE Hicap e Poros HQ50 — todas
contendo 1 mL de leito cromatografico. Os eluentes e as condi¢es cromatograficas foram
as mesmas para todas as colunas. Visando a determinacdo da capacidade de ligagéo
dindmica das colunas Poros HQ, DEAE Hicap scout e TMAE Scout — aquelas que
apresentaram os melhores resultados usou-se uma fracdo anti-lgG humana purificada na
coluna Poros HQ 50.

Resultados: A melhor condigéo para a precipitacdo de imunoglobulina caprina anti —IgG
humana foi de 30% de saturacdo de sulfato de aménio (1,2 M). As colunas Hitrap ANX,
DEAE Hicap, TMAE Hicap e DMAE Hicap apresentaram fragdes que efluiram no
volume morto das colunas. As colunas Hitrap Q FF e Poros HQ50 apresentaram perfis
cromatograficos similares, mostrando significativa resolugéo entre a fracdo de IgG e o

pico de albumina.
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Conclusao: O uso da matriz cromatografica Sephadex G25 em uma coluna XK 50
(5cmx30cm) com o propoésito de dessalinizagdo do soro caprino anti-lgG humana
precipitado com 30% de sulfato de amdnio mostrou-se eficiente. Dentre as colunas
cromatograficas previamente selecionadas, em um total de 7 colunas, aquelas que
mostraram a melhor resolucdo para a purificacdo — separagédo da albumina da IgG de cabra
(anti — IgG humana), foram as colunas Poros HQ 50 e Hitrap Q FF. A Poros HQ mostrou
a maior capacidade de ligacdo da matriz (Binding Dynamic Capacity) dentre as colunas
testadas, a saber, Poros HQ 50 , DEAE Hicap e TMAE Hicap. Os resultados auferidos
neste trabalho séo auspiciosos no sentido de propor futuramente a substituicdo da coluna
de DEAE Sephacel, classicamente utilizada na purificacdo de anticorpos, levando-se em
conta ndo so a sua resolucdo, como também sua alta capacidade de ligagcdo a amostra em
tela. Ademais, podemos salientar que a coluna de perfusdo cromatogréafica Poros HQ 50
pode operar com um fluxo de pelo menos 10 vezes maior do que o tradicionalmente usado
com a coluna de DEAE Sephacel, resultando tal fato em uma economicidade de tempo
(high-throughput).
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