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IMMOBILIZED METAL-ION AFFINITY CHROMATOGRAPHY (IMAC) OF BIOMOLECULES: FUNDAMENTAL ASPECTS
AND TECHNOLOGICAL APPLICATIONS. Immobilized Metal Ion Affinity Cromatography — IMAC — is a group-specific based
adsorption applied to the purification and structure-function studies of proteins and nucleic acids. The adsorption is based on
coordination between a metal ion chelated on the surface of a solid matrix and electron donor groups at the surface of the biomolecule.

IMAC is a highly selective, low cost, and easily scaled-up technique being used in research and commercial operations. A separation

process can be designed for a specific molecule by just selecting an appropriate metal ion, chelating agent, and operational conditions

such as pH, ionic strength, and buffer type.
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INTRODUCAO

Os principios fundamentais da afinidade de biomoléculas por
ions metdlicos sdo conhecidos desde o inicio do século passado. Em
1974, Everson e Parker demonstraram que fons metdlicos presentes
em metaloproteinas s@o os principais responsdveis pela adsor¢ao
dessas em resinas contendo quelantes imobilizados e exploraram esta
afinidade na separagdo deste tipo de proteinas.! A técnica proposta
por Everson e Parker popularizou-se com o trabalho publicado por
Porath e colaboradores em 1975, quando os autores introduziram o
termo cromatografia de afinidade por fons metdlicos imobilizados
(Immobilized Metal-Ion Affinity Chromatography — IMAC).2 IMAC
explora a interacdo entre espécies doadoras de elétrons presentes na
superficie de biomoléculas em solugdo e fons metdlicos quelatados
imobilizados em um suporte sélido. Inimeras sdo as aplicagdes
analiticas, preparativas e industriais de IMAC, como a separacio e
purificacdo de diferentes biomoléculas (peptideos, proteinas e d4cidos
nucléicos), a separacio de células a partir de extratos bioldgicos e
estudos de estrutura-funcdo de proteinas.

Inicialmente a técnica de IMAC foi extensamente utilizada para
purificagio de biomoléculas contendo naturalmente grupos doadores
de elétrons em residuos de aminodcidos expostos na superficie (tais
como o anel imidazol de histidina), os quais sdo primariamente res-
ponsdveis pela interagdo biomolécula-ion metdlico. Com o advento
da tecnologia do DNA recombinante, foi possivel a incorporagdo de
caudas (fag) em proteinas que ndo contém naturalmente espécies
doadoras de elétrons, tal como a fusdo de sequéncia de seis histidinas
na porcdo C ou N-terminal da proteina alvo, conferindo & mesma a
possibilidade de purificagdo por IMAC.**

Apesar de na literatura existirem excelentes artigos de revisdo em
inglés sobre IMAC™!4, nesta reviséo, devido a intensa atividade neste
campo, pretende-se abordar aspectos fundamentais, aplicag¢des tec-
noldgicas (escala de laboratorio e industrial) e cientificas com énfase
na purificag@o de proteinas nativas e recombinantes (com cauda de
poli(histidina)). Dentre os aspectos fundamentais do método, serdo
destacados a selecdo de fons metdlicos, de agentes quelantes, de ma-
trizes cromatogréficas utilizadas como fase estaciondria (desde parti-
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culas porosas a membranas), a quimica de ativagdo e de imobilizacdo
e as condi¢Oes operacionais (pH e forga idnica da fase liquida, tipo
ou composi¢do da solugdo tamponante, etc). As vantagens da técnica
de IMAC serdo discutidas, bem como problemas que eventualmente
surgem quando esta técnica € utilizada no processo de producio de
proteinas de interesse farmacéutico.

PRINCIPIOS BASICOS DE IMAC PARA PURIFICACAO
DE PROTEINAS

A técnica de IMAC baseia-se na afinidade diferencial que fons
metdlicos imobilizados em uma matriz sélida apresentam por certos
grupamentos expostos na superficie de uma molécula em solugio.
Esta afinidade resulta de ligagdes de coordenag@o reversiveis formadas
entre um fon metdlico quelatado (o centro de adsor¢do) e certos resi-
duos de aminodcidos, tais como imidazol da histidina, tiol da cisteina
e indol do triptofano, os quais doam elétrons para o fon metdlico, ou
seja, atuam como base de Lewis.””!! O agente quelante € acoplado a
uma matriz sélida por meio de ligacdes covalentes. O fon metalico, por
sua vez, ¢ imobilizado ao agente quelante por ligagdes de coordenacao
formadas entre o fon metdlico e 4tomos de nitrogénio, oxigénio ou
enxofre presentes na estrutura do agente quelante.>%!°

Proteinas ou outros solutos introduzidos na fase mével sdo adsor-
vidos principalmente pela formacao de ligacdes de coordenacio com
sitios remanescentes dos fons metalicos quelatados, havendo também
a possibilidade de outras forcas envolvidas, tais como forgas eletros-
taticas, interagdes hidrofébicas e forcas de van der Waals, sendo que
nem sempre € possivel determinar suas contribuigdes relativas.'>!> As
moléculas adsorvidas podem ser eluidas por competi¢do com outras
espécies doadoras de elétrons (por exemplo, com imidazol ou com
um agente quelante solivel) ou por protonagio de grupos doadores
de elétrons presentes na proteina adsorvida (redugdo de pH).>¢1°
De forma geral, fons metdlicos imobilizados em uma matriz podem
ser removidos pela adicdo de agentes competidores fortes, como o
EDTA (4cido etileno-diamino-tetraacético), sem que haja perda da
capacidade da matriz, ou seja, ela pode ser carregada novamente (com
0 mesmo fon metélico ou um outro).

Meétodos de separagio especificos podem ser desenvolvidos para
cada proteina alvo, com a escolha adequada do fon metdlico, do



Vol. 32, No. 5

agente quelante e das condi¢des cromatograficas tais como pH, forca
i0nica, tipo de tampao, velocidade superficial etc.>”!! A estabilidade
dos quelatos em uma ampla faixa de temperatura e condi¢des da fase
liquida é uma vantagem da técnica, pois, além de significar estabili-
dade operacional desejada em aplicacdes rotineiras (analitica e larga
escala comercial), propicia também a reutilizacdo dos mesmos, sem
que haja perda de desempenho.'®

A seguir serdo discutidos os cinco principais aspectos envolvidos
em IMAC, a quimica de coordenagdo, os fons metdlicos, os agentes
quelantes, as matrizes cromatogrificas usadas para imobilizacdo
dos agentes quelantes e as condicdes de adsorcio, eluicdo e rege-
neracdo em processos de purificagdo e estudos de estrutura-fungao
de biomoléculas.

Quimica de coordenacio em IMAC

Em meio aquoso, os fons metdlicos sdo solvatados por moléculas
de dgua, atuando como 4cido de Lewis (aceptor de pares de elétrons) e
a dgua como base de Lewis (doadora de pares de elétrons).!” Contudo,
quando a molécula de dgua € substituida por uma base mais forte,
forma-se um complexo de coordenagdo. Quando esta base contiver
um tnico par doador de elétrons, ou seja, for um ligante monodentado,
esta coordenacdo resultard na formacao de um complexo metalico.
Por outro lado, se a base contiver dois ou mais dtomos doadores de
pares de elétrons, haverd a formacdo de um quelato metalico.>71112:16
O termo quelato tem origem do latim chela ou do grego khélé, que
significa “pinga”. Neste caso, a molécula doadora de elétrons passa
a ser chamada de agente quelante.

Quando um agente quelante € imobilizado em uma matriz
solida por ligacdes covalentes, um fon metalico que venha a ser
quelatado origina um centro de adsorcdo, apresentando sitios
livres para interagdo com biomoléculas.>? De acordo com Wong e
colaboradores,’ estas interagdes ocorrem devido a polarizabilidade
das espécies envolvidas, eletronegatividade, estado de oxidacao,
tamanho, tipos de ligagdes (idnica ou covalente) e disponibilidade
do doador de elétrons.

A reversibilidade da interacdo da biomolécula em questdao com
o fon metdlico imobilizado € fruto do carater dcido-basico dos fons
metdlicos utilizados em IMAC e, nas protefnas e peptideos, princi-
palmente dos dtomos de nitrogénio aromatico.

Estudos desenvolvidos sobre complexos de coordenacao mos-
traram que a associagdo de um 4cido e de uma base de mesmo
cardter, segundo o principio dos 4cidos e bases duros e moles
(HSAB — Hard and Soft Acids and Bases), resulta em compostos
estdveis.'® O principio HSAB assume que ha trés tipos principais
de dcidos e de bases: duros, intermedidrios e moles. fons metdli-
cos tais como K*, Mg?*, Ca?* e Fe** sdo classificados como dcidos
duros e coordenam estavelmente bases duras (principalmente
atomos de oxigénio, nitrogénio alifatico e fésforo), enquanto que
os fons metdlicos Ag* e Cu* sdo classificados como dcidos moles
e coordenam de maneira estdvel bases moles (principalmente 4to-
mos de enxofre). Por sua vez, fons metélicos de transicdo (Cu?*,
Zn*, Ni** e Co*) sdo classificados como dcidos intermedidrios
e formam ligagdes de coordenacdo estdveis com bases interme-
didrias (principalmente dtomos de nitrogénio aroméatico) e moles
(principalmente dtomos de enxofre).”!3

Quando quelatados, os fons metdlicos apresentam variagdes na
afinidade por biomoléculas, resultante de diferencas de interagdo que
ocorrem entre quelatos metdlicos e espécies doadoras de elétrons
expostas na superficie dessas (interacdes que podem ser preditas
pelo principio de HSAB). A escolha adequada do fon metalico a ser
utilizado € de fundamental importancia no processo de purificagcdo
de biomoléculas por IMAC.
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fons metilicos utilizados em IMAC

De modo geral, qualquer fon metélico que apresente a capacidade
de interagir com protefnas pode ser utilizado em IMAC, porém, Fe™,
Co*, Ni**, Cu*, Zn*, Al** e Ca** sdo os fons metdlicos mais comu-
mente empregados devido ao cardter dcido intermedidrio discutido
anteriormente. Os fons metalicos Cu®*, Ni**, Co** e Zn** sdo utilizados
na purificacdo de proteinas que possuam residuos de histidina, tripto-
fano e cisteina, em que os fons metdlicos interagem com o nitrogénio
aromadtico dos grupamentos imidazol, indol e com o enxofre do grupa-
mento tiol, respectivamente, de cada aminodcido.® Os fons metélicos
Fe’* e AI’* ligam-se a fosfato e fosfoésteres primdrios, podendo ser
utilizados para separar fosfoproteinas,'** e o fon Ca** coordena de
maneira estavel o 4tomo de oxigénio presente em grupos carboxilicos
dos residuos dos aminodcidos dcidos aspdrtico e glutamico, podendo
ser utilizado para purificacdo de protefnas ricas em grupamentos
carboxilicos, tais como fibrinogénio e calmodulina.?!

Sulkowski® demonstrou que o par de elétrons presente no ni-
trogénio do anel imidazol da histidina € o principal contribuinte na
interacdo entre a proteina e fons metdlicos de transi¢do (quando que-
latados ao 4cido iminodiacético, IDA) e que a presenga de multiplas
histidinas expostas na superficie da proteina a ser separada aumenta
o grau desta intera¢do. Aminodcidos aromadticos, como o triptofano,
também sdo importantes na reten¢do de proteinas. Contudo, a con-
tribui¢do de um residuo de triptofano pode ser considerada pequena
quando comparado ao efeito que a histidina apresenta na retencéo
de proteinas em IMAC (Tabela 1).%1322 A cisteina também afeta a
retencdo de proteinas em IMAC, no entanto, este residuo serd ligado
somente se estiver na forma reduzida (Tabela 2).

Tabela 1. Predi¢do da afinidade proteina-IDA-Me** (onde Me?* vem
a ser Cu®, Ni**, Zn** ou Co*") baseado em residuos de histidina e
triptofano acessiveis na superficie de proteinas

Ocorréncia de residuos His ou
Trp na superficie de proteinas

Retengdo de proteinas nos
quelatos IDA-Me?*

Auséncia de His ou Trp ndo h4

1 His Cu®

> 1 His Cu?, Ni**
Cluster de His Cu?*, Ni**, Zn**, Co**
Virios Trp, auséncia de His Cu*

A acessibilidade dos residuos de histidina e a sequéncia de resi-
duos adjacentes de aminodcidos podem alterar significativamente a
retencéo de proteinas em IMAC. Residuos que ndo se ligam a fons
metdlicos podem contribuir indiretamente para a coordenagdo, por
proporcionarem uma geometria local adequada (Tabela 2).'%22 Esses
fatores em conjunto podem influenciar nas ligagdes de coordenacio
formadas, ou seja, dois ou mais residuos de aminodcidos podem se
ligar a um unico fon metdlico (coordenacdo polidentada) ou pode
ocorrer interagao multipontos, onde uma tnica proteina contendo va-
rios residuos de aminodcidos pode se ligar a vdrios fons metélicos.!**
Além dos residuos de aminodcidos, o grupo NH, da extremidade
N-terminal das proteinas também participa diretamente na interagao
com o fon metdlico imobilizado, no entanto, essa contribui¢do € sig-
nificativa somente a valores de pH acima de 8,0, quando o nitrogénio
do grupo amino se encontra desprotonado (Tabela 2).

Poucas sdo as proteinas que naturalmente contém residuos de his-
tidina localizados na superficie, uma vez que estes residuos possuem
um carater ligeiramente hidrofébico e se localizam, mais frequente-
mente, no interior da molécula. As interacdes em IMAC podem ser
mais eficientes quando proteinas sdo geneticamente modificadas para
conter caudas (fag) de residuos de histidinas consecutivas (normal-
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mente 6 residuos) ou separadas por alguns aminoécidos (His-X-His)
na porcdo N- ou C- terminal ou contiverem histaminilpurina, no
caso de DNA 3#122 Esta cauda confere 2 proteina a possibilidade de
interagdo multipontos com os fons metélicos Ni**, Cu*, Zn?** ou Co**
imobilizados, facilitando a purificagdo da proteina alvo, tendo sido
relatados muitos processos de purificagio em uma tnica etapa.'>!4
Além disso, a cauda € pouco imunogénica, ndo carregada em pH
fisioldgico e raramente interfere na estrutura ou funcdo da proteina
alvo.>422¢ Finalizada a etapa de purifica¢@o, caso seja necessdrio, a
ligacdo entre a cauda e a proteina alvo pode ser rompida empregando-
se métodos quimicos ou enzimdticos que preservem a estrutura e a
atividade da proteina de interesse.

Tabela 2. Contribui¢io de residuos de aminoécidos na reten¢ao de
proteinas em IMAC

Ocorréncia de re- Retengdo Mecanismo
siduos de amino de proteinas nos de
acidos na superficie quelatos interacao
de proteinas

His ++++ Direta
Cys* -+ Direta
Asp, Glu - Indireta
Lys, Arg Indireta™*
Trp, Tyr, Phe + Indireta
NH, terminal ++ Direta

* Cys liga-se somente se estiver na forma reduzida.
** Torna-se direta em pH alcalino.

Agentes quelantes em IMAC

As propriedades do centro de adsor¢do dependem fortemente do
agente quelante utilizado. De modo geral, quanto mais polidentado
for o agente quelante, mais estaveis s3o os complexos formados com
os fons metélicos, porém menor quantidade de sitios permanece
disponivel para a ligacdo com a biomolécula e, consequentemente,
a mesma ¢ mais fracamente adsorvida.>?’

Muitos compostos sdo empregados como agentes quelantes em
IMAC, sendo que o mais utilizado € o dcido iminodiacético (IDA, Figura
1). OIDA € um agente quelante tridendado (possui um atomo de nitrogé-
nio e dois dtomos de oxigénio para a coordenagio), isto €, quelata o fon
metdlico ocupando trés sitios de coordenag@o. No caso de fons metalicos
hexacoordenados, com trés sitios ocupados, hd disponibilidade para a
biomolécula interagir com os outros trés sitios remanescentes. As cons-
tantes de dissociagdo do IDA, pK e pK, sio 1,73 e 2,73, respectivamente®
e, de acordo com dados da Sigma-Aldrich Technical Service, apresenta
ponto isoelétrico entre valores de pH 2,0 e 3,0. A baixos valores de pH, a
protonacao do nitrogénio do IDA torna esse dtomo menos disponivel para
coordenacdo, enquanto que a capacidade de coordenagio do oxigénio
& menos afetada.!" De acordo com Porath,’ a estabilidade dos quelatos
formados entre IDA com alguns fons metdlicos decresce na seguinte
ordem: Cu?* > Ni** > Zn* > Co* >> Ca* = Mg*.

Agentes quelantes tetradentados como, por exemplo, o dcido as-
partico carboximetilado (CM-Asp), o tris-2(aminoetil)amina (TREN)
e o dcido nitrilotriacético (NTA) ocupam quatro sitios de coordenagao,
quando quelatam fons metdlicos hexacoordenados, deixando apenas
dois sitios livres para a ocorréncia da ligacdo com a biomolécula (Figura
1). Uma diferenca entre eles € que o CM-Asp e o NTA possuem um
atomo de nitrogénio e trés dtomos de oxigénio para a coordenag@o,
enquanto o TREN possui quatro 4tomos de nitrogénio disponiveis para
aligacdo com o metal, dois dos quais s@o primdrios, e um € secunddrio
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e o quarto ¢ tercidrio.”” De acordo com a Sigma-Aldrich Technical
Service, a diferencga de ponto isoelétrico € também significativa: 10,5
para o TREN e entre 2,0 e 4,0 para o CM-Asp e o NTA.

(e)

Figura 1. Estrutura proposta de alguns agentes quelantes polidentados
complexados com ions metdlicos: (a) IDA; (b) CM-Asp; (c) TREN; (d) NTA;
(e) TED. Adaptado das refs. 12 e 29

O agente quelante tris(carboximetil)etilenodiamina (TED, Figura
1), por ser pentadentado, apresenta uma elevada estabilidade nas liga-
¢des de coordenagdo, principalmente quando quelatando os fons Ni* e
Fe*.? Porém, como este agente quelante disponibiliza apenas um tnico
sitio de coordenagdo do fon metdlico com a biomolécula, a capacidade
de adsorcdo do complexo TED-Me?* € bastante reduzida. Recomenda-
se o uso deste agente quelante em situagdes em que biomoléculas
apresentem tendéncia de retirar o fon metdlico da coluna.*

Estudos indicaram que as constantes de formacao de quelatos
metalicos, quando os agentes quelantes estdo imobilizados em supor-
tes solidos, sdo da mesma ordem de grandeza das constantes obtidas
para compostos andlogos em solucdo. !

Porath e Olin® apresentaram uma representagéo da capacidade de
adsorcdo e seletividade para alguns agentes quelantes e fons metali-
cos imobilizados (Figura 2). Chaga!! mostrou que cerca de 50% das
proteinas oriundas de fontes bioldgicas poderiam ser retidas em Cu*
imobilizado, ao passo que esse nimero tende a cair significativamente
se Ni**, Co*" ou Zn** sdo utilizados.

Sharma e Agarwal®® apresentaram um estudo comparativo das
caracteristicas de coordenagdo de fon metdlicos Cu** e Ni** nos agentes
quelantes IDA (tridentado) e TREN (tetradentado) imobilizados em géis
de agarose. Estes autores observaram que as capacidades de quelagdo
para os ions metdlicos Cu?** foram maiores que para os fons metalicos
Ni*, para ambos os agentes quelantes estudados. Porém, partindo-se do
pressuposto de que quanto mais polidentado for o agente quelante, maior
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é a estabilidade do quelato, pode-se inferir que os quelatos TREN-Me?**
poderiam ser mais estdveis se comparados aos quelatos IDA-Me**. Con-
tudo, os autores mostraram que esta afirmagao nao € valida para todas as
condicdes, uma vez que parametros como natureza do tampao, pH, forca
i0nica e concentragao do metal na solugao alimentada na coluna, além de
caracteristicas intrinsecas dos dtomos doadores de elétrons nos agentes
quelantes, desempenham um importante papel no que diz respeito a
estabilidade dos quelatos metdlicos e capacidade médxima de adsorgao.

Ions metalicos imobilizados

Cu? > Ni** > Co?* 2 Zn**

Seletividade

Capacidade de adsor¢éo

-

IDA® > NTA* > CM-Asp* > TREN* > TED?

Agentes quelantes

Figura 2. Agentes quelantes e ions metdlicos: especificidade em fun¢do da
capacidade de adsor¢do. Adaptado da ref. 11 e modificado por Bresolin’' e
Ribeiro®. Os sobrescritos referem-se a polidentacdo dos agentes quelantes:
tridentado (3), tetradentado (4) e pentadentado (5)

Matrizes cromatograficas utilizadas em IMAC e quimica de
ativaciio e imobilizacao de agentes quelantes

Matrizes cromatograficas a serem utilizadas em IMAC devem
apresentar as mesmas caracteristicas requeridas que aquelas empregadas
em técnicas cromatogréficas para purificacdo de proteinas. A principal
exigéncia € que a matriz seja hidrofilica, visando néo favorecer a adsor¢ao
ndo-especifica de biomoléculas.'>'* Além disto, € essencial a presenca
de grupos funcionais que possibilitem a modificagdo quimica (ativagao)
do material para imobilizagio de ligantes. E aconselhdvel que a matriz
apresente também as seguintes caracteristicas: alta resisténcia mecanica,
area superficial e porosidade elevadas, estabilidade em uma ampla faixa
de pH e na presenca de sais e solventes organicos.>!!:13:14.29:31-33

Nas técnicas cromatograficas de baixa pressdo, que vém a ser a
maioria dos casos de IMAC, as matrizes mais comumente utilizadas
sdo géis de agarose, celulose ou dextrana reticulada. Estes géis sdo
compressiveis e seu emprego € restrito a operacdes que requerem
baixo fluxo, sendo pouco utilizados em nivel industrial, devido a baixa
produtividade.'>"* Na maioria dos trabalhos publicados de IMAC, a
ativagdo destas matrizes foi realizada com epicloridrina ou bisoxiranos
(por exemplo, 1,4 butanodiol diglicidil éter), produzindo suportes com
grupos epoxido (Figura 3). Quando necessdrio, bragos espagadores,
ou seja, moléculas acopladas covalentemente a fase estaciondria com
objetivo de distanciar o ligante da matriz (por exemplo, amino-hexil),
podem ser utilizados para evitar que ocorram problemas de impedi-
mento estérico durante a adsor¢do da biomolécula alvo. Os agentes
quelantes sdo ligados covalentemente a fase estaciondria ativada ou ao
brago espacador através de seu grupo amino (Figura 3).

Quando o processo requer alto fluxo e alta produtividade, podem
ser empregados adsorventes inorganicos, como silica, pois apresen-
tam excelentes propriedades mecénicas. As desvantagens da silica
residem na adsor¢ao ndo especifica de proteinas, no requerimento de
equipamentos de alta pressdo e na sua instabilidade em meio alcalino
(pH > 8,0), limitando, assim, seu uso em IMAC para purificacdo de
proteinas.'>!* Quando empregados em IMAC, este suportes séo, na
maioria dos casos, ativados com epoxissilanos e a ligagdo do agente
quelante € realizada pelo terminal amino.?"?
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+ Cl— CH,— CH —CH,

Epicloridrina
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O=—CH,—~CH—CH, + NIH OH
H,C
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2 Agente Quelante (IDA)
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0=—CH,—CH—CH,—N OH
i2+
H,C + Ni
oc=—0H
H.,0
b I
0 =—CH,=—CH—CH, —N §
HC
TN G H,0
oc—0

2

Se necessario, pode-se acoplar um brago espagador,

por exemplo, aminohexil, entre as etapas 2 e 3
NH:
HQN/WV aminohexil

1. Matriz "in natura”
2. Matriz ativada com epicloridrina
3. Acoplamento do agente quelante IDA

4. Imobilizagéo do jon metélico Ni?*

Figura 3. Esquema de ativagdo por epicloridrina, acoplamento do agente
quelante e imobilizacdo de ion metdlico em matrizes poliméricas

De modo a superar as desvantagens apresentadas pelos géis de
polissacarideos, cromatografia em leito expandido e cromatografia
em membranas adsortivas apresentam-se como uma alternativa,
podendo ser empregadas em larga escala. Na cromatografia em leito
expandido, um fluxo ascendente de fase mével na coluna promove
a expansdo do leito - distanciamento das particulas de adsorvente
(géis especiais, por exemplo, Streamline Chelating®, Amersham
Pharmacia) de velocidade terminal diferente, devido a forca de arraste
— que, desta forma, pode receber alimentac¢do com particulados sem
que haja colmatagio (entupimento) do leito.”> Na cromatografia em
membranas, o transporte das moléculas da solugdo até o interior dos
poros € regido, sobretudo, pela convecgdo e ndo pela difusdo (como
ocorre nos géis). Este transporte convectivo facilita o acesso da
biomolécula ao sitio de fixacdo do ligante. Além disso, altas vazdes
podem ser obtidas com pressdes moderadas, sem necessidade de uso
de equipamentos de alta pressdo.** Membranas de diversos materiais
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(por exemplo, celulose, dlcool poli(etileno)vinilico (PEVA) e fibras de
vidro) e diversas configuragdes (placas planas e fibras ocas) tém sido
empregadas como matrizes para a imobilizacio de agentes quelantes
para uso em IMAC, visando a purifica¢do de biomoléculas.*'*>* No
caso de membranas e géis empregados em leito expandido, as t€cnicas
de ativacdo e imobilizagdo dos agentes quelantes sdo similares aquelas
utilizadas para os géis cromatograficos tradicionais.

Pesquisas recentes vém demonstrando que materiais a base
de outros polimeros, naturais ou sintéticos, como quitosana,
etileno-glicol, metacrilatos, além de minerais como hidroxiapatita
e magnetita, podem ser utilizados como matrizes para imobilizacio
de agentes quelantes, seja para uso em leito fixo ou expandido.*4¢
Outros materiais, como capilares monoliticos de silica, nanotubos de
carbono e fulerenos também sdo utilizados para a imobilizagdo de
fons metdlicos na presenga ou auséncia de agentes quelantes.*’

Adsorventes IMAC (matriz com agente quelante imobilizado)
podem ser também adquiridos comercialmente. As empresas dispo-
nibilizam adsorventes para uso em equipamentos cromatograficos de
baixa pressdo como, por exemplo, géis de agarose com IDA ou NTA
imobilizado (GE Healthcare®, Pierce®, Sigma-Aldrich® e Qiagen®)
e, também, adsorventes para uso em equipamentos cromatograficos
de média e alta pressdo como, por exemplo, matrizes de silica ou
agarose altamente reticulada com IDA ou NTA imobilizados (GE
Healthcare®, Qiagen® e Clontech Laboratoires®). A empresa Sartorius
disponibiliza também membranas planas microporosas com o agente
quelante IDA imobilizado, sendo que, assim, este adsorvente pode
ser empregado em cromatografias cujas amostras de alimentag¢do
possuem material particulado.

Adsorcao, dessor¢ao e regeneracio em IMAC

A seletividade e a capacidade de adsorcdo em IMAC depen-
dem, ndo somente dos quelatos metdlicos imobilizados na matriz
cromatografica, mas também da composi¢io da fase mével. Como
mencionado, a retencdo de proteinas em adsorventes IMAC ocorre
devido a contribuicdo de diversas interagdes fisico-quimicas, que
podem ser intensificadas ou minimizadas dependendo da composigdo
da fase moével. Quando IMAC € operado em alta concentragdo de sal
(0,5 a 1,0 mol L' de NaCl, por exemplo), predominam as ligagoes de
coordenacgdo entre fons metélicos imobilizados e residuos de aminoé-
cidos acessiveis na superficie das proteinas e, em menor intensidade,
ocorrem interagdes eletrostaticas.>1%13:14

Os efeitos eletrostdticos sdo mais intensos quando se emprega
uma fase mével com baixa forga idnica. Estes efeitos ocorrem entre
proteinas carregadas e as cargas positivas dos fons metdlicos ou as
cargas negativas remanescentes na superficie da matriz (grupos fun-
cionais ndo reagidos durante a ativacdo e o acoplamento do agente
quelante ou grupo carboxilico residual de agentes quelantes, devido
a quelagdo incompleta dos fons metdlicos).!*!*!* As intera¢des hidro-
fébicas podem ocorrer entre proteinas e sitios hidrofébicos presentes
na superficie da matriz ou nos bragos espacadores.'>!

Os efeitos do sistema tamponante, pH e for¢a idnica nas etapas
de adsorcdo e dessorcao serdo discutidos a seguir.

Condigoes de adsor¢do
Sistemas tamponantes e aditivos

Em principio, todos os tampdes tradicionais utilizados em
cromatografia liquida para purificacdo de biomoléculas podem ser
empregados como fase mével em IMAC, devendo-se, no entanto,
evitar aqueles que possuem alta afinidade por fons metélicos como,
por exemplo, tricina e citrato, pois podem remové-los do suporte. Os
tampdes mais empregados em IMAC sdo fosfato de sédio, acetato
de sddio e os zwiterionicos (Goods buffers) tais como MOPS (dcido
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3-[N-morfolino]propanossulfonico), MES (acido 2-[N-morfolino]
etanossulfonico) e HEPES (4dcido N-[2-hidroxietil]piperazina-N’-
[2-etanolssulfonico]).!?

Em menor extensdo que a tricina e o citrato, os tampdes prepa-
rados com sais de Tris (Tris [hidroximetil]aminometano) e fosfato
competem fracamente com a biomolécula pelo sitio metélico, tor-
nando, em alguns casos, a adsor¢do mais seletiva. Esta propriedade
pode também ser empregada na etapa de eluicio, onde o aumento
de concentrag@o de Tris ou fosfato pode favorecer a dessor¢do das
protel’nas,3"35’38'48'49

Dependendo da situag@o, a fase movel pode requerer a adi¢ao de
outros componentes em sua constituigao, que apresentem a fungéo de
manter a integridade de proteinas (inibidores de protease ou glicerol,
por exemplo), de prevenir a agregacgdo de proteinas (mercaptoetanol,
por exemplo) ou meramente melhorar a resolugéo do processo.?>
Vdrios autores mostraram que a presenca de detergentes ndao-idnicos
(como NP-40 e Tween 80), uréia, cloreto de guanidina 6 mol L' e
solventes organicos em baixa concentragdo no interfere nos proces-
sos de purificacdo por IMAC.#*2%35! Quando se visa o isolamento
e a purificacdo de proteinas recombinantes presentes em corpos de
inclusdo, ao se utilizar IMAC hd a possibilidade de separacio eficiente
de proteinas contendo cauda de histidina na presenca de concentragdes
elevadas de agentes desnaturantes, como uréia e guanidina-HCI."

Efeito do pH

Em IMAC, aligacdo de coordenacdo € favorecida quando grupos
ionizdveis doadores de elétrons presentes nos residuos de aminodcidos
da biomolécula estdo parcialmente desprotonados, ou seja, quando
estdo em uma condi¢d@o na qual o valor de pH € superior ao pKa dos
grupos ionizdveis. Além disso, como as ligacdes de coordenacio
com os fons metdlicos imobilizados podem ocorrer simultaneamente
com interagdes eletrostdticas, a adsor¢do de proteinas em IMAC ¢
dependente do pH.*

De modo geral, o pH 6timo de adsor¢io depende do fon metdlico
e dos grupos doadores de elétrons envolvidos na interag@o. A adsor-
¢do € favorecida numa faixa de valores de pH entre 6,0 e 8,0 para
proteinas que possuem residuos de histidinas e cisteinas acessiveis
quando se utiliza Cu?*, Ni*, Zn** ou Co*" imobilizado, enquanto
que, para proteinas ricas em dcidos carboxilicos ou grupos fosfato
(fosfoproteinas), a adsorc@o ocorre a valores de pH mais baixos (pH
5,0), quando se utiliza Ca*, Fe?*, Fe**, Mg>*.12?7 A contribui¢io de
grupos NH, terminais e residuos de aminodcidos, como arginina e
lisina, na adsor¢do em IMAC sio significativos a valores de pH acima
de 8,0, quando se utiliza Cu®* ou Ni**, por exemplo.*

Efeito da forca idnica

Quando as cromatografias sdo realizadas em condi¢des recomenda-
das por Porath e colaboradores,” ou seja, elevada concentragio de sal e
condi¢odes de pH particulares (por exemplo, pH em que os residuos de
histidina se encontram desprotonados), hd predominancia das ligagdes
de coordenac@o entre {ons metdlicos imobilizados e proteinas devido a
diminuicdo ou supressdo das interagdes eletrostdticas. Na maioria dos
casos, a elevada concentragdo de sal aumenta a seletividade em IMAC,
uma vez que a natureza do fon metalico serd o principal elemento res-
ponsavel pela adsorcéo. Além disso, as proteinas séo estabilizadas e o
processo de agregacdo tende a ser retardado.'*!4?>%* A utilizagio de uma
fase mével com baixa forca idnica (auséncia ou baixa concentragio de
sal) permite que ocorram, predominantemente, interacdes eletrostdticas,
fazendo com que o comportamento do quelato se assemelhe ao de uma
resina de troca ionica.'>!*

Nio apenas a forca idnica em si € importante, mas a adsorciao
de proteinas em IMAC pode ser também influenciada significati-
vamente pelo tipo do sal utilizado. Porath e Olin* mostraram que
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proteinas adsorvidas na presenca de 1,0 mol L' de cloreto de sédio
podem diferir daquelas adsorvidas a uma mesma forga idnica, po-
rém utilizando-se sulfato de sédio (concentragdo de 0,333 mol L*).
Normalmente em IMAC, utiliza-se uma concentracdo acima de 0,1
mol L' de cloreto de sédio.

Condigoes de dessor¢do

A dessor¢ao das biomoléculas adsorvidas na matriz cromatogra-
ficaem IMAC pode ser conduzida utilizando-se diferentes condigdes,
entre elas: alteracdo dos valores de pH da fase mével; aumento da
forga ionica da fase movel; adi¢do de agente competidor na fase
mével (por exemplo, imidazol), que possua capacidade de interagir
com o fon metalico; deslocamento do complexo fon metélico-proteina
utilizando um agente quelante mais forte (por exemplo, EDTA) e,
elui¢do isocrdtica. Os métodos mais comumente empregados sdo a
alterac@io de valores de pH e a adi¢do de um agente competidor na
fase mével da cromatografia.”!0:13.1427

Como discutido anteriormente, o pH afeta o comportamento
nucleofilico dos componentes do tamp3ao, as propriedades dos solutos
doadores e receptores de elétrons, bem como a estabilidade do quelato
metélico.”? Elui¢do por diminui¢do do pH ocasiona a protonagio
das espécies doadoras de elétrons, podendo ser um método eficiente
para dessorver proteinas que interagem com fons metdlicos Cu?',
Ni?*, Zn*, Co* e Ca’ imobilizados. Para cromatografias realizadas
com fon metdlico Fe** as proteinas podem ser eluidas por aumento
do pH. Na eluigdo por altera¢do de pH da fase mével recomenda-se
utilizar valores de pH brandos, a fim de evitar a desnaturacéo e a
desestabilizacdo da biomolécula, que pode acarretar, por exemplo,
perda irreversivel da atividade. E importante, também, realizar o
monitoramento do desprendimento do fon metalico do adsorvente,
causado pelo enfraquecimento da interagdo entre o agente quelante
e o fon metalico imobilizado.”’

A elui¢@o por aumento da forga idnica da fase mével pode ser
empregada quando interagdes hidrofdbicas e idnicas sio significativas
em relagdo as ligagdes de coordenagio.!”

No método de dessorg@o por agente competidor, os agentes
competitivos mais utilizados sdo histidina, histamina, glicina,
imidazol, fosfato e Tris. A caracteristica fundamental para que
um soluto seja considerado como um agente competidor é que
possua maior afinidade pelo sitio de ligacdo que a molécula que
estd adsorvida. Isto faz com que a biomolécula seja dessorvida
para o meio, enquanto o competidor permanece adsorvido na
matriz.”?> Apesar de evitar condi¢gdes de baixos valores de pH,
este método de eluicio também requer a introducdo de mais uma
etapa de processo a fim de eliminar o agente competitivo do meio
contendo a proteina eluida (por meio de ultrafiltracdo, permeagio
em gel ou didlise, por exemplo).

O modo de operagdo de elui¢do, seja por diminuigio de pH, adi¢do
de agente competidor e aumento da forga idnica ou a combinagio
destes métodos, € geralmente feito por gradientes linear ou degrau.'”
Particularmente, o uso de gradiente linear € interessante em experi-
mentos preliminares, em que ndo se conhece o comportamento do
perfil de eluicdo de uma dada biomolécula para, posteriormente, se
utilizar gradiente degrau, mais reprodutivel e geralmente utilizado
em processos de purificacdo em larga escala.

A eluigdo isocridtica € eficiente para dessor¢do da biomolécula
adsorvida quando a interac@o entre o {on metdlico e a biomolécula é
fraca e esta € de baixa massa molecular (menor que 30 kDa). Neste
método a elui¢do € realizada em condicdes constantes (composi¢ao
de tampao, pH e temperatura), nas mesmas condicdes utilizadas na
etapa de aplicacdo da amostra.'’ Neste caso, o pH e a concentracdo
do tampao devem proporcionar interacéio incompleta entre a biomo-
lécula e os fons metdlicos imobilizados. As vantagens deste tipo de
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elui¢do resultam em aumento da resolucdo da separag@o e na rapida
regeneragdo da coluna, mas a proteina alvo € eluida em um pool com
baixa concentragao.

O deslocamento do complexo fon metalico-proteina utilizando
um agente quelante mais forte como, por exemplo, o EDTA, € nor-
malmente utilizado para a regeneracdo da coluna apds o término da
etapa de eluicdo. Entretanto, em muitos casos, a interagdo entre o fon
metdlico e a proteina de interesse € tdo forte, que o Unico meio de
retird-la da coluna € proporcionando também o deslocamento do fon
metdlico. Este tipo de elui¢do ndo € adequado na maioria dos casos,
principalmente se a proteina alvo tem finalidade terapéutica, pois €
necessario, nestes casos, que o ion metdlico seja removido da fracio
eluida contendo a proteina.”*

Regeneragdo do adsorvente IMAC

Ap6s a etapa de elui¢do, normalmente se regenera o adsorvente
para que este possa ser reutilizado em novos ciclos operacionais, apos
nova imobiliza¢do de fon metélico.”?* Para tanto, utiliza-se um agente
quelante forte como, por exemplo, o EDTA, que sera o responsavel
por promover o enfraquecimento da interagdo fon metdlico-agente
quelante, permitindo que haja remogao dos fons metdlicos.

Em alguns casos, quando solucdes de EDTA ndo conseguem
remover do adsorvente substancias como proteinas desnaturadas ou
lipidios, € necessdria a realizacdo de procedimentos de cleaning-in-
place (CIP), envolvendo lavagem com NaCl 2 mol L', para a remog@o
de proteinas fortemente adsorvidas ionicamente, NaOH 1 mol L,
para a remog¢do de proteinas precipitadas ou adsorvidas hidrofobi-
camente, ou solu¢do 70% etanol:30% isopropanol, para remog¢ao
de lipoproteinas ou lipideos.>* Quando € necessdria a realiza¢do de
sanitizac¢do da coluna cromatografica para redugdo de contaminagao
bacteriana, apds a regeneragao do adsorvente com EDTA procede-se
a lavagem com NaOH, seguida de lavagem com dgua.’>¢

EXEMPLOS DE APLICACOES DE IMAC

Peptideos e proteinas nativas e recombinantes produzidas por
bactérias, fungos, leveduras, células animais, células de inseto e
em plantas, assim como dcidos nucléicos (DNA e RNA) vém sendo
purificados por IMAC usando os mais variados suportes, agentes
quelantes e fons metélicos.?7457-63

A literatura mostra que, além destas aplicacdes, IMAC foi utiliza-
da para separagdo de diferentes tipos de células microbianas, uma vez
que estas, quando possuiam residuos de histidina acessiveis, apresen-
tavam a capacidade de serem adsorvidas em uma coluna monolitica
de estrutura macroporosa composta por criogéis de poliacrilamida
com IDA-Cu* imobilizado.®

Proteinas que contém naturalmente residuos de histidinas aces-
siveis (recombinantes ou ndo) e apresentam importincia comercial
no campo terapéutico e diagnéstico, como proteinas do soro huma-
no,” imunoglobulinas 3387 interferon,” proteina C humana,”™
fator IX"*7 e hormonio de crescimento humano,” foram purificadas
por IMAC utilizando os metais de transi¢do Cu*, Ni**, Zn*, Fe** e
Co* imobilizados. Outros fons metdlicos, diferentes dos metais de
transigdo, tais como AI** (metal representativo), Ca** (metal alcalino
terroso) e Yb* (lantanidio), foram empregados para purificacdo de
transferrina, albumina, o.,-macroglobulina e y-globulinas, alcangando-
se elevadas seletividades, mostrando-se uma alternativa atrativa para
fracionamento seletivo de proteinas do soro humano.”’

A técnica de IMAC tem sido utilizada para a purificagdo de anticor-
pos policlonais e monoclonais de diversas fontes, devido, principalmente,
apresenga de residuos de histidina acessiveis na superticie da molécula.
Hale e Beidler® descreveram uma regido rica em residuos de histidina
localizada na porc@o Fc (préxima a extremidade C-terminal da cadeia
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pesada) no anticorpo murino humanizado do isotipo IgG,. Essa regido,
responsavel pela interacdo proteina-metal, também ocorre em diversas
outras sub-classes de IgG humana, além de IgG de coelho, carneiro,
ovelha, entre outras. Todorova-Balvay e colaboradores,” por cilculo
computacional, determinaram que a retencdo da IgG humana ocorre,
principalmente, devido a presenca de duas histidinas separadas somente
por um aminodcido (His 433-X-His 435) que seriam as responsaveis pela
sua reten¢ao em IDA-Zn** e IDA-Co*". Os resultados promissores, obti-
dos por diversos grupos de pesquisa, fazem de IMAC uma boa alternativa
aos métodos j4 existentes para a purificac@o de IgG podendo atingir, em
muitos casos, teor de pureza superior a 90%.38666771

Outras proteinas sem modificagdo prévia, apresentando natural-
mente afinidade por fons metdlicos foram purificadas com éxito por
IMAC, podendo-se citar a quimotripsina,* a catalase,” o glucagon™
e a lisozima.®

Caso a proteina alvo ndo apresente naturalmente residuos de
histidina acessiveis, a purificacio pode ser executada por IMAC ne-
gativa. Na cromatografia negativa, a proteina alvo ndo interage com
o ligante imobilizado e se as impurezas e contaminantes presentes
na alimentag¢@o interagirem fortemente e em extensao com o ligante,
sendo retidos na coluna cromatogréfica, a proteina alvo pode ser obti-
da com alta pureza nas fragdes néo retidas. Azzoni e colaboradores®!
e Genaro e colaboradores® purificaram, com sucesso, por IMAC
negativa, aprotinina recombinante de proveniente semente de milho
transgénico e aprotinina proveniente de sobrenadante de precipitacio
de processo de produgdo industrial de insulina bovina da Biobrds,
MG, Brasil, respectivamente.

Como mencionado anteriormente, residuos de histidina podem ser
introduzidos artificialmente em proteinas que nao os contém natural-
mente (ou os contém, mas se encontram inacessiveis).> A adi¢ao da
cauda de histidina em proteinas recombinantes tem sido altamente efe-
tiva, proporcionando a purificagio da proteina alvo em uma tinica etapa
com alto teor de pureza.?® Como exemplos de proteinas recombinantes
com cauda de histidina purificadas por IMAC em nivel de bancada,
podem-se citar pré-renina humana,*® B-galactosidase e peroxidase de
raiz forte®*# e, em nivel industrial, a pré-insulina humana.*

Pré-renina humana produzida em células de ovdrio de hamster
chinés (CHO), tendo uma cauda de 10 histidinas, foi purificada por
IMAC, fazendo-se uso de colunas comerciais Talon®-Co?*. Esta pro-
tefna, que € a precursora da renina, apresenta potenciais funcdes fisio-
16gicas.®* Enzimas recombinantes como -galactosidase e peroxidase
de raiz forte com cauda de poli-histidina foram purificadas usando-se,
respectivamente, agarose-dextrana-IDA-Zn** e agarose-NTA-Ni*,
alcancgando elevados niveis de pureza e recuperacdo.’*5

A pré-insulina humana recombinante tendo uma cauda de his-
tidina, produzida pela industria brasileira BIOMM (Montes Claros,
MG, Brasil) foi purificada por IMAC em géis de agarose-IDA-Ni**,
segundo procedimento descrito por Tikhonov e colaboradores.®

Como os custos de recuperagdo e purificagdo de produtos che-
gam a representar uma porcentagem significativa do custo total, a
minimiza¢do do nimero de etapas e do tempo do processo reduz
enormemente o custo do produto. Com o intuito de reduzir o nimero
de etapas do processo, Aquino e colaboradores propuseram a purifi-
cacao de pré-insulina humana recombinante com cauda de histidina
em membranas de fibras ocas de dlcool (poli (etileno vinilico)) com
o fon niquel quelatado ao IDA, devido a vantagem em relagdo aos
géis tradicionais, de tratar grandes volumes por unidade de tempo e
alimentar solugdes contendo material particulado. A metodologia pro-
posta foi equivalente em termos de seletividade, porém o adsorvente
apresentou capacidade menor que agarose-IDA-Ni>*.3

Uma das modificagdes pés-traducionais mais abundantes em
proteinas € a fosforilagdo, que consiste na adi¢do de um grupo fosfato
(PO,) a uma protefna ou biomolécula para desempenhar fungdes de
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expressdo génica e regulacio do crescimento, por exemplo.®”38 Neste
contexto, a técnica de IMAC € utilizada para o enriquecimento seletivo
de misturas que contenham componentes fosforilados e ndo-fosfori-
lados.® fons metalicos como Fe** e Ga*, por exemplo, apresentam
a habilidade de identificar tanto a proteina como o sitio fosforilado,
podendo ser utilizados neste processo de separa¢do.”®!

Acidos nucléicos (DNA e RNA) também vém sendo isolados
e purificados utilizando-se IMAC. O trabalho pioneiro de Min e
Verdine” mostrou que dcidos nucléicos com oligonucleotideos
primers contendo sequéncia de seis residuos de histaminilpurina
na sua estrutura molecular interagem seletivamente com o quelato
NTA-Ni** (agarose-NTA-Ni*) resultando num maior rendimento na
purificacio do produto da PCR, enquanto bases normais de DNA
e RNA nio participam da quelagdo com Ni**. Em trabalhos mais
recentes, pesquisadores mostraram que DNA plasmidial (pDNA) e
gendmico puderam ser separados por IMAC em agarose-IDA-Cu?
e agarose NTA-Cu?*, bem como usando-se a coluna comercial Hi-
Trap (GE Healthcare®) com Cu?* e Ni** imobilizados, apds etapas
de desnaturagdo termoquimica seguida de renaturacio, pois o DNA
gendmico parcialmente desnaturado € seletivamente ligado aos
ions metdlicos imobilizados, enquanto que o pDNA renaturado nio
apresenta afinidade.”** Por sua vez, Nastasijevic e colaboradores®
mostraram que a presenca de uma cauda de oligo-adenosina é
suficiente para conferir a ambas moléculas de DNA e RNA uma
afinidade mais intensa por NTA-Ni**, permitindo sua captura e
purificacio por IMAC.

Tan e colaboradores,” por sua vez, utilizaram IMAC com vérios
fons metdlicos de transi¢do (Cu**, Ni**, Zn?*, Co** e Fe**) imobilizados
em resinas de IMAC comerciais (IDA-Chelating Sepharose Fast Flow,
Ni?*-NTA Agarose e Talon Metal Affinity Resin) para purifica¢do de
pDNA a partir de lisado celular alcalino com a remocéao simultinea
de RNA e endotoxinas.

Além do seu uso em purificagio, IMAC também pode ser utilizado
no estudo estrutural de proteinas. O conhecimento das interag¢des
metal-proteina pode ser uma poderosa ferramenta no estudo da
interacdo entre a proteina e outras moléculas, como a rela¢do entre
enzima-inibidor.”!31#

A afinidade entre proteinas e {ons metdlicos imobilizados pode ser
também explorada em outras técnicas, diferentes da cromatografia.
Dentre as vdrias técnicas utilizando quelatos metdlicos imobilizados,
pode-se citar, como exemplos de separacdo de células, proteinas e
dcidos nucléicos, a parti¢io em duas fases aquosas por afinidade,”?
a precipitagdo por afinidade®**8 e a técnica de eletroforese de afi-
nidade.**1%

PROS E CONTRAS DA PURIFICACAO DE
BIOMOLECULAS POR IMAC

Como toda técnica cromatogréfica de purificagdo de biomo-
Iéculas, a técnica de IMAC apresenta vantagens e desvantagens.
Como ja visto, IMAC tem sido uma técnica muito utilizada para a
purificacdo de proteinas devido ao seu baixo custo, a especificidade
(em muitos casos apresentando purificagdo em uma dnica etapa e
grau de pureza acima de 90%), alta capacidade de adsorcdo e por
apresentar condicdes brandas de elui¢do da proteina adsorvida.
O adsorvente IMAC ¢ de fécil regeneracio e ndo apresenta de-
gradacgdo quimica ou microbioldgica durante a estocagem.>+30-10!
Além dessas vantagens, os adsorventes IMAC sdo muito versateis,
pois diferentes fons metdlicos podem ser imobilizados usando o
mesmo adsorvente, apds a regeneracdo do mesmo com EDTA,
podendo ser utilizados em mais de 100 ciclos, fato este que os
tornam importantes sob o ponto de vista de aplicac@o industrial
(ampliag@o de escala).
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Como também j4 discutido, métodos de separagdo especificos
podem ser empregados para cada tipo de biomolécula, apenas com
aescolha adequada do {on metdlico e das condi¢des cromatogréficas,
tais como pH, forca idnica, tipo de tampao, velocidade superficial
etc., 134 pois IMAC é compativel com diferentes tampdes e concen-
tragdo de sais, ndo afetando a estrutura tercidria das proteinas.>!!

Como potenciais desvantagens da técnica, podem-se citar o fend-
meno MIT (Metal Ion Transfert), as reacdes de oxidagdo catalisadas
na presenca de metais e o desprendimento de fons metélicos durante
a cromatografia.

O fendmeno MIT ocorre quando a proteina alvo captura o fon
metdlico da coluna dentro de sua estrutura. Caso a proteina alvo
purificada seja utilizada para fins terapéuticos, a presenga de fon
metdlico pode ser problemdtica, pois muitos fons metélicos sdo
cancerigenos.

Aminodcidos como histidina e cisteina sdo susceptiveis a reagdes
de oxidacdo catalisadas na presenga de metais (principalmente cobre)
em meio contendo oxigénio dissolvido, o que produz compostos in-
termedidrios que podem alterar quimicamente a proteina. Neste caso,
IMAC nio é recomendado como método de purificacio.'?

Em alguns casos € possivel a ocorréncia de desprendimento
de fons metdlicos durante o processo de purificacdo, acarretando
a necessidade de inclusdo de uma etapa adicional para a remog¢do
destes fons metalicos. No caso de se estar trabalhando com a puri-
ficacdo de proteinas para uso terapéutico, a contaminag@o por fons
metdlicos pode acarretar em sua retencio pelas células do organismo,
principalmente quando terapias de longo tempo sdo empregadas.'
Pode-se remediar esta situag@o, por exemplo, acoplando-se a jusante
da coluna IMAC uma coluna com gel contendo um agente quelante
pentadentado ndo carregado com fon metdlico (como TED) para
captura dos fons metélicos desprendidos.!*!43

CONCLUSAO

IMAC tem se mostrado uma excelente técnica para purificacao,
bem como para caracterizagdo e estudos de estrutura-fungdo de
biomoléculas nativas, recombinantes e modificadas. IMAC possui
vantagens em relacdo a outras técnicas em termos de seletividade,
reprodutibilidade, custo e produtividade. O procedimento quimico de
preparagdo de adsorventes e os fendmenos de adsor¢do e dessorcio
em IMAC sao, na maioria dos casos, relativamente simples e bem
entendidos.

O dominio, pelos biologistas moleculares, da inser¢do de caudas
de espécies doadoras de elétrons em proteinas e dcidos nucléicos e
o desenvolvimento de novas matrizes, mais robustas do ponto de
vista de aplica¢do em larga escala a altos fluxos, fazem de IMAC
uma técnica aplicdvel em nivel laboratorial e industrial. Crescentes
combinagdes de IMAC com novas tecnologias aplicadas a metalo-
protedmica, protedmica e gendmica contribuirdo ainda mais para o
sucesso de estudos de expressdo, mapeamento de células, modifica-
¢des pds-traducionais e protedmica estrutural.
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