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Prefacio

A presente dissertacao intitulada Sal quaterndrio de 2-metilbenzotiazole como ligando
cromatogrdfico para a purificacGo de proteinas, aborda questées de diferentes areas da
ciéncia. O foco principal deste projeto é a sintese de novos suportes de afinidade utilizando

para tal um ligando sintético, nomeadamente o sal quaternario de 2-metilbenzotiazole.

Esta dissertacao esta dividida em quatro capitulos principais, cujos conteldos sao a seguir

apresentados:

No Capitulo I é apresentada a introducao, que inclui uma breve revisao da literatura sobre os
principais temas do trabalho. O primeiro tépico a ser abordado é a cromatografia, com
especial énfase para a cromatografia de afinidade e os parametros a ter em conta quando é
considerada num protocolo. O segundo tema explorado sao as cianinas e 0s seus precursores,
sais quaternarios de amonio, tais como os sais de 2-metilbenzotiazole, contextualizado no

tema de ligandos sintéticos.

No Capitulo Il sdo descritos todos os materiais, métodos e estratégias utilizados ao longo do
trabalho, para a sintese do ligando, a escolha do método de imobilizacao e a sua posterior
imobilizacdo nas diferentes matrizes. Os suportes cromatograficos obtidos foram
caracterizados e foi testada a capacidade de separacao de proteinas por cromatografia de

afinidade.

No Capitulo Ill e numa primeira parte sao apresentados e discutidos os resultados da sintese,
o estudo dos diferentes métodos de imobilizacdo e as diversas matrizes testadas. Numa
segunda parte deste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados da cromatografia de
afinidade realizados com as matrizes derivatizadas, bem como a influéncia da densidade de

ligando nos resultados cromatograficos.

Esta dissertacao termina com as Conclusbes e Perspetivas futuras, que inclui as principais
conclusodes resultantes do estudo realizado neste projeto e resume ainda as recomendacées

finais e/ou perspetivas para trabalhos futuros.



Resumo

A cromatografia de afinidade é o método de purificacdo mais seletivo para proteinas e outras
biomoléculas. O desenvolvimento de novos suportes cromatograficos tem sido um tema de
grande importancia e interesse por parte de investigadores de diferentes areas, no intuito de
encontrar um suporte ideal que relna caracteristicas tais como custos baixos, eficiéncia,

reutilizabilidade e estabilidade fisica e quimica.

O sal de 2-metilbenzotiazole utilizado neste trabalho € de sintese facil, baixo custo e
apresenta na sua estrutura um braco espacador longo e um grupo carboxilico que
transformam este ligando sintético potencialmente adequado para a imobilizacdo numa

matriz e para posteriores estudos cromatograficos.

Foram estudados varios métodos de imobilizacao do ligando a matriz no sentido de avaliar
qual o melhor método para a imobilizacdo deste tipo de ligandos. Dentro destes, a
esterificacdo de Steglich revelou ser o método mais eficaz na imobilizacdo do sal de
2-metilbenzotiazole a uma matriz de Sepharose CL-6B. Foram sintetizados varios suportes
com diferentes densidades de ligando. Os suportes assim obtidos foram quantitativa e
qualitativamente caracterizados por microscopia eletronica de varrimento, espetroscopia de

raios-X por dispersao em energia e analise elementar.

Adicionalmente, foram exploradas as interacoes de afinidade entre os suportes
cromatograficos obtidos e varias proteinas modelo. Os melhores resultados foram obtidos
utilizando o suporte com a menor densidade de ligando, ou seja, de 0,18 mmol de sal de
2-metilbenzotiazole/g de suporte cromatografico, o qual permite separar a ribonuclease, a
a-quimotripsina e a albumina de soro bovino a partir de uma mistura artificial de proteinas. A
separacao das trés proteinas foi conseguida através da eluicao por passos, com a diminuicdo

gradual da concentracao de sulfato de amoénio no tampéao de eluicéo.

Estes estudos iniciais permitiram demonstrar o potencial da aplicabilidade de ligandos
cationicos, tais como os sais de 2-metilbenzotiazole, para separacdo e purificacdo de
proteinas por meio de cromatografia de afinidade, revelando um comportamento

cromatografico distinto e com boa reprodutibilidade.
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Abstract

The most selective purification method for proteins and other biomolecules is affinity
chromatography. The development of new chromatographic supports, with optimal
characteristics in terms of low cost, efficiency, reusability and physico-chemical stability, has

been a topic of great importance.

The 2-methylbenzothiazole salt used in this work is easy to synthesize at low-cost. The
carboxyl groups and the long spacer arm present in its structure make this synthetic ligand
potentially suitable for immobilization on a matrix and allow subsequent chromatographic

studies.

Several methods of ligand immobilization into a matrix were studied in order to evaluate the
best method for the immobilization of such ligands. Among these, Steglich esterification was
found to be the most effective method for the immobilization of the 2-methylbenzothiazole
salt onto the Sepharose CL-6B matrix. Several supports with different ligand densities were
synthesized. The obtained supports were qualitatively and quantitatively characterized by

scanning electron microscopy, energy dispersive X-ray spectroscopy and elemental analysis.

Additionally, the affinity interactions between the chromatographic supports and various
model proteins were explored. The best results were achieved using a chromatography
support with the lowest ligand density, i.e. 0.18 mmol of 2-methylbenzothiazole salt/g of
chromatographic support, enabling to separate ribonuclease, a-chymotrypsin and bovine
serum albumin from an artificial mixture. The separation of the three proteins was achieved

by stepwise elution with decreasing gradient of ammonium sulphate in the elution buffer.

These initial studies have demonstrated the potential applicability of cationic ligands, such as
salts of 2-methylbenzothiazole, for separation and purification of proteins via affinity

chromatography, revealing a distinct and reproducible chromatographic behavior.

Keywords

Affinity chromatography; 2-Methylbenzothiazole salt; Proteins purification; Steglich

esterification
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Figura 24. Perfis cromatograficos obtidos com os suportes S1, $2, S3 e S4. Injecao
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Figura 31. Perfis cromatograficos obtidos com os suportes S1, $2, S3 e S4. Injecao
de 100 pL de lisozima (12,5 mg/mL) utilizando para o passo de ligacao a
solucao tampao de (NH,4);SO4 1,5 M em Tris-HCl 10 mM a pH 8 e para o
passo de eluicdo a solucao tampao de (NH,),504 0,1 M em Tris-HCl 10 mM a

pH 8 (representado pela linha a tracejado).
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pH 8 (representado pela linha a tracejado).
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de 100 pL de a-quimotripsina (12,5 mg/mL) utilizando para o passo de
ligacao a solucdo tampao de (NH4),SO4 1,5 M em Tris-HCl 10 mM a pH 8 e
para o passo de eluicao a solucao tampao de (NH,4),SO4 0,1 M em Tris-HCL 10

mM a pH 8 (representado pela linha a tracejado).

Figura 34. Perfis cromatograficos obtidos com os suportes S1, S2, S3 e S4. Injecédo
de 100 pL de BSA (12,5 mg/mL) utilizando para o passo de ligacao a
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Objetivos

O principal objetivo deste trabalho é o de avaliar o potencial de um sal quaternario de
2-metilbenzotiazole como possivel e inovador ligando de afinidade para a separacdo e
purificacdo de proteinas. Esta escolha teve por base as potenciais propriedades singulares e
promissoras deste tipo de ligando para o processo de afinidade uma vez que pode ser
responsavel por diferentes tipos de interacées moleculares com as proteinas. Desta forma,

estabeleceram-se os seguintes objetivos especificos:

= Desenvolver um método que permita a imobilizacdo de sais de 2-metilbenzotiazole a

uma matriz;

* Preparar diferentes suportes cromatograficos com diferentes concentracbes de

ligando;

= Explorar os suportes cromatograficos com diferentes concentracées de ligando em
cromatografia de afinidade e avaliar a existéncia de interacao seletiva das diferentes

proteinas com o ligando, em condicdes hidrofébicas e idnicas.

XVii
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1.1 Cromatografia

A purificacao de proteinas tem sido utilizada ha mais de 200 anos. No entanto, até ao inicio
do século 20, as tecnologias de separacdo envolviam apenas os métodos de filtracao,
precipitacao e cristalizacao. Em 1906, o pesquisador russo Mikhail Tswett, ao descrever o seu
trabalho sobre a separacao de pigmentos de plantas através de uma coluna de carbonato de
calcio, introduziu o termo cromatografia, para o processo, e cromatograma, para descrever
as bandas separadas na coluna. Estas palavras sao de origem grega, onde “cromo” vem do
grego chroma, que significa cor, e “grafia” também vem do grego graphe, que significa
escrever. Mais tarde explicou que a separacao nao dependia da cor, mas sim das interacoes
das substancias, coloridas ou ndao, com a fase estacionaria (Collins et al., 2006; Healthcare,
2010).

Hoje em dia, a maioria dos processos de purificacdo conhecidos envolvem, de alguma forma,
a cromatografia. Como resultado, a separacao cromatografica de misturas de proteinas
tornou-se um dos meios mais eficazes e amplamente utilizado para a purificacdo de proteinas
(Hedhammar et al., 2006).

0 objetivo do processo de purificacao nao € apenas o de remover contaminantes indesejados,
mas também obter e manter a qualidade, a estabilidade e a atividade bioldgica das
biomoléculas. O nivel desejado de pureza depende da aplicacao final pretendida para a
biomolécula. Se a aplicacdo envolve estudos estruturais e aplicacdes terapéuticas, a
biomolécula deve ter um elevado grau de pureza, em contraste com as biomoléculas para
aplicacoes industriais, como por exemplo na indUstria alimentar ou detergentes domésticos,

em que o grau de pureza requerido nao é tao elevado (Queiroz et al., 2001).

Assim, a cromatografia tornou-se uma ferramenta indispensavel para a separacao e
purificacdo de substancias biologicas, devido a sua simplicidade, robustez, versatilidade e

alta reprodutibilidade (Biosciences, 2001; Sousa et al., 2012).

1.1.1 Processo cromatografico

A cromatografia € o método utilizado para separar componentes de uma amostra, tendo em
conta as propriedades fisicas e quimicas de cada biomolécula (Sattayasai, 2012). Deste modo,
a carga, o tamanho molecular, a hidrofobicidade e a polaridade determinam o tipo de
interacao entre o soluto na fase mdvel e a fase estacionaria (Queiroz et al., 2001). A fase
estacionaria é empacotada numa coluna vertical e deve ser insolivel no tampao, enquanto
que, a fase movel é por sua vez inserida na coluna, podendo ser liquida ou gasosa (Sattayasai,

2012), sendo responsavel pelo transporte dos compostos através da fase estacionaria.
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Apos injecdo, a amostra vai percorrer a coluna por adicdo continua de fase movel, processo
este designado por eluicao. A separacao ocorre dependendo da interacao diferencial dos
diferentes componentes da amostra com as fases estacionaria e movel, ou seja, as diferentes
biomoléculas interagem com intensidades distintas, percorrendo a coluna com velocidades
diferentes (Jungbauer, 1993). Esta interacao diferencial das varias biomoléculas vai provocar
uma sucessao de bandas separadas. As fracdes correspondentes as bandas podem ser
recolhidas e a concentracao de proteina em cada uma das frages pode ser determinada pela
medicado da absorvancia. Estas bandas refletem a concentracao de biomoléculas em funcao do
tempo ou do volume de eluente a saida da coluna, o que é normalmente representado através

de um cromatograma (Ghose et al., 2003; Healthcare et al., 2010).

O processo cromatografico encontra-se esquematizado na Figura 1 e pode ser divido nas
seguintes etapas:

A. Equilibrio das fases: ajuste da fase modvel e estacionaria as condicbes de ligacao;

B. Aplicacdo da amostra: injecdo de uma quantidade de solucdo de proteina especifica na
coluna;

C. Lavagem ou remocao do material ndo ligado: os componentes de material nao ligado que
permaneceram na fase mével sao removidos porque nao interagem com a fase estacionaria;

D. Eluicao da biomolécula: a proteina alvo é recuperada por alteracdo da composicdo da
fase movel; e

E. Regeneracao/limpeza: lavagem de impurezas da fase estacionaria, o que permite a

reutilizacao da coluna (Liapis, 1989; Jungbauer, 1993).

-

Figura 1. Esquema tipico de um processo cromatografico (adaptada de Pfaunmiller et al., 2013).
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A biomolécula alvo que fica fortemente adsorvida a fase estacionaria elui mais lentamente do
que as biomoléculas fracamente ligadas, sendo necessario a aplicacdo de alteracoes
significativas na fase movel para a obtencao de um gradiente de eluicdo. As estratégias mais
comuns de eluicdo de proteinas sao alteracdes da forca idnica (tipo e concentracado de sal),
pH e adicao de um agente competitivo (Wood et al., 1989; Biosciences, 2001; Hedhammar et
al., 2006; Viera et al., 2011).

A eluicado pode ser realizada de diferentes formas, através de um gradiente de eluicao linear,
por passos ou isocratico, dependendo das condicoes aplicadas. No gradiente linear, a
composicao da fase movel é alterada continuamente para condicdes que favorecam a
dissociacdo da proteina. Esta forma de eluicdo aumenta a separacdo e é normalmente
utilizada quando a amostra é desconhecida. No gradiente por passos, a composicao do
eluente varia de forma descontinua e varias biomoléculas podem ser eluidas através desta
estratégia (Wood et al., 1989). Neste tipo de eluicdo o consumo de tampao € reduzido e é
uma alternativa mais rapida ao gradiente linear. Por Gltimo, a eluicdo isocratica é quando a
composicao do eluente é constante. Este tipo de eluicdo é conhecido pela interacao
constante entre o soluto e o suporte onde as condicoes sao mantidas inalteradas durante todo

o processo de purificacao (ligacao e eluicao) (Cramer et al., 1993; Healthcare, 2010).

O ultimo passo corresponde a regeneracao e limpeza da matriz, que nao deixa de ser menos
importante, uma vez que permite a reutilizacdo da matriz para novos ensaios cromatograficos
(Healthcare, 2010). Neste passo, as impurezas sdo removidas para manter as caracteristicas
nativas da matriz, tais como a seletividade e o tempo de vida do suporte (Cramer et al.,
1993; Narayanan, 1994). Além disso, um meio impuro pode indesejavelmente induzir a
diminuicao da capacidade de ligacao e aumento da pressao. O procedimento de limpeza
depende do tipo de matriz e evita a contaminacao microbiana durante o seu armazenamento
(Healthcare, 2010).

1.1.2 Cromatografia preparativa versus analitica

A quantidade do produto, o grau de pureza e a estabilidade das biomoléculas sao requisitos

importantes para a escolha do tipo de cromatografia (Jungbauer, 1993).

A cromatografia pode ser preparativa ou analitica consoante o objetivo da separacao. A
cromatografia liquida, em que a fase madvel é um liquido, é a mais utilizada para a escala
preparativa. Enquanto a cromatografia em fase gasosa, em que a fase movel é um gas, é uma
ferramenta indispensavel a escala analitica (Weltrli et al., 1976; Garcia et al., 1993;
Guiochon, 2002).

A cromatografia liquida preparativa tornou-se o instrumento primario para a purificacdo de

proteinas a partir de misturas bioldgicas complexas em processos biotecnologicos. Na
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cromatografia preparativa, o objetivo € obter uma dada quantidade de produto puro com
elevada produtividade, o que requer altas eficiéncias de coluna (Weltrli et al., 1976; Cramer
et al., 1993). Sendo a cromatografia preparativa a ferramenta mais utilizada na inddstria
biotecnoldgica, é utilizada em larga escala, produzindo por vezes quilogramas ou mesmo

toneladas da biomolécula alvo (Ghose et al., 2001).

A cromatografia analitica, por sua vez, permite identificar e quantificar os componentes de
misturas simples ou complexas. O objetivo desta cromatografia baseia-se na determinacao
rapida da estrutura do composto e o calculo da sua concentracédo, por meio da calibracdo do
sinal do detetor (Guiochon, 2002). Na cromatografia analitica, uma pequena amostra &
aplicada a coluna e é procurada a resolucdo maxima, através da manipulacao das
caracteristicas das diferentes fases do sistema (Jungbauer, 1993; Guiochon, 2002). Assim
sendo, neste tipo de cromatografia é necessaria uma elevada seletividade e sensibilidade
(Hess et al., 1993; Fekete et al., 2012). Ultimamente tém sido desenvolvidos instrumentos
cada vez mais complexos com duas ou mais colunas acopladas, no sentido de resolver

problemas de separagao analitica ou preparativa (Guiochon, 2002).

1.1.3 Métodos cromatograficos

Os métodos cromatograficos podem ser classificados de acordo com as interacées dominantes
entre a fase estacionaria e a biomolécula que se pretende separar. Dependendo das
propriedades da biomolécula alvo, tais como tamanho, carga, hidrofobicidade, polaridade ou
afinidade, sao utilizados diferentes tipos de cromatografia para conseguir a separacao

desejada (Tabela 1 e Figura 2).

Tabela 1. Classificacdo dos métodos cromatograficos de acordo com as diferencas nas propriedades das

biomoléculas (adaptada de Healthcare, 2010).

Propriedade Técnica

Bioreconhecimento
Cromatografia de afinidade
(especificidade do ligando)

Carga Cromatografia de troca ionica

Tamanho Filtracao em gel ou exclusao molecular

Cromatografia de interacao hidrofobica
Hidrofobicidade
Cromatografia de fase reversa
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Afinidoce Troca idnica Fitragdo em gel Interacg3o hidrofdbica  Fase reversa

Figura 2. Principios de alguns processos cromatograficos mais relevantes (adaptada de Healthcare,
2010).

1.1.3.1 Cromatografia de afinidade (CA)

Desde o inicio da CA, ha cerca de 50 anos, que se tornou um procedimento muito Gtil e
utilizado na purificacao de biomoléculas, estando referenciado que mais de 60% de todas as
técnicas de purificacdo envolvem este tipo de cromatografia (Cuatrecasas et al., 1968; Lowe,
1996).

A ampla aplicabilidade deste tipo de cromatografia baseia-se no facto de qualquer
biomolécula suscetivel de ser purificada ter, normalmente, um local de reconhecimento
através do qual ele pode ser ligado por uma molécula natural ou artificial. Assim sendo, esta
técnica fundamenta-se na especificidade da interacao ligando-proteina. Esta dependéncia de
interacdes de afinidade no reconhecimento bioldgico indica que € adequada para a
preservacao da atividade biologica da proteina isolada e foi descrita como a melhor técnica
para preservar a atividade biologica das proteinas (Shi et al., 1996). Resumindo, a CA é
baseada principalmente no reconhecimento molecular de uma molécula alvo por meio de uma
molécula associada a uma coluna, geralmente designada ligando (Figura 3) (Magdeldin et al.,
2012).

. Proteina Componentes da e Sal
alvo B mistura
i Suporte de
£ vigando \j afinidade

Figura 3. Representacao ilustrativa do processo de CA (adaptada de Magdeldin et al., 2012).
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E comumente aceite que este método proporciona elevada pureza e atividade especifica de
materiais bioldgicos, quando comparado com outras técnicas cromatograficas, tais como a
cromatografia de fase reversa, de troca ionica ou de exclusdo molecular. Por exemplo, a
cromatografia de fase reversa é altamente seletiva, mas requer a utilizacdo de solventes
organicos e, por conseguinte, é raramente utilizada para a separacao de proteinas devido a
sua desnaturacao permanentemente (Chen et al., 2000). Por outro lado, a utilizacao da
cromatografia de exclusdo molecular permite a separacdo de proteinas de diferentes
tamanhos com base no seu tempo de retencao (Berek, 2010). No entanto, dois principais
inconvenientes desta técnica consistem na recuperacdo da proteina desejada em solucoes
muito diluidas e a incapacidade de separar as proteinas com tamanhos idénticos. Assim, por
utilizacdo da CA, mais do que alcancar uma elevada seletividade, é possivel recuperar as
proteinas com a sua atividade bioldgica totalmente conservada, como ja foi referido

anteriormente.

Na verdade, a CA permite a purificacdo de proteinas e outras macromoléculas biologicas
(Dogan et al., 2012) e possibilita 0 aumento dos rendimentos finais (Boto et al., 2008; Gallant
et al., 2008). A interacdo global entre a molécula alvo e o ligando imobilizado na matriz é
uma consequéncia da combinacdo de varias interacdes moleculares, nomeadamente,
eletrostaticas, ligacbes de hidrogénio, hidrofobicas, interacbes de van der Waals e m-m

(Kumaraswamy et al., 2011).

Ao longo dos anos, tornou-se vez mais importante aumentar a resolucdo, seletividade,
eficiéncia e rapidez do processo cromatografico, porque a complexidade e quantidade de
amostras também aumentaram. Assim sendo, é necessario desenvolver novos suportes
cromatograficos para a separacao de misturas complexas e a manutencao dos rendimentos
satisfatorios de recuperacao (Car et al., 1991; Sousa et al., 2012). No desenvolvimento de
novos protocolos de CA devem ser considerados principalmente a natureza da matriz, o braco

espacador e o ligando bem como o método de imobilizacdo a utilizar.

1.1.3.1.1 Matriz

A matriz é um suporte inerte ao qual pode ser imobilizado um ligando de uma forma direta ou
indireta (Kumaraswamy et al., 2011). As matrizes mais comuns consistem em materiais
porosos, tais como agarose, celulose, dextrano, poliacrilamida, silica, entre outros (Tabela
2). Todas elas estdao comercialmente disponiveis e com uma gama diversificada de tamanho

de particula e do poro (Magdeldin et al., 2012).
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Tabela 2. Exemplo de algumas matrizes comercialmente disponiveis (adaptada de Denizli et al., 2001).

Tipo de matriz

Fornecedor

Nome comercial

Agarose

Celulose

Dextrano
Agarose/Poliacrilamida
Poliacrilamida/dextrano

Poliacrilamida

PHEMA
Metacrilato

Vidro de porosidade controlada
Polimero revestido de silica

Silica

Metacrilato
Polimero sintético
Polimero vinilico
Poliestireno
Silica-PVA

Vidro

Pharmacia LKB, Sweden
Bio-Rad, USA

Bio-Rad

Amicon, USA
Pharmacia LKB

IBF, France

Pharmacia LKB

Rohm Pharma, Germany
IBF

Bio-Rad

Tessek, Czechoslovakia
Merck, Germany

Separon
Pierce, USA
J.T. Baker, USA
Dupont, USA
Shandon, UK
Merck
Beckman, USA
Waters, USA
Alltech

Dyno Particles, Norway
Merck

PerSeptive Biosystems, USA

FMC
Schott Glass

Sepharose
Bio-gel

Affi-gel blue
Matrex Cellufine
Sephadex
Ultrogel
Sephacryl
Eupergit C
Trisacryl
Affi-gel
Separon H 1000
TSK-Gel Toyopearl
Alltech, USA
CPG

Prepscale
Zorbax
Hypersil WP300
Lichrospher
Ultrasphere
Spheron
Eupergit
Dynospheres
Toyopearl
Poros-50
Acti-Disk

Bioran-M

Uma matriz cromatografica deve possuir idealmente um conjunto de propriedades e, como

tal, deve ser: rigida, altamente porosa, uniforme, nao toxica, barata, simples de utilizar,

quimica e fisicamente estavel sob uma vasta gama de condicbes experimentais, insolivel no

solvente e nao deve interagir com a amostra. Além disso, devem ser consideradas outras

caracteristicas, nomeadamente, apresentar elevada capacidade de ligacdo, manter boas

propriedades de fluxo ao longo do processo, promover a imobilizacdo estavel do ligando,

poder ser reutilizavel em varias passagens cromatograficas e permitir a regeneracdo em

condicOes extremas (Subramanian, 1984; Stickel et al., 2001; Zou et al., 2001; Deshmukh et

al., 2005; Block et al., 2009).
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A Sepharose, o nome comercial de um gel de agarose, foi modificada e desenvolvida para
melhorar estas propriedades, resultando numa selecdo de matrizes que atende as
necessidades especificas de cada aplicacdo (Kumaraswamy et al., 2011). A Sepharose CL
(Figura 4) tem um teor mais baixo de grupos ionizaveis, tendo-se revelado mais resistente
quimica e fisicamente do que a Sepharose e apresenta ainda melhores propriedades de fluxo.
Estdao atualmente disponiveis comercialmente trés tipos de Sepharose CL com diferentes
teores de agarose: 2%, 4% e 6%, designados CL-2B, CL-4B e CL-6B, respetivamente (Sigma-
Aldrich, 2014a).

CH:OH ¢

Qo H
o
R b “4%
A CH;
i R =/ —
e o
o H OH H L

CH,
/
CHOH

[-Galactose 3, 8-Anhydro-L-Galactose

Figura 4. Estrutura parcial da Sepharose CL.

1.1.3.1.2 Braco espacador

Pelo facto dos locais de ligacdo da molécula alvo serem de dificil acesso, o chamado
impedimento estereoquimico, é frequente incorporar um brago espacador entre a matriz e o
ligando para facilitar a ligacao das biomoléculas. A Figura 5 mostra uma melhoria de ligacao e

de eluicdo quando um brago espagador € introduzido (Magdeldin et al., 2012).

Matriz Brago espacador

/

Ligando

AZ&O AZSO

Biomolécula

Ligacdo ndo eficiente Ligagdo eficiente

=

Ligando anexado diretamente a matriz Ligando anexado a matriz via brago espagador

0 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25

Figura 5. Cromatogramas representativos do perfil de eluicao na presenca e auséncia do braco

espacador (adaptada de Magdeldin et al., 2012).
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O comprimento dos bragos espacadores também é critico visto que bracos muito curtos ou
muito longos podem levar a insuficiéncia de ligacdo ou a ligacdes ndo especificas (Magdeldin
et al., 2012).

1.1.3.1.3 Os ligandos utilizados na CA

O ligando é a molécula que se liga reversivelmente a uma biomolécula ou a um grupo
especifico de biomoléculas, permitindo a sua purificacdo. Deste modo, desempenha um papel
primordial no sucesso de um protocolo de purificacdo, sendo responsavel por conferir
interacbes especificas que para serem bem-sucedidas, necessitam de ser estudadas e
otimizadas através de condicdes de ligacdo e eluicdo apropriadas. A ligacdo de ligandos
adequados permite uma elevada especificidade para a biomolécula alvo e uma purificacao

eficaz e direcionada (Narayanan et al., 1994; Pardal et al., 2002a; Sousa et al., 2012).

A selecdo do ligando na CA é influenciada por dois fatores principais: o ligando deve
apresentar uma afinidade de ligacao especifica e reversivel para a biomolécula alvo e deve
conter grupos quimicamente modificaveis que lhe permitam a ligacdo a matriz (Kumaraswamy
etal., 2011).

Na CA, os ligandos podem ser caracterizados como biolégicos ou sintéticos, sendo atribuidas
vantagens e desvantagens a cada um destes diferentes tipos (Silva et al., 2013). Os ligandos
bioldgicos apresentam algumas limitacoes, como a dificuldade em manter a sua atividade
biologica original, uma baixa estabilidade de armazenamento, a necessidade de processos de
purificacao, o elevado custo de producao e a dificuldade de imobilizacao. Exemplos deste
tipo de ligandos incluem enzimas, coenzimas, co-fatores, anticorpos, aminoacidos,

oligopéptidos, proteinas, acidos nucleicos e oligonucledtidos (Roque et al., 2005).

Os ligandos sintéticos apresentam uma elevada estabilidade e idealmente devem ser
preparados a partir de produtos quimicos razoavelmente baratos e apresentar uma baixa
toxicidade. Com estas caracteristicas, este tipo de ligandos tornam-se preferidos na

purificacdo de varias proteinas (Clonis et al., 2000; Feng et al., 2006).

Os corantes constituem um outro tipo de ligandos de afinidade que podem ser utilizados para
purificar biomoléculas a partir de misturas complexas. Em 1968, Haeckel et al., através da
cromatografia de filtracdo em gel verificou a existéncia de interacao entre a enzima piruvato
cinase e o corante Blue Dextran. A ligacdo corante-enzima foi utilizada mais tarde em 1971
na purificacdo da piruvato cinase utilizando uma coluna deste corante (Staal et al., 1971). A
principal desvantagem dos corantes, enquanto ligandos, é a sua seletividade moderada para
proteinas. Neste sentido, surgiu o conceito de corante biomimético, segundo o qual sdo
concebidos corantes sintéticos que imitam ligandos naturais, e que sdo capazes de combinar a

seletividade de ligandos naturais com a alta capacidade, durabilidade e custo-eficacia dos
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ligandos sintéticos (Clonis et al., 2000; Lowe et al., 2001). A principal desvantagem destes
ligandos é que o processo de selecao para uma biomolécula em particular € empirico e requer

extensivos processos de rastreio durante o desenvolvimento do método (Clonis et al., 2000).

Sao apresentados na Figura 6 alguns exemplos de corantes com aplicacao relevante na CA,
por exemplo, o cibacron blue F3G-A aqui destacado pelo seu carater histdrico (Subramanian,
1998; Kim et al., 2012), as tiacarbocianinas (Boto et al., 2008, 2009) e os corantes
esquarilicos (Silva et al., 2013) destacados aqui pela sua importancia no ambito deste
trabalho.
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Figura 6. Estrutura quimica de corantes representativos utilizados como ligandos na CA. A: Cibacron
Blue F3GA (adaptada de Yavuz et al., 2003); B: Tiacarbocianina (adaptada de Boto et al., 2008); C:

Cianina aminoesquarilica (adaptada de Silva et al., 2013).

1.1.3.1.4 Imobilizacao de ligandos de afinidade

A imobilizagcdo ou acoplamento do ligando de afinidade a matriz também é muito importante
na concecdao de um método de CA para a purificacdo de biomoléculas. A imobilizacao
covalente é uma das formas mais comuns de ligacao de um ligando de afinidade a uma matriz
insoluvel (Magdeldin et al., 2012). O processo de imobilizacdo do ligando consiste na ativacao
da matriz, promovendo a reacao com o grupo funcional do ligando (Figura 7), estabelecendo

assim uma ligacao covalente entre o ligando e a matriz. Exemplos de grupos funcionais
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reativos sdo: aminas, sulfidrilos, acidos carboxilicos, hidroxilos, tiois, aldeidos, entre outros

(Kumaraswamy et al., 2011).

Grupos ativados Ligando

(a) (b)
Matriz Ativacdo da Imobilizacao do
cromatografica matriz ligando

Figura 7. Imobilizacao do ligando de afinidade por ativacdo da matriz (adaptada de Ayyar et al., 2012).

A ligacao ligando-matriz pode ser realizada por varios métodos disponiveis. A escolha correta
do método de imobilizacdo depende das caracteristicas do ligando. E importante salientar
que nao é necessario ligar uma grande quantidade de ligando para produzir um meio de
afinidade eficiente. Uma alta concentracado de ligando imobilizado é suscetivel de ter efeitos
adversos, ou seja, a eficiéncia da ligacdo pode ficar comprometida devido ao impedimento
espacial entre os locais ativos, particularmente importantes quando moléculas grandes, tais
como anticorpos, antigénios e enzimas interagem com pequenos ligandos. As biomoléculas a
purificar também podem ficar fortemente ligadas ao ligando tornando a eluicao dificil. Por
fim, para concentracdes muito elevadas de ligando podem aumentar as ligacdes nao

especificas, reduzindo assim a seletividade do meio (GE Healthcare, 2007).

De um modo geral, a imobilizacdo de corantes reativos em matrizes, é frequentemente
realizada por reacao direta entre os grupos hidroxilo da matriz e os grupos presentes nas
moléculas do corante (Denizli et al., 2001). Por exemplo, os ligandos que apresentam acidos
carboxilicos na sua estrutura podem ser imobilizados em matrizes hidroxilicas através de um
método de esterificacdo. A titulo de exemplo esterificaces via acidos de Lewis, de Brgnsted

ou recorrendo a carbodiimidas, sao suscetiveis de serem utilizadas (Otera et al., 2010).

No presente trabalho, tendo em conta o grupo carboxilico presente no ligando, foi utilizado
um método de esterificacdo para promover a ligacdo a matriz de Sepharose CL-6B,
nomeadamente, a esterificacdo de Steglich. A esterificacdo de Steglich € uma reacao
geralmente realizada a temperatura ambiente sem a utilizacao de condicdes acidas ou basicas
extremas (Laue et al., 2005). Esta reacao consiste basicamente na utilizacao do reagente de
acoplamento, DCC (diciclohexilcarbodiimida), que torna o grupo hidroxilo do acido
carboxilico, um bom grupo abandonante, permitindo a sua substituicao (Pilli et al., 2003). O
mecanismo da reacdo esta representado no Esquema 1. A primeira etapa desta reacao
consiste na protonacao de um dos azotos da DCC pelo acido carboxilico A. A DCC, agora com

um carbono extremamente eletrofilico, por estar entre dois azotos, um deles positivamente

12
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carregado, € atacada pelo carboxilato (B) dando origem a O-acilisoureia D. Este
intermediario, apds uma nova protonacao, sofre entdo uma nova adicao nucleofilica por parte
do alcool presente na reacdo, conduzindo a eliminacao da N,N-diisopropilureia (DIU) (J)
(excelente grupo abandonante) e a formacao do éster H. Um dos maiores problemas desta

reacao é a separacao da DIU (J) formada na reagdo, durante a purificacao do éster desejado

(Rodrigues, 2011).
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Esquema 1. Esterificacdo de Steglich (adaptado de Rodrigues, 2011).
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E importante realcar que quando a esterificacdo é lenta existe a possibilidade de um
rearranjo 1,3 do intermediario O-acilisoureia (E) resultando na N-acilisoureia (J)
impossibilitando, assim, a reacdo com o alcool (Esquema 2a). Entretanto, a utilizacdo de
DMAP pode minimizar esta reacao paralela (Esquema 2b), pois esta base substitui o grupo
O-acilureia como grupo de saida, formando uma nova espécie acilante K. Esta nova espécie

podera entao reagir com o alcool F conduzindo ao éster H (Rodrigues, 2011).

a) Rearranjo da O-acilisoureia com formacao da N-acilisoureia

N
)(*\N@H‘—RKQ/‘\F -

b) Participacao da DMAP na esterificacao
N/ N Ne/
o NH

J0 .5 — | 558

®
R 0 \NH N/ -DIU CPZ

R ¢}
K )
E DMAP
/ DMAPH*

HO R’

Esquema 2. a) Rearranjo da O-acilisoureia para a N-acilisoureia; b) Participacao da DMAP na

esterificacao (adaptada de Rodrigues, 2011).
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1.2 Cianinas e os sais de 2-metilbenzotiazole

Os corantes cianinicos, ou simplesmente cianinas, sao sais monoacidos nos quais dois nlcleos
heterociclicos contendo um azoto estédo ligados por uma cadeia de ligagdes duplas conjugadas
com um ndmero impar de atomos de carbono (Figura 8). Um dos nicleos heterociclicos
funciona como doador e o outro como aceitador de eletrées. Os mais comuns apresentam
anéis heterociclicos de benzotiazole, benzoxazole, benzimidazole, indole e quinolina. No que
diz respeito ao comprimento da cadeia, n pode ser 0, 1, 2, 3 ou mais e sao designadas de
acordo com o ndmero de atomos de carbono da cadeia conjugada: cianinas ou
monometinocianinas (n=0), carbocianinas ou trimetinocianinas (n=1), dicarbocianinas ou
pentametinocianinas (n=2), tricarbocianinas ou heptametinocianinas (n=3), e assim

sucessivamente (Almeida, 1999; Panigrahi et al., 2012).

X Y
AN
Tt
N N
L 1,

X=YouX=Y=S§, Se, 0, C(CH3),, CH=CH, etc.
R{ = R, ou R; = R, = alquilo ou alquilsubstituido
Z =1, Br, Cl, Tos, ClO,, etc.

n=0,1, 2,3, etc.

Figura 8. Estrutura geral das cianinas (adaptada de Almeida, 1999).

Em 1856, W. H. Perkin marcou a indistria da sintese de corantes com a descoberta da
mauveina (Zollinger et al., 1991; Abrahart et al., 1968). No mesmo ano foi acidentalmente
obtida, em laboratorio, uma substancia colorida preparada por Greville Williams, designada
cianina por apresentar cor azul (do grego Kyanos, azul escuro) (Zollinger et al., 1991). Desde
entdo, o termo cianina tornou-se o nome geral deste grupo de corantes apesar de
apresentarem um infindavel nimero de cores, dependendo das suas caracteristicas

estruturais.

Desde entdo, as cianinas tém sido usadas para um conjunto variado de aplicagdes,
nomeadamente, na fotografia, com sensibilizadores fotograficos a luz, nao so visivel, mas
também no infravermelho, isto é, fotografia noturna; na terapia fotodinamica (PDT), como
marcadores para biomoléculas, incluindo proteinas especificas do HIV-1; como reagentes em
analises quimicas, nomeadamente como indicadores em titulacdes acido-base e, até mesmo,

como ligandos em CA, entre inUmeras outras (Almeida, 1999).

Em 1887, Hofmann durante as tentativas na sintese de corantes cianinicos (5), foi capaz de

isolar iodetos de alquilo do benzotiazole e do 2-metilbenzotiazole através da reacdo do
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benzotiazole (1; R=H) ou do 2-metilbenzotiazole (1; R=CH;) com o 1-iodopentano, como

representado no Esquema 3 (Hofmann, 1887; Munawar et al., 2011).
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Esquema 3. Sinteses de Hofmann (adaptado de Munawar et al., 2011).

1.2.1 Suportes cianinicos em CA

Varias cianinas tém sido objeto de investigacdo como ligandos especificos em CA (Pardal et.
al., 2001; Boto et al., 2008, 2009; Silva et al., 2013). Nestes estudos foi demonstrada a
interacao seletiva de afinidade entre os corantes cianinicos e as diferentes proteinas,
resultado de multiplas interacées nomeadamente eletrostaticas, ligacdes de hidrogénio,
hidrofébicas, interacdoes de van der Waals e n-m. As grandes vantagens da utilizacdo destes
ligandos sintéticos resultaram, por um lado, da facilidade de imobilizacdo a uma variedade de
matrizes através dos seus grupos funcionais e, por outro lado, apos a otimizacdo do método
de ligacdo, de serem resistentes a degradacdao quimica e biologica e poderem ser

armazenados e reutilizados (Pardal et. al., 2002a; Labrou 2003).

1.2.2 Sais de 2-metilbenzotiazole como potenciais ligandos em CA

Os sais quaternarios de amonio sao os precursores de praticamente todas as cianinas e a sua
sintese é possivel pela reacdo de uma base heterociclica com um reagente alquilante
adequado (Pardal et al., 2002b). Como referido, foi anteriormente demonstrado o potencial
dos corantes cianinicos como ligandos de afinidade (Pardal et. al., 2001; Boto et al., 2008,
2009; Silva et al., 2013). No entanto, desconhecendo-se a contribuicao dos diferentes
constituintes das cianinas, nomeadamente, o sal do nlcleo heterociclico carregado
positivamente (interacbes idnicas), a cadeia N-alquilica (interagdes hidrofobicas) e o anel
heteroaromatico (m-m), foi aqui estudado a contribuicdo do sal de 2-metilbenzotiazole como

ligando cromatografico mais simples que os seus congéneres cianinicos.

O sal de 2-metilbenzotiazole utilizado neste trabalho é de sintese facil, de baixo custo,
apresenta na sua estrutura um longo braco espacador e um grupo carboxilico que torna este
ligando sintético potencialmente adequado para a imobilizacdo numa matriz com estudos

cromatograficos posteriores.
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2.1 Materiais, solventes e reagentes

Os reagentes DCC e DMAP e os solventes N,N-dimetilformamida (DMF), metanol, etanol,
diclorometano e éter dietilico foram adquiridos a Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA). Os
solventes utilizados, e sempre que necessario, foram secos sobre peneiros moleculares 4A. A
celulose microcristalina em po, a celulose em esferas ST 50-75 pm e a Sepharose CL-6B foram
adquiridas & Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA), lontosorb (Usti nad Labem, RepUblica

Checa) e GE Healthcare Life Sciences (Uppsala, Suécia), respetivamente.

Todas as solucoes foram preparadas com agua desionizada purificada num sistema de
purificacdo Milli-Q da Millipore Systems (Bedford, Massachusetts). O cloreto de sédio (NaCl), o
sulfato de amonio [(NH4),50,], o tris(hidroximetil)aminometano (Tris), o azul de bromofenol,
o ditiotreitol (DTT) e todas as proteinas utilizadas foram adquiridos a Sigma-Aldrich (St. Louis,
Missouri, EUA). A solucao a 30% de acrilamida/bis-acrilamida e as colunas cromatograficas de
polipropileno econo-pac foram adquiridas a BioRad (Hercules, Califérnia). O NZYColour
Protein Marker Il foi adquirido a NZYTech (Lisboa, Portugal). O dodecil sulfato de sodio (SDS)
e o glicerol foram adquiridos & Himedia (Mumbai, india). O persulfato de aménio (PSA) foi
adquirido a Eurobio (Courtaboeuf, Franca) e a N,N,N’,N-tetrametiletilenodiamina (TEMED) foi
adquirida a Merck (Darmstadt, Alemanha) e os concentradores Vivaspin® 6 a Sartorius Stedim

Biotech (Goettingen, Alemanha).

2.2 Instrumentacao

A evolucao das reacoes foi acompanhada por cromatografia em camada fina (c.c.f.) utilizando
placas de silica Merck Kieselgel GF,s4 com 0,2 mm de espessura. O eluente consistiu numa
mistura de 10% de metanol em diclorometano. Apods a eluicdo e secagem das placas, estas

foram visualizadas a luz ultravioleta de comprimento de onda (c.d.o) de 254 nm.

Os pontos de fusao foram determinados em tubos capilares abertos, num aparelho medidor de

ponto de fusao Biichi 530 e nao foram corrigidos.

Os espetros de infravermelho (IV) por refletancia total atenuada (ATR) foram efetuados num
espectrofotometro Thermoscientific Nicolet i510: smart iTR equipado com diamante. Para a
aquisicao dos dados de ATR, foi colocada uma amostra sobre o diamante e o espetro foi
registado. No espetro de IV sdo indicadas a frequéncia do maximo de uma banda de absorcéo
(vmax €M cm™') e, caso se justifique, a atribuicdo dessa banda a um grupo de atomos relevante

na molécula.

Os espectros de RMN de 'H e RMN de "C foram efetuados num espetréometro Bruker Avance
400 MHz e processados com o software TOPSPIN 3.1 (Fitchburg, Wisconsin, EUA), utilizando

tetrametilsilano (TMS) como padrao interno e dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-ds) como
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solvente (RMN de 'H a 400 MHz e RMN de "C a 100 MHz). Nos dados de RMN de 'H sdo
indicados o desvio quimico (& em ppm), o niUmero de protdes a que corresponde o sinal, a
multiplicidade do sinal [singleto (s), dupleto (d), tripleto (t), multipleto (m)], o valor da
constante de acoplamento (J em Hz) e a atribuicao do sinal aos protoes correspondentes. Nos
dados de RMN de "3C sao indicados o desvio quimico (5 em ppm) e a atribuicao do carbono na

molécula.

Os suportes obtidos foram secos num forno de vidro de secagem Bichi TO-51, sob pressao
reduzida e na presenca de pentoxido de foésforo. As analises quantitativas dos suportes
obtidos foram realizadas por analise elementar (AE) num analisador elementar Carlo-Erba
modelo CHNS EA-1108 (Milao, Italia).

As analises qualitativas e semi-quantitativas dos suportes obtidos foram efetuadas pela
realizacao de imagens de microscopia eletrénica de varrimento (SEM) e pelo mapeamento de
enxofre, por espetroscopia de raios X por dispersao em energia (EDS). As imagens de
microscopia eletrénica de varrimento e o EDS foram realizadas num microscépio eletrénico de
varrimento HITACHI S4100 (Toquio, Japao) equipado com um espetrometro de energia

dispersiva RONTEC UHV, utilizando amostras polidas.

As absorvancias foram medidas num espetrofotometro UV-Vis Thermo Fisher Scientific model
Evolution 160 (Madison, Wisconsin, EUA) com células de quartzo, apos a recolha das fracoes
resultantes dos ensaios cromatograficos. O aparelho utilizado para aplicacdo de potencial

elétrico foi o PowerPac™ HC power supply - Bio-Rad (Hercules, California, EUA).

2.3 Sintese do brometo de 3-(10-carboxidecil)-2-

metilbenzotiazol-3-io

Uma mistura de 2,35 g de 2-metilbenzotiazole (2,0 mL, 15,7 mmol) e 4,66 g de acido 11-
bromoundecanoico (17,6 mmol) foi aquecida a 150 °C durante 24 h. Apéds arrefecimento até a
temperatura ambiente, o solido obtido foi triturado num almofariz de porcelana. Adicionou-
se éter dietilico ao p6 assim obtido, lavou-se, recolheu-se por filtracdo sob pressao reduzida e
recristalizou-se de acetonitrilo seco. Rendimento: 68%. P.f. 168-170 °C; IV (vmax/cm™): 2913,
2850, 1717 (C=0), 1172, 778; RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dy) & (ppm): 1,25-1,34 (10H, m,
CH,), 1,39-1,49 (4H, m, 3-N(CH,),CH,, 3-N(CH,),CH,), 1,80-1,88 (2H, m, 3-NCH,CH,), 2,18 (2H,
t, J = 7,3 Hz, CH,COOH), 3,22 (3H, s, 2-CHs), 4,71 (2H, t, J = 7,8 Hz, 3-NCH,), 7,80 (1H, t, J =
8,3 Hz, 6-CH), 7,90 (1H, t, J = 7,3 Hz, 5-CH), 8,35 (1H, d, J = 8,3 Hz, 4-CH), 8,47 (1H, d, J =
8,0 Hz, 7-CH); RMN de "C (100 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 16,9 (2-CHs), 24,4 (CH,), 26,0 (CH,),
27,8 (CH,), 28,5 (CH,), 28,6 (CH,), 28,7 (CH,), 28,8 (2xCH,), 33,9 (CH,COOH), 50,2 (3-NCH,),
117,0 (4-CH), 124,9 (7-CH), 128,6 (6-CH), 129,3 (7a-C), 129,7 (5-CH), 141,0 (3a-C), 175,6
(CO), 177,1 (2-C).
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O brometo de 3-(10-carboxidecil)-2-metilbenzotiazol-3-io (aqui designado como ligando ou sal
de 2-metilbenzotiazole) foi sintetizado de acordo com um procedimento ja descrito e os

dados espetroscopicos obtidos estao de acordo com a literatura (Boto et al., 2007a).

2.4 Estudo de métodos de imobilizacdo para a obtencao de

novos suportes cromatograficos

Para a imobilizacdo do ligando a uma matriz, foram testados varios métodos de imobilizacao
e avaliadas diferentes matrizes. Apds a imobilizacdo e independentemente do método de
imobilizacao utilizado, as matrizes derivatizadas foram lavadas sequencialmente com varias
porcoes de DMF e metanol e submetidas a extracao de Soxhlet com os mesmos solventes e na
mesma ordem. As amostras resultantes foram entao secas durante pelo menos 24 h a 50 °C,
sob pressao reduzida na presenca de pentoxido de fosforo. A percentagem de azoto foi

quantificada por AE.

2.4.1 Celulose microcristalina
Foi realizado um estudo preliminar dos diferentes métodos de imobilizacdo, descritos a
seguir, com celulose microcristalina. Esta foi previamente seca durante pelo menos 24 h a

80 °C, sob pressao reduzida na presenca de pentoxido de fosforo.

2.4.1.1 Meétodo de cura

Uma mistura de celulose microcristalina (1,0 g, 18,39 equiv. OH) e de 2-metilbenzotiazole
(0,125-1,00 g, 0,30-2,41 mmol) na auséncia de catalisador, ou com cloreto de zinco ou
hipofosfito de sodio hidratado (0,5% em peso), foi transferida para um tubo de silicato,
humedecida com 1 mL de DMF e coberta com uma folha de aluminio perfurada. A mistura
resultante foi entdo inserida no vaso reacional e aquecida sob vacuo, variando a concentracéo
de ligando, a temperatura maxima e o tempo de aquecimento. Estas variacdes sdo discutidas

a seguir no Capitulo Il

2.4.1.1.1 Método de cura com DMF/H,SO,

Uma mistura de celulose microcristalina (1,0 g, 18,39 equiv. OH) e de 2-metilbenzotiazole
(0,125-1,00 g, 0,30-2,41 mmol) foi transferida para um tubo de silicato, humedecida com
1 mL de DMF/H,S04a 1%, 2,5% e 5% (v/v) e coberta com uma folha de aluminio perfurada. A
mistura resultante foi entao inserida no vaso reacional e aquecida sob vacuo, variando a
concentracao de ligando, temperatura maxima e o tempo de aquecimento. Estas variacoes

sao discutidas a seguir no Capitulo IIl.



Sal quaternario de 2-metilbenzotiazole como ligando cromatografico para a purificagcao de proteinas
CAPITULO Il. PARTE EXPERIMENTAL

2.4.1.1.2 Método de cura com DMF/TsOH

Uma mistura de celulose microcristalina (1,0 g, 18,39 equiv. OH) e de sal de
2-metilbenzotiazole (0,125-1,00 g, 0,30-2,41 mmol) foi transferida para um tubo de silicato,
humedecida com 1 mL de DMF/TsOH a 5%, 10% e 20% (m/v) e coberta com uma folha de
aluminio perfurada. A mistura resultante foi entao inserida no vaso reacional e aquecida sob
vacuo, variando a concentracao de ligando, temperatura maxima e o tempo de aquecimento.

Estas variacoes sdo discutidas a seguir no Capitulo IlI.

2.4.1.2 Método do cloreto de tionilo

Uma mistura de sal de 2-metilbenzotiazole (0,125-1,00 g, 0,30-2,41 mmol) e cloreto de
tionilo (0,50-1,0 mL, 6,88-13,77 mmol) foi refluxada durante 4 h. Em seguida, evaporou-se a
secura obtendo-se um 6leo ao qual se adicionou a celulose microcristalina (1,0 g, 18,39 equiv.

OH), a DMF (1-10 mL) e aqueceu-se novamente a mistura resultante durante 4 h a 80 °C.

2.4.1.3 Método da DCC com piridina ou DMAP

A uma mistura de celulose microcristalina (1,0 g, 18,39 equiv. OH) e de sal de
2-metilbenzotiazole (0,125-1,00 g, 0,30-2,41 mmol) adicionou-se piridina ou DMAP (0,1 e 0,2
equivalente molar), DCC (2,0 equivalentes molares) e DMF (15 mL). A mistura resultante foi
mantida sob agitacdo suave variando os tempos reacionais € o nimero de ciclos de adicdo dos

catalisadores.

2.4.2 Celulose em esferas

A semelhanca da celulose microcristalina, a celulose em esferas foi previamente seca pelo
menos durante 24 h a 80 °C, sob pressdao reduzida na presenca de pentoxido de fésforo.
Posteriormente, avaliou-se a esterificacdo com DCC/DMAP (esterificacdo de Steglich) na

matriz de celulose em esferas, apos otimizacdo como método de imobilizacao.

2.4.2.1 Esterificacao de Steglich

A uma mistura de celulose em esferas (1,0 g, 18,39 equiv. OH) e de sal de
2-metilbenzotiazole (1,00 g, 2,41 mmol) adicionou-se DMAP (0,2 equivalente molar), DCC (2,0
equivalentes molares) e DMF (15 mL). A mistura resultante foi mantida sob agitacao suave
durante cerca de 96 h a temperatura ambiente, tendo-se adicionado mais duas vezes as
mesmas quantidades de DMAP/DCC apos 2 h e 4 h de reacéo, respetivamente.

A celulose em esferas derivatizada assim obtida foi sequencialmente lavada com grandes
volumes de DMF e metanol para remover o excesso de ligando e, em seguida, foi submetida a
extraccao em Soxhlet com os mesmos solventes, durante aproximadamente 24 h. A celulose

foi armazenada a 25 °C em agua desionizada.
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As amostras de controlo de celulose em esferas foram submetidas as mesmas condicdes mas

na auséncia do sal de 2-metilbenzotiazole.

2.4.3 Sepharose CL-6B

A Sepharose CL-6B foi sucessivamente lavada num funil de vidro sinterizado, de placa porosa,
com varias porcoes de etanol e éter dietilico. Em seguida, a Sepharose CL-6B foi seca pelo
menos durante 24 h a 80 °C, sob pressao reduzida na presenca de pentdxido de fosforo. Esta
matriz foi submetida a esterificacdo de Steglich, método de imobilizacdo anteriormente

descrito para a celulose em esferas.

2.4.3.1 Esterificacao de Steglich
A uma mistura de Sepharose (1,0 g) e de sal de 2-metilbenzotiazole (0,125-1,00 g, 0,30-2,41

mmol) adicionou-se DMAP (0,2 equivalente molar), DCC (2,0 equivalentes molares) e DMF (15
mL). A mistura resultante foi mantida sob agitacdo suave durante cerca de 96 h a
temperatura ambiente, tendo-se adicionado mais duas vezes as mesmas quantidades de
DMAP/DCC apos 2 h e 4 h de reacéo, respetivamente. Utilizando o mesmo procedimento e de
forma a avaliar o desempenho cromatografico do braco espacador, foi igualmente imobilizado

o acido 11-bromoundecanoéico (0,125-1,00 g, 0,47-3,77 mmol) em Sepharose CL-6B.

Os suportes obtidos pela derivatizacao da Sepharose CL-6B foram sequencialmente lavados
com DMF e metanol para remover o excesso de ligando e, em seguida, foram submetidos a
extracao em Soxhlet com os mesmos solventes, durante aproximadamente 24 h. Os suportes

foram armazenados a 25 °C em agua desionizada.

Os brancos, que funcionaram como suportes de controlo, foram submetidos as mesmas

condicdes mas na auséncia de ligando.

2.5 Avaliacao dos suportes em CA

Os suportes utilizados nestas experiéncias foram preparados de acordo com as condicoes
descritas no método da esterificacdo de Steglich e com diferentes densidades de ligando.

Todos os ensaios foram acompanhados com o suporte de controlo.

Os suportes resultantes modificados com o sal de 2-metilbenzotiazole foram posteriormente

estudados como suportes especificos para CA.

As proteinas modelo utilizadas nos ensaios foram a lisozima (PM 14,7 kDa, pl 11,0-11,2),
a-quimotripsina (PM 25 kDa, pl 8,7), BSA (PM 66 kDa, pl 4,7) e RNase (PM 13,7 kDa, pl 7,8).
Em cada etapa cromatografica foram recolhidas fracdes de 1 mL, apos as quais foi

monitorizada a absorvancia a 280 nm num espetrofotometro de UV-Vis. Finalmente, se
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necessario as fracdes recolhidas foram concentradas e dessalinizadas em concentradores

Vivaspin® 6. As amostras foram conservadas a 4 °C para posterior analise.

2.5.1 Ensaios cromatograficos

Prepararam-se solucées padrao de proteina lisozima, a-quimotripsina, BSA e RNase, com
concentracdes de 12,5 mg proteina/mL de solucdo tampao. As solucbes de proteina foram
preparadas no tampao utilizado para o passo de ligacdo. Os ensaios cromatograficos foram
realizados utilizando as proteinas isoladas e, ap6s uma separacao seletiva utilizando uma

mistura artificial de proteinas.

A preparacao das colunas cromatograficas foi realizada através do empacotamento dos géis
em mini-colunas de bancada, a temperatura ambiente, de forma a obter-se um volume de
cerca de 1 mL de gel. Ap6s o empacotamento, as colunas foram abundantemente lavadas com

agua destilada e equilibradas com a fase moével desejada para o ensaio cromatografico.

Nestes ensaios também foi avaliada qual a matriz mais adequada para a continuidade dos
estudos cromatograficos. Os estudos consistiram nos ensaios cromatograficos quer com
matrizes cromatograficas derivatizadas a partir de celulose em esferas, quer a partir de
matrizes de Sepharose CL-6B, ambas derivatizadas com o sal de 2-metilbenzotiazole. As
matrizes derivatizadas que revelaram o melhor comportamento cromatografico de
ligacao/eluicao foram as de Sepharose CL-6B. Assim, a continuidade dos estudos
cromatograficos foi realizada para os suportes derivatizados a partir de uma matriz de
Sepharose CL-6B.

2.5.2 Ensaios cromatograficos com as proteinas isoladas

2.5.2.1 Na presenca de cloreto de sdédio

Nos ensaios realizados com as proteinas isoladas (lisozima, a-quimotripsina, BSA, RNase), 100
ML de cada amostra foi injetada na matriz com uma concentracao de 12,5 mg/mL de solucao
tampao Tris-HCl 10 mM a pH 8. Estes ensaios cromatograficos consistiram nos seguintes passos
cromatograficos:

1° passo - equilibrio da coluna com 10 mL de solucao tampao de Tris-HCL 10 mM pH 8;

2° passo - injecdo da solucao de proteina nas concentracdes indicadas anteriormente;

3° passo - injecao de 10 mL de solugcao tampao de Tris-HCL 10 mM a pH 8 e recolha das fracoes

de 1 mL;
4° passo - injecao de 10 mL de solucao tampao de NaCl 1 M em Tris-HCl 10 mM a pH 8 e

recolha das fracdes de 1 mL.
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2.5.2.2 Na presenca de sulfato de amonio

Nos ensaios realizados com as proteinas isoladas (lisozima, a-quimotripsina, BSA, RNase), 100

HL de cada amostra foi injetada na matriz com uma concentracao de 12,5 mg/mL de solucao

tampao de (NH4),S04 1,5 M em Tris-HCl 10 mM a pH 8. Estes ensaios cromatograficos

consistiram nos seguintes passos cromatograficos:

1° passo - equilibrio da coluna com 10 mL de solucao tampao de (NH4);SO4 1,5 M em Tris-HCl
10 MM a pH 8;

2° passo - injecdo da solucao de proteina nas concentracdes indicadas anteriormente;

3° passo - injecao de 10 mL de solucao tampao de (NH4);S04 1,5 M em Tris-HCL10 mM a pH 8 e
recolha das fracoes de 1 mL;

4° passo - injecao de 10 mL de solucao tampao de Tris-HCl 10 mM a pH 8 e recolha das fracées
de 1 mL.

2.5.3 Ensaios cromatograficos com a mistura artificial de proteinas

Para estes ensaios cromatograficos apenas foi considerada a variacdo da concentracdo de
(NH4)2504.

Para estes ensaios cromatograficos preparou-se uma mistura artificial de proteinas (RNase,

a-quimotripsina e BSA) pela juncao de 50 pL de cada proteina isolada com uma concentracao

de 12,5 mg/mL de solucao tampao (NH4),SO4 1,5 M em Tris-HCl 10 mM a pH 8. Assim, foram

injetados 150 pL da mistura artificial na coluna. Estes ensaios cromatograficos consistiram nos

seguintes passos cromatograficos:

1° passo - equilibrio da coluna com 10 mL de solucdo tampao de (NH4),50, 1,5 M em Tris-HCl
10 mM a pH 8;

2° passo - injecdo da solucdo de proteina nas concentragdes indicadas anteriormente;

3° passo - injecao de 10 mL de solucao tampao de (NH,4),SO4 1,5 M em Tris-HCl 10 mMa pH 8 e
recolha das fracdes de 1 mL;

4° passo - injecao de 10 mL de solucao tampao de (NH4),504 0,6 M em Tris-HClL 10 mM a pH 8 e
recolha das fracdes de 1 mL;

5° passo - injecao de 10 mL de solucao tampao de Tris-HCl 10 mM a pH 8 e recolha das fracoes
de 1 mL.

2.5.4 Ensaios de reprodutibilidade

Este estudo foi realizado para determinar a reprodutibilidade dos resultados e a estabilidade

da coluna. Apds meio ano de ensaios cromatograficos, o ensaio 2.5.3 foi repetido 50 vezes.
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2.6 SDS-PAGE

A eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 15% foi realizada de acordo com o
protocolo do sistema Bio-Rad (Hercules, California) e apds a purificacdo das fragoes
recolhidas nas experiéncias de CA.

Estas amostras foram tratadas por adicao de 10 pL de tampao de reducao (62,5 mM Tris-HCl,
pH 6,8, 2% SDS, 25% glicerol, 0,01% azul de bromofenol, 3% DTT), seguidas por incubacao a
100 °C durante 8 min. Em seguida, um potencial elétrico de 80 V foi aplicado durante 30 min.
Posteriormente, aumentou-se o potencial elétrico para 150 V durante 1 h na presenca do
tampao de corrida contendo Tris (25 mM), glicina (192 mM), SDS (0,1% p/v) a pH 8,3. Os géis

foram corados durante 1,5 h com azul brilhante Coomassie R-250.
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3.1 Sintese do brometo de 3-(10-carboxidecil)-2-

metilbenzotiazol-3-io

A sintese do brometo de 3-(10-carboxidecil)-2-metilbenzotiazol-3-io 3, aqui designado como
ligando ou sal de 2-metilbenzotiazole, teve como objetivo a sua posterior utilizacao como
ligando para estudos de CA. Deste modo, o sal de 2-metilbenzotiazole foi sintetizado por
fusdo da base heterociclica [2-metilbenzotiazole (1)] com o reagente alquilante [acido 11-
bromoundecanoico (2)] a aproximadamente 150 °C durante 24 h (Esquema 4). Os dados
espectroscopicos do composto obtido estdo de acordo e confirmam a estrutura atribuida (Boto
et al., 2007a).

150 °C o
/ +  Br(CHp)qCOOH — >

Esquema 4. Sintese do brometo de 3-(10-carboxidecil)-2-metilbenzotiazol-3-io 3.

Este sal apresenta duas excelentes caracteristicas adequadas para um ligando em CA,
afigurando-se promissor no prosseguimento deste estudo. Por um lado, a cadeia alquilica
constitui um braco espacador entre a parte aromatica do sal e a matriz. A utilizacdo de um
braco espacador vai assegurar que o ligando esteja colocado a uma distancia adequada da
superficie da matriz, assegurando que ele esteja totalmente acessivel para todos os centros
de ligacao disponiveis numa proteina, o que por sua vez, podera aumentar potencialmente a
afinidade entre a proteina e o ligando (Zou et al., 2001). Por outro lado, a presenca de um
grupo carboxilico reativo no sal de 2-metilbenzotiazole 3 permite a possibilidade de uma
fixacdo bem-sucedida na matriz, através de uma esterificacdo entre o referido grupo

carboxilico e os grupos hidroxilos da matriz.

3.2 Meétodos de imobilizacao

Foram efetuados estudos para a imobilizacao do sal de 2-metilbenzotiazole 3 na Sepharose
CL-6B para a obtencao de potenciais ligandos para CA. A confirmacao da ligacdo do ligando as
matrizes foi qualitativamente confirmada por espetroscopia de infravermelho (IV)
por refletancia total atenuada (ATR), por observacdo das bandas tipicas dos C-H alifaticos
(tipicamente entre 3000-2840 cm™') e da banda C=0 dos ésteres (tipicamente entre 1790-1650
cm™). Numa fase posterior, nas matrizes de celulose em esferas e Sepharose CL-6B, a
percentagem de azoto foi quantificada por AE. Esta técnica baseia-se na quantificacdo dos
atomos de azoto, carbono, hidrogénio e enxofre ou de bromo presentes numa amostra. Uma

vez que as matrizes nao apresentam azoto na sua constituicdo, serd possivel calcular a
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quantidade de azoto e, consequentemente, de sal de 2-metilbenzotiazole 3 presente,
verificando-se entao a quantidade de sal de 2-metilbenzotiazole 3 ligado a matriz, de acordo
com a seguinte equacao (adaptada de Silva et al., 2006):

%N

Q= 1,4

(mmol de sal de 2-metilbenzotiazole 3/g suporte)

3.2.1 Método de cura

Os estudos iniciaram-se com a metodologia baseada no método de cura ja anteriormente
utilizado para a fixacdo da Rodamina B a celulose (Silva et al., 2006) e posteriormente
modificado para a derivatizacdo de matrizes cromatograficas de celulose com uma
tiacarbocianina possuidora de uma cadeia espacadora (Boto et al., 2008). Este método
consiste numa esterificacao promovida pelo aquecimento, a temperaturas superiores a 180 °C
(Figura 9), de uma mistura intima de celulose com o composto a imobilizar (ligando),

envolvendo uma condensacao direta com eliminacao de agua.

T(C 4
180-240 Com
vacuo
Sem
vacuo
80
5 10 15 40 55  t (min)
Figura 9. Condicdes de derivatizacao de uma matriz pelo método de cura (adaptada de Silva et al.,
2006).

0 método foi adaptado para a derivatizacao de matrizes cromatograficas de celulose com o
sal de 2-metilbenzotiazole 3. A mistura de celulose microcristalina com o sal 3 foi aquecida
sob vacuo, variando a concentracao de ligando, a temperatura maxima utilizada, o tempo de
aguecimento e a auséncia ou presenca de catalisadores (cloreto de zinco ou hipofosfito de
sodio hidratado). O ponto de fusao do sal encontra-se compreendido entre 168-170 °C, nas
condicées de aquecimento utilizadas verificou-se a decomposicao do sal. Por outro lado, para
um programa de aquecimento a temperaturas inferiores, nao se verificou qualquer
imobilizacdo na matriz. O uso de catalisadores ou a reducao do tempo de exposicao do sal, ao

programa de aquecimento, resultou igualmente no insucesso da imobilizacao.

Na tentativa de criar condicdes para o método de cura ser eficaz na imobilizacao do sal de 2-

metilbenzotiazole 3, utilizaram-se ainda acidos fortes de Lewis para tentar melhorar a reacao
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de esterificacdo. No entanto, ambos os acidos utilizados (H,SO, e TsOH) mostraram-se
ineficazes na imobilizacdo do sal de 2-metilbenzotiazole 3 a matriz de celulose

microcristalina.

3.2.2 Método do cloreto de tionilo

A esterificacado via cloreto de acilo constitui um método alternativo a esterificacdo direta. A
preparacao de cloretos de acilo a partir dos acidos correspondentes € normalmente efetuada
com cloreto de tionilo (SOCl;). Os cloretos de acilo sao mais reativos que os correspondentes
acidos carboxilicos, pelo que teoricamente a reacdao de adicdo nucleofila ocorre mais
rapidamente e a temperaturas inferiores, evitando deste modo a eventual decomposicao do
ligando e permite-nos obter mais facilmente o éster. Na pratica, e neste caso em concreto

também nao se verificou sucesso na imobilizacao do ligando a matriz.

3.2.3 Método da DCC com piridina ou DMAP

Na tentativa de obter um método que nao envolvesse um processo com temperaturas
elevadas como no de cura e em alternativa ao método do cloreto de tionilo, utilizou-se o
método de esterificacdo denominada por Steglich, onde é utilizada DCC na presenca de um
catalisador. Dos dois catalisadores testados, a piridina revelou-se praticamente ineficaz
enquanto a DMAP permitiu a obtencao das matrizes derivatizadas pretendidas. Este método
de esterificacdo mostrou ser eficaz e facil de ser utilizado com este ligando cationico.
Qualitativamente a ligacao foi confirmada pela observacao, nos espetros de IV por ATR, das
bandas tipicas dos C-H alifaticos (2914,49 e 2849,75 cm™) e da banda C=0 dos ésteres
(1736,80 cm™), como anteriormente referido e representado na Figura 10, bandas estas que

estao ausentes no espetro de IV de celulose microcristalina (Figura 11).
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Figura 10. Espetro de ATR da celulose microcristalina derivatizada.
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3.3 Suporte de celulose em esferas

No que diz respeito as matrizes utilizadas, a celulose microcristalina foi escolhida para uma
avaliacao preliminar, uma vez que permitiu uma comparac¢ao direta com os resultados obtidos
em estudos anteriores (Silva et al., 2006; Boto et al., 2008). Apds a escolha do método de
imobilizacdo que garantiu a fixacao do sal 2-metilbenzotiazole 3 na matriz de celulose
microcristalina, nomeadamente a esterificacao de Steglich, este foi reproduzido para uma
matriz de celulose em esferas. Como era esperado e desejado, verificou-se a
reprodutibilidade do método nesta matriz o que permitiu, consequentemente, prosseguir para

os estudos em CA, com colunas preparadas com celulose em esferas.

A fixacao do ligando na celulose derivatizada foi qualitativamente confirmada pela presenca
da banda tipica dos C-H alifaticos (2915,07 e 2849,15 cm™) e da banda C=0 dos ésteres
(1732,32 cm™), pela analise dos espetros de IV por ATR (Figura 12), bandas estas ausentes no

espetro de IV de celulose em esferas (Figura 13).
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Figura 12. Espetro de ATR da celulose em esferas derivatizada (suporte C1).
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Figura 13. Espetro de ATR da celulose em esferas.

Como descrito em 2.4.2, o suporte derivatizado com o sal de 2-metilbenzotiazole 3 foi obtido
pela esterificacao de Steglich utilizando uma proporcao de 1:1 (%p/p) de sal e celulose em
esferas. Este suporte obtido foi submetido a AE para quantificar a percentagem de azoto.
Verificou-se neste suporte uma percentagem de azoto de 1,05%, correspondendo a um valor
de Q de 0,75 mmol de ligando/g de suporte, como ilustrado na Tabela 3. Os valores obtidos
situam-se aproximadamente na gama de valores obtidos aquando da imobilizacdo de uma
tiacarbocianina em celulose em esferas, com valores de Q compreendidos entre 0,15 e 0,72

mmol de corante/g de celulose corada (Boto et al., 2008).

Tabela 3. Suportes cromatograficos obtidos com a esterificacao de Steglich a partir da matriz de

celulose em esferas.

(2 eq. DCC + 0,2 eq.
C1 1:1 2,41
DMAP) x 3 1,05 0,75
15 mL DMF, 96 horas
Branco* - 0,00
Uzmistte <0,07*

* Suporte branco: obtido nas mesmas condicdes de esterificacdo de Steglich mas na auséncia de sal de
2-metilbenzotiazole 3 sendo utilizado como suporte de controlo.
** Inferior ao limite de detecao do azoto no aparelho de AE (0,07%).
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3.3.1 Estudos de CA no suporte de celulose em esferas

Os estudos cromatograficos de afinidade foram sempre acompanhados com o respetivo
suporte de controlo (auséncia do sal de 2-metilbenzotiazole 3). O estudo das interacdes de
afinidade foi desenvolvido pela realizacdo de ensaios cromatograficos em colunas
empacotadas com cada suporte, pretendendo-se verificar a existéncia de interacdes entre as
proteinas padrao lisozima, BSA, a-quimotripsina, RNase e o sal de 2-metilbenzotiazole 3,
imobilizado numa matriz de celulose em esferas (Figura 14). Nomeadamente, interacoes
ionicas devido a estrutura catidnica do ligando, interacdes hidrofobicas, pela presenca de
cadeias alquilicas e interacbes m-m pelo anel heteroaromatico. Os cromatogramas foram
tracados a partir dos valores de densidade otica obtidos em cada fracdo, a c.d.o de 280 nm.
Estas proteinas foram escolhidas como modelos uma vez que sdo geralmente utilizadas como
proteinas representativas para muitos e diversos estudos bio- e fisico-quimicos (Boto et al.,
2008).
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Figura 14. Sal de 2-metilbenzotiazole 3 imobilizado numa matriz de celulose em esferas.

3.3.1.1 Condicoes idnicas
Os ensaios em CA iniciaram-se pelo estudo das interacdes ionicas. Para tal, as solucoes de
proteinas foram preparadas e as colunas foram equilibradas com uma solucdo tampao de Tris-

HCL 10 mM a pH 8 seguindo-se os passos descritos em 2.5.2.1.

Como se pode verificar na Figura 15, e a titulo representativo, as proteinas nao
estabeleceram interacao com o suporte. Aquando da adicao dos 10 mL de solucao tampao de

Tris-HCL 10 mM a pH 8 as proteinas eluiram na sua totalidade.
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Figura 15. Perfil cromatografico obtido com o suporte C1. Injecdo de 100 pL de proteina
correspondente (12,5 mg/mL) utilizando para o passo de ligacao a solucao tampao de Tris-HCL 10 mM a
pH 8 e para o passo de eluicao a solucao tampao de NaCl 1 M em Tris-HClL 10 mM a pH 8 (representado

pela linha a tracejado).

3.3.1.2 Condicoes hidrofdbicas
Foram realizados ensaios de CA em condicdes que favorecem as interacdes hidrofébicas. Para
tal as solucdes de proteinas foram preparadas e as colunas foram equilibradas com uma

solucao tampao de (NH4),S04 1,5 M em Tris-HCl 10 mM a pH 8 seguindo-se os passos descritos

em 2.5.2.2.

Nas condicbes hidrofdbicas as proteinas revelaram nao estabelecer interacées com os ligandos
presentes na matriz. Como se pode verificar na Figura 16, e a titulo representativo, ao

utilizar-se a solucao de (NH,4),504 1,5 M em Tris-HCl 10 mM a pH 8 as proteinas eluiram na sua
totalidade.
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Figura 16. Perfil cromatografico obtido com o suporte C1. Injecdo de 100 pL de proteina
correspondente (12,5 mg/mL) utilizando para o passo de ligacao a solucao tampao de (NH4),S04 1,5 M
em Tris-HCl 10 mM a pH 8 e para o passo de eluicao a solucao tampao de Tris-HCl 10 mM a pH 8

(representado pela linha a tracejado).

As alteracoes na forca idnica sao conseguidas por alteracdo do tipo e da concentracéo de sal.
No entanto, deve ser tido em conta que concentracoes de (NH4),S0, acima de 1,5 M podem

induzir a precipitacdo das proteinas.

Como o pH e a forca idnica do meio tém um efeito importante e decisivo sobre o equilibrio de
adsorcao das proteinas a serem separadas, foi estudado o efeito do pH, variando o0 mesmo de
4 a 9, na solucao tampao. No entanto, nao se verificaram melhorias no perfil cromatografico
sendo as alteracdes do pH ou da forca ionica os métodos mais comuns geralmente utilizados

para a eluicao das proteinas ligadas na coluna de afinidade.

Contrariamente ao esperado, e independentemente das condicoes utilizadas, as proteinas nao
estabeleceram qualquer interacao com o sal de 2-metilbenzotiazole 3. Como a concentracao
de ligando esta na gama de concentracoes utilizadas nos casos descritos para cianinas, a
inexisténcia de interacdo das proteinas estudadas com o ligando ndo devera ter origem na

concentracao de ligando utilizada aquando da derivatizacao da matriz de celulose.

Na tentativa de encontrar outras proteinas que interagissem com o ligando, foram
adicionalmente testadas a tripsina (PM 23,8 kDa, pl 10,1-10,5) e a y-globulina (PM 156 kDa, pl
6,85-6,95), mas os perfis cromatograficos mantiveram-se iguais aos anteriores, isto €, nao

estabeleceram interacdes com o ligando.

Relativamente ao suporte de controlo, ele comportou-se como esperado, ou seja, nao
estabeleceu qualquer interacdo com as proteinas, exceto no estudo com a lisozima na
presenca de Tris-HCl 10 mM pH 8. No entanto, ao aplicar-se uma pequena quantidade de NaCl
(0,05 M), deixou de existir interacao (Figura 17). Isto pode ser explicado pelo facto da solucao
de Tris promover as interacdes idnicas com o préprio suporte de celulose, resultado este que

foi tido em conta nos estudos subsequentes que serao aqui apresentados.
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Figura 17. Perfil cromatografico obtido com o suporte de controlo. Injecao de 100 pL de lisozima (12,5
mg/mL) utilizando para o passo de ligacao a solucado tampao em A: Tris-HCl 10 mM a pH 8 e em B: NaCl
0,05 M em Tris-HCl 10 mM a pH 8. Para o passo de eluicao utilizou-se a solucao tampao de NaCl 1 M em

Tris-HCl 10 mM a pH 8 (representado pela linha a tracejado).

Perante estes resultados e as respetivas conclusdes, afigurou-se oportuno testar uma matriz
diferente. A Sepharose é conhecida por apresentar uma boa estabilidade quimica e mecanica
apds a imobilizacdo do ligando, bem como por ter a capacidade de formar uma rede porosa
(Subramanian, 1984), transformando a matriz de Sepharose CL-6B, interessante para este
estudo. Para além disso, decidiu-se sintetizar varios suportes, com diferentes densidades de

ligando e estudar a influéncia deste parametro nos perfis cromatograficos.

3.4 Suportes em Sepharose CL-6B

Utilizando como matriz a Sepharose CL-6B e seguindo a metodologia da esterificacao de
Steglich, descrita em 2.4.3, foram obtidos os suportes derivatizados com diferentes
densidades de ligando. Tal como nas derivatizacoes descritas anteriormente, a fixacao do
ligando na Sepharose CL-6B derivatizada foi qualitativamente confirmada pela presenca da
banda tipica dos C-H alifaticos (2926,79 e 2855,62 cm™') e da banda C=0 dos ésteres (1712,96

cm’’) pela analise dos espetros de IV por ATR (Figura 18), bandas estas ausentes no espetro de

IV de Sepharose CL-6B (Figura 19).
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Figura 18. Espetro de ATR da Sepharose CL-6B derivatizada (suporte S1).
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Foram preparados quatro suportes e respetivos suportes de controlo utilizando o processo de
derivatizacao descrito em 2.4.3.

Como ja foi referido, a quantidade de ligando imobilizado na Sepharose CL-6B foi calculada a
partir da percentagem de azoto, determinada por AE. Cada experiéncia de imobilizacdo foi
acompanhada por um suporte de controlo, obtido nas mesmas condicdes de esterificacao de
Steglich mas na auséncia de sal de 2-metilbenzotiazole 3, e a quantidade de azoto estava
abaixo do limite de detecao para todos os brancos (inferior a 0,07%) permitindo concluir que

todo o azoto é de facto proveniente do ligando.

Tabela 4. Suportes cromatograficos obtidos com a esterificacdo de Steglich a partir do sal de 2-

metilbenzotiazole 3 numa matriz de Sepharose CL-6B.

S1 1:1 2,41 0,53 0,38
(2 eq. DCC + 0,2 eq. ) 1:2 1,21 0,50 0,36
DMAP) x 3 3 14 0,60 0,34 | 0,24
15 mL DMF, 96 horas 4 1:8 0,30 0,25 0,18
Tambiente
Brancos* - 0,00 <0,07**

* Suportes brancos: obtidos nas mesmas condicdes de esterificacdo de Steglich mas na auséncia de sal
de 2-metilbenzotiazole 3 sendo utilizados como suportes de controlo.
** Inferior ao limite de detecdo do azoto no aparelho de AE (0,07%).

3.4.1 Estudos de CA nos suportes de Sepharose CL-6B

Tal como anteriormente descrito para a celulose em esferas, foi estudado o conjunto de
matrizes de Sepharose CL-6B derivatizadas com o sal de 2-metilbenzotiazole 3 e os respetivos

suportes de controlo (auséncia do sal de 2-metilbenzotiazole 3).

O estudo das interacbes de afinidade foi desenvolvido pela realizacdo de ensaios
cromatograficos em colunas empacotadas com cada suporte, pretendendo-se verificar a
existéncia de interacdes entre as proteinas padrao lisozima, BSA, a-quimotripsina, RNase e o
sal de 2-metilbenzotiazole 3, imobilizado em diferentes proporcées numa matriz de
Sepharose CL-6B (Figura 20).
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Figura 20. Sal de 2-metilbenzotiazole 3 imobilizado numa matriz de Sepharose CL-6B.

3.4.1.1 Condicoes ionicas

Para o estudo das interacdes ionicas em CA, as solucdes de proteinas foram preparadas e as
colunas foram equilibradas com uma solucao tampao de Tris-HCl 10 mM a pH 8 seguindo-se os
passos descritos em 2.5.2.1. Com excecdo do ensaio com a lisozima em que se utilizou a
solucao tampao de NaCl 0,05 M em Tris-HCl 10 mM a pH 8, de forma analoga ao procedimento

adotado para os suportes de celulose em esferas (Figura 17).

As figuras que se seguem apresentam os principais resultados do estudo da interacao dos

suportes S1, S2, S3 e S4 com a lisozima.

A lisozima apresenta um ponto isoelétrico (pl) de 11 (Boto et al., 2008), ou seja, esta
carregada positivamente a pH abaixo do seu pl. Da analise dos cromatogramas representativos
da Figura 21, verifica-se uma elevada retencao da lisozima nos suportes S1, S2 e S3 quando
se promove a ligacao com a adicao da solucao tampao de NaCl 0,05 M em Tris-HCl 10 mM a pH
8. No suporte S4 nao se verifica essa retencao. Relativamente ao perfil de eluicao promovido
pela adicdo da solucdo tampéo de NaCl 1 M em Tris-HCl 10 mM a pH 8, ele é crescente de S1
para S4, ou seja, a medida que a densidade de ligando diminui. Apesar da elevada retencao,
este ndo € um padrao de interacdo desejavel, porque apods a ligacdo, ndao foi possivel
recuperar as proteinas retidas, particularmente em S1 e S2. Desta forma optou-se por

aumentar a concentracao de NaCl de 1 M para 2 M no passo de eluicao (Figura 22).
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Figura 21. Perfis cromatograficos obtidos com os suportes S1, S2, S3 e S4. Injecao de 100 pL de
lisozima (12,5 mg/mL) utilizando para o passo de ligacao a solucdo tampao de NaCl 0,05 M em Tris-HCl
10 mM a pH 8 e para o passo de eluicdo a solucao tampao de NaCl 1 M em Tris-HCl 10 mM a pH 8

(representado pela linha a tracejado).

O objetivo desta abordagem foi o de aumentar o efeito de competicao do NaCl e assim
enfraquecer as interacdes entre a proteina e o ligando, provocando a sua eluicdo embora, e

como se pode observar nos cromatogramas representativos da Figura 22, tal nao tenha

acontecido.
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Figura 22. Perfis cromatograficos obtidos com os suportes S1, S2, S3 e S4. Injecao de 100 pL de
lisozima (12,5 mg/mL) utilizando para o passo de ligacao a solucao tampao de NaCl 0,05 M em Tris-HCl
10 mM a pH 8 e para o passo de eluicao a solucao tampao de NaCl 2 M em Tris-HCl 10 mM a pH 8

(representado pela linha a tracejado).

Em consequéncia do resultado anterior optou-se por variar o valor de pH (4, 5, 6, 7 e 9)
tentando, deste modo, promover um melhor perfil cromatografico de ligacdo/eluicao da
lisozima. Para os ensaios com variacdo do pH a 4, 5 e 6 prepararam-se as solucdes tampao

utilizando o acetato de sédio (NaOAc) 10 mM. Para o pH 7 e 9 manteve-se o tampao Tris-HCl

10 mM.

Na Figura 23, estao representados cromatogramas representativos do estudo realizado a pH 4
e verifica-se que quando se promove a ligacdo com a solucao tampao de NaCl 0,05 M em
acetato de sodio 10 mM, a proteina elui quase na totalidade, concluindo-se desta forma que
nao existiu interacao entre a lisozima e o ligando. O mesmo perfil cromatografico ¢ verificado
a pH 5 e 6. No entanto, para pH 7 e 9, o perfil cromatografico é idéntico ao observado a pH 8
(Figura 22), existe retencao da lisozima no suporte, ndo sendo possivel recuperar a proteina

através da sua eluicdo (com excecao em S4).
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Figura 23. Perfis cromatograficos obtidos com os suportes S1, S2, S3 e S4. Injecao de 100 pL de
lisozima (12,5 mg/mL) utilizando para o passo de ligacao a solucao tampao de NaCl 0,05 M em acetato

10 mM a pH 4 e para o passo de eluicao a solucao tampao de NaCl 1 M em acetato 10 mM a pH 4

(representado pela linha a tracejado).

As figuras que se seguem apresentam os principais resultados do estudo da interacao dos

suportes S1, S2, S3 e S4 com a a-quimotripsina.

A a-quimotripsina apresenta um pl de 8,7 (Boto et al., 2008), encontrando-se carregada
positivamente nas condicdes utilizadas (pH 8). Apesar de nestas condicdes a interacao
ligando/proteina estar desfavorecida, a proteina apresenta uma interacao parcial. Ou seja,
elui parcialmente quando é promovida a ligacdo com Tris-HCl 10 mM a pH 8 e elui na
totalidade quando é promovida a eluicdo com a solucdo tampao de NaCl 1 M em Tris-HCl 10
mM a pH 8 (Figura 24). Este tipo de perfil obtido é teoricamente caracteristico de proteina
em excesso para a quantidade de ligando presente, assim decidiu-se injetar metade da

quantidade de a-quimotripsina (50 pL) e averiguar a alteracdao, ou nao, do perfil

cromatografico.
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Figura 24. Perfis cromatograficos obtidos com os suportes S1, S2, S3 e S4. Injecao de 100 pL de
a-quimotripsina (12,5 mg/mL) utilizando para o passo de ligacao a solucao tampao de Tris-HCL 10 mM a

pH 8 e para o passo de eluicao a solucao tampao de NaCl 1 M em Tris-HCl 10 mM a pH 8 (representado

pela linha a tracejado).

Com a injecao de 50 pL de a-quimotripsina (Figura 25) verificou-se a diminuicao das
absorvancias em ambos os patamares, quer aquando da utilizacao da solucdao tampao Tris-HCl

10 mM a pH 8, quer com adicao de NaCl 1 M.
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Figura 25. Perfis cromatograficos obtidos com os suportes S1, S2, S3 e S4. Injecao de 50 pL de
a-quimotripsina (12,5 mg/mL) utilizando para o passo de ligacao a solucao tampao de Tris-HCL 10 mM a
pH 8 e para o passo de eluicao a solucao tampao de NaCl 1 M em Tris-HCl 10 mM a pH 8 (representado

pela linha a tracejado).

Estes resultados permitiram concluir que na realidade nao se tratava de excesso de proteina

injetada, mas sim que existe uma interacao pouco forte entre o ligando e a proteina. Na
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realidade e caso estes resultados fossem provenientes de excesso de proteina, os valores de
absorvancia que aparecem na 22 e 32 leitura desapareceriam e o perfil de eluicdo com NaCl 1

M manter-se-ia. No entanto, como se pode verificar as absorvancias diminuiram em ambos os

patamares (Figura 25).

Analogamente ao estudo realizado com a lisozima, fez-se variar o valor de pH (4, 5, 6, 7 € 9)
na solucdo tampao. Como a a-quimotripsina apresenta um pl de 8,7 (Boto et al., 2008), esta

carregada positivamente a pH inferiores ao seu pl e negativamente a pH superiores ao seu pl.

Os perfis cromatograficos do estudo da a-quimotripsina a pH 4 estdo representados nos
cromatogramas da Figura 26. Como se pode verificar, nao existiu melhorias nos perfis
cromatograficos comparativamente aos perfis a pH 8. Para os cromatogramas obtidos a pH 5 e

6 obtiveram-se perfis cromatograficos idénticos aos obtidos a pH 4.
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Figura 26. Perfis cromatograficos obtidos com os suportes S1, S2, S3 e S4. Injecao de 100 pL de
a-quimotripsina (12,5 mg/mL) utilizando para o passo de ligacao a solucao tampao de acetato 10 mM a
pH 4 e para o passo de eluicao a solucao tampao de NaCl 1 M em acetato 10 mM a pH 4 (representado

pela linha a tracejado).

Na figura 27, estdo representados os cromatogramas obtidos a pH 7. Nos suportes S1, S2 e S3
existiu interacao do ligando com a a-quimotripsina quando se promoveu a ligacao com a
solucdo tampao de Tris-HCl 10 mM a pH 7, mas pelo contrario tal ndo aconteceu com o

suporte S4. Quando se promoveu a eluicdo com o aumento da forca idnica, verificou-se um

arrastamento no perfil de eluicao, com excecao em S4 que apresenta uma banda de

absorvancia mais bem definida.
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Figura 27. Perfis cromatograficos obtidos com os suportes S1, S2, S3 e S4. Injecdo de 100 pL de
a-quimotripsina (12,5 mg/mL) utilizando para o passo de ligacao a solucao tampao de Tris-HCL 10 mM a
pH 7 e para o passo de eluicao a solucao tampao de NaCl 1 M em Tris-HCl 10 mM a pH 7 (representado

pela linha a tracejado).

Por ultimo, foi analisado o comportamento cromatografico da a-quimotripsina em Tris-HCL 10
mM a pH 9 (Figura 28). Esta proteina encontra-se carregada negativamente, uma vez que o pH
do meio se encontra acima do seu pl, pelo que a interacao ligando/proteina deveria estar

favorecida. No entanto, na pratica o perfil cromatografico obtido ndao revela este

comportamento esperado.
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Figura 28. Perfis cromatograficos obtidos com os suportes S1, S2, S3 e S4. Injecao de 100 pL de
a-quimotripsina (12,5 mg/mL) utilizando para o passo de ligacao a solucao tampao de Tris-HCL 10 mM a

pH 9 e para o passo de eluicao a solucao tampao de NaCl 1 M em Tris-HCl 10 mM a pH 9 (representado

pela linha a tracejado).

As figuras que se seguem apresentam os principais resultados do estudo da interacao dos

suportes S1, S2, S3 e S4 com a BSA.

A Figura 29 corresponde ao perfil cromatografico da BSA com os diferentes suportes e os
resultados mostram que esta proteina nao interage com o suporte, sendo imediatamente
eluida quando aplicada a solucdo tampao de Tris-HCl 10 mM a pH 8. O pl da proteina é de 4,7
(Boto et al., 2008) e tendo em conta que o pH utilizado nestes ensaios foi superior (pH 8) ao
pl da BSA, esta proteina estava carregada negativamente. No entanto, a BSA nado interage
com o ligando, apesar deste apresentar um carater positivo. Teoricamente, nao era o perfil
cromatografico esperado mas na pratica obtém-se um perfil de eluicdo bem definido, na

presenca da solucao tampao de Tris-HCl 10 mM a pH 8.
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Figura 29. Perfis cromatograficos obtidos com os suportes S1, $2, S3 e S4. Injecao de 100 uL de BSA
(12,5 mg/mL) utilizando para o passo de ligacao a solucao tampao de Tris-HCl 10 mM a pH 8 e para o
passo de eluicao a solucao tampao de NaCl 1 M em Tris-HCL 10 mM a pH 8 (representado pela linha a

tracejado).

As figuras que se seguem apresentam os principais resultados do estudo da interacao dos

suportes S1, S2, S3 e S4 com a RNase.

Ao contrario da BSA, a RNase estabeleceu interacdo com o ligando, como se pode ver nos

perfis cromatograficos obtidos na Figura 30.

Suporte 51 Suporte S2
1 1 1 1
- 09 09
08 -08 038 - 08
E s E g
c il c -
Qo = =] =
g s & g
rd r4
B e B d
< <
Volume (mL) Volume (mL)
Suporte S3 Suporte 54
1 -1 1 -1
3 : 3
c c
[=] fand (=] =
g 3 8 g
" Z Z
L2 e
< <

Volume (mL) Volume (mL)

Figura 30. Perfis cromatograficos obtidos com os suportes S1, S2, S3 e S4. Injecao de 100 pL de RNase
(12,5 mg/mL) utilizando para o passo de ligacao a solucao tampao de Tris-HCl 10 mM a pH 8 e para o
passo de eluicao a solucao tampao de NaCl 1 M em Tris-HCL 10 mM a pH 8 (representado pela linha a

tracejado).
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O pl desta proteina é de 9,6 (Sigma-Aldrich, 2014b), assim ela encontra-se carregada
positivamente a pH 8, desfavorecendo teoricamente a interacdo com o ligando catidnico. A
eluicao ocorreu com a adicao, num segundo passo, de NaCl 1 M em tampao de Tris-HCl 10 mM
a pH 8. A presenca de NaCl no tampao indicou que a interacao da RNase com o ligando foi

enfraquecida por competicao, resultando na sua eluicao.

Na tentativa de encontrar outras proteinas que interagissem com o ligando, foram
adicionalmente testadas a tripsina (PM 23,8 kDa, pl 10,1-10,5) e a y-globulina (PM 156 kDa, pl
6,85-6,95), mas nao apresentaram interacao com o ligando quando se promoveu a ligacao

com a solucao tampao de Tris-HCl 10 mM a pH 8.

No entanto, uma interacao idnica entre o ligando e as diferentes proteinas ndo € o Unico
processo ativo. Como referido anteriormente, para além das possiveis interacdes ionicas,
também as interacdes hidrofobicas devem ser consideradas no presente estudo uma vez que a
presenca do anel aromatico e a cadeia carbonada no sal de 2-metilbenzotiazole 3 podem

favorecer as interacdes hidrofébicas com as proteinas e originar uma retencao seletiva.

3.4.1.2 Condicoes hidrofébicas

No estudo das interacdes em CA foram preparadas as solucoes de proteina e as colunas foram
equilibradas com uma solucao tampao de (NH,),SO4 1,5 M em Tris-HCl 10 mM a pH 8 seguindo-
se os passos descritos em 2.5.2.2. Tendo em conta os resultados das interacdes ionicas,
observados anteriormente, em que as proteinas lisozima, a-quimotripsina e RNase interagiram
com o ligando nas condicdes de ligacao com a solucao tampao de Tris-HCl 10 mM a pH 8, foi
utilizada a solucao tampao de (NH4),S04 0,1 M em Tris-HCl 10 mM a pH 8 para promover a

eluicao.

Nas Figuras 31 e 32 sdo apresentados os perfis cromatograficos da lisozima quando foram
injetados na coluna, 100 pL e 50 pL, respetivamente. A lisozima, em condicdes hidrofobicas
estabelece interacées com o suporte S4, quando se promove a ligacao com a solucao tampao
de (NH,4);SO4 1,5 M em Tris-HCl 10 mM a pH 8. Nos restantes suportes, onde a concentracao de

ligando é maior, foi estabelecida uma interacdo pouco forte e um perfil de eluicdo com

arrastamento.
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Figura 31. Perfis cromatograficos obtidos com os suportes S1, S2, S3 e S4. Injecdo de 100 pL de
lisozima (12,5 mg/mL) utilizando para o passo de ligacao a solucao tampao de (NH4),SO4 1,5 M em Tris-
HCLl 10 mM a pH 8 e para o passo de eluicao a solucao tampao de (NH,),SO4 0,1 M em Tris-HCl 10 mM a

pH 8 (representado pela linha a tracejado).
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Figura 32. Perfis cromatograficos obtidos com os suportes S1, S2, S3 e S4. Injecao de 50 pL de lisozima
(12,5 mg/mL) utilizando para o passo de ligacao a solucao tampao de (NH4),S04 1,5 M em Tris-HCl 10 mM
a pH 8 e para o passo de eluicao a solucao tampao de (NH,),SO, 0,1 M em Tris-HCl 10 mM a pH 8

(representado pela linha a tracejado).

Na Figura 33 é apresentado o perfil cromatografico da a-quimotripsina. Tal como no caso
anterior, esta proteina estabelece interacdées com o ligando quando se promove a ligacdo com
a solucao tampao de (NH,4),SO4 1,5 M em Tris-HCl 10 mM a pH 8, com especial destaque para a
interacdo ocorrida no suporte S4. No segundo passo, quando é aplicada a solucdo tampao de

(NH4),S04 0,1 M em Tris-HCL 10 mM a pH 8, a a-quimotripsina elui na sua totalidade. Obtém-se
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assim o perfil cromatografico ligacao/eluicdo desejado, quer neste caso, quer no caso

anterior da lisozima.

Abs (280nm)

Abs (280nm)

Figura 33. Perfis cromatograficos obtidos com os suportes S1, S2, S3 e S4. Injecdo de 100 pL de
a-quimotripsina (12,5 mg/mL) utilizando para o passo de ligacao a solucao tampao de (NH4),SO,4 1,5 M
em Tris-HCL 10 mM a pH 8 e para o passo de eluicao a solucao tampao de (NH,),SO4 0,1 M em Tris-HCL 10
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Na Figura 34 é apresentado o perfil cromatografico da BSA. Esta proteina estabelece
interacées com o ligando quando se promove a ligacdo com a solucao tampao de (NH,),SO4
1,5 M em Tris-HCl 10 mM a pH 8, com especial destaque para o suporte S4, onde se obtém um

perfil de ligacdo/eluicao desejado, tal como nos ensaios cromatograficos para a lisozima e

a-quimotripsina.
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Figura 34. Perfis cromatograficos obtidos com os suportes S1, S2, S3 e S4. Injecdao de 100 pL de BSA
(12,5 mg/mL) utilizando para o passo de ligacao a solucao tampao de (NH4),504 1,5 M em Tris-HCl 10 mM

a pH 8 e para o passo de eluicao a solucao tampao de Tris-HCl 10 mM a pH 8 (representado pela linha a

tracejado).

Na Figura 35 é apresentado o perfil cromatografico da RNase. Em condicoes hidrofébicas, esta
proteina nao interage com o suporte. Verifica-se que ao adicionar a solucdo tampéo de

(NH4),S04 1,5 M em Tris-HCl 10 mM a pH 8 a proteina elui imediatamente.
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Figura 35. Perfis cromatograficos obtidos com os suportes S1, S2, S3 e S4. Injecao de 100 pL de RNase
(12,5 mg/mL) utilizando para o passo de ligacao a solucao tampao de (NH4),S04 1,5 M em Tris-HCl 10 mM
a pH 8 e para o passo de eluicao a solucao tampao de (NH,),SO, 0,1 M em Tris-HCl 10 mM a pH 8

(representado pela linha a tracejado).
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Com base no estudo cromatografico das interacdes hidrofobicas, o suporte cromatografico
obtido utilizando a concentracao mais baixa de ligando, o suporte S4, demonstrou ter uma
interacdo desejavel e seletiva com as diferentes proteinas. Este resultado permitiu eleger
este suporte como o melhor de todos os aqui obtidos e estudados, sendo que esta conclusao é
coerente com o que se encontra descrito na literatura. De acordo com Murza et al. (2000),
uma menor densidade de ligando é vantajosa na maioria dos casos uma vez que o acesso do

ligando imobilizado aos locais de ligacao da proteina nao € prejudicado.

Tendo em conta as proteinas que apresentaram interacées predominantemente hidrofébicas
com o ligando e ter-se observado que o suporte S4, com uma densidade de ligando de 0,18
mmol/g suporte, demonstrou os melhores resultados apontando para a proporcao ideal entre
o ligando e a matriz, foram realizados varios ensaios para testar as condicoes cromatograficas
que permitiram a ligacdo e eluicdo de cada proteina, possibilitando a separacdo seletiva
destas proteinas. Para tal, foram testadas varias concentracdes de (NH,4),504. Os melhores
perfis cromatograficos foram obtidos com a diminuicdo do gradiente de concentracdo de
(NH4),SO4, nomeadamente de 1,5 M, 0,6 M e 0 M na solucao tampao de Tris-HCl 10 mM a pH 8,

como representado na Figura 36.
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Figura 36. Perfil cromatografico obtido com o suporte S4. Injecdo de 100 pL de proteina
correspondente. Utilizou-se no passo inicial a solucao tampao de (NH,4),SO,4 1,5 M em Tris-HCl 10 mM a
pH 8, seguindo-se a solucao tampao de (NH,4),S0,4 0,6 M em Tris-HCl 10 mM a pH 8 e por ultimo a solugao

tampao de Tris-HCl 10 mM a pH 8 (representado pela linha a tracejado).
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Estes trés ensaios cromatograficos representativos (Figura 36) mostraram claramente que uma
diminuicdo na forca idnica promove a eluicdo seletiva das trés proteinas do suporte S4,
revelando assim um comportamento distinto de interacao individual. Por conseguinte, quando
uma mistura artificial das trés proteinas foi injetada e, em seguida, eluida com uma
diminuicdo do gradiente de concentracdo do (NH,4),S0., conseguiu-se a separacao das trés
proteinas em estudo (Figura 37). No cromatograma, € possivel observar que num primeiro
passo, utilizando a solucao tampao de (NH,4),SO4 1,5 M em Tris-HCl 10 mM a pH 8, eluiu a
RNase, uma vez que nao interagiu com o ligando, enquanto que a a-quimotripsina e a BSA
ficaram totalmente retidas nas mesmas condicdes. Quando a forca ionica do tampao foi
reduzida para (NH4),SO4 0,6 M em Tris-HCl 10 mM a pH 8, a a-quimotripsina eluiu. Assim, a
BSA demonstrou a interacdo mais forte com o ligando e foi eluida no passo final com Tris-HCl
10 mM a pH 8.
Suporte S4

0,7 r L5

0,6 a-quimotripsina

Abs (280nm)
[(NH,),50,] (M)

0 5 10 15 20 25 30
Volume (mL)

Figura 37. Perfil cromatografico obtido com o suporte S4. Injecao de 150 uL de uma mistura de RNase,
a-quimotripsina e BSA. Utilizou-se no passo inicial uma solucao tampao de (NH4),SO4 1,5 M em Tris-HCl
10 mM a pH 8, seguindo-se uma solucao tampao de (NH4),SO4 0,6 M em Tris-HCl 10 mM a pH 8 e por
altimo uma solucdo tampao de Tris-HCL 10 mM a pH 8 (representado pela linha a tracejado).

A lisozima também foi estudada nestes ensaios cromatograficos com a mistura artificial de
proteinas tendo-se comportado como a a-quimotripsina, ou seja, eluiu com a solugdo tampao
de (NH,),S04 0,6 M em Tris-HCl 10 mM a pH 8.

Nos estudos com o suporte de controlo, nenhuma das proteinas apresentou interacdo com o
ligando nas condicoes de ligacao com a solucao tampao de (NH,4),SO4 1,5 M em Tris-HCl 10 mM
a pH 8. Estes ensaios demonstraram claramente que o ligando é o responsavel pelas

interacoes observadas com as proteinas.
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3.4.2 SDS-PAGE

A pureza das fracdes das proteinas recuperadas correspondentes as trés bandas de eluicdo
(Figura 37) foi monitorizada por analise eletroforética em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE),
como demonstrado na Figura 38. A coluna M representa a mistura artificial das trés proteinas
que foi injetada na coluna. Por comparacado com as amostras de controlo representadas nas
colunas A, B e C, é possivel identificar, na coluna 1, a proteina eluida na primeira banda do
cromatograma, a RNase. Na coluna 2, a proteina eluida na segunda banda do cromatograma,
que corresponde a a-quimotripsina e, finalmente, a proteina recuperada a partir da terceira

banda cromatografica, que corresponde a BSA (coluna 3).

Mr (kDa) M 1 2 3 A B &

63 - . -

25

i 74 . ‘

Figura 38. SDS-PAGE das fracdes recuperadas a partir de cada banda cromatografica.

3.4.3 Ensaios de reprodutibilidade

Foram realizados varios ensaios adicionais para verificar, por um lado, a possivel perda de
ligando e, por outro, averiguar a reprodutibilidade e reutilizacdo do suporte S4. Para tal, o
suporte foi lavado diversas vezes tendo-se constatado que a cor do suporte nado sofreu
qualquer tipo de alteracao visual. O suporte foi ainda deixado em agua e etanol a 4 °C
durante cerca de seis meses, tendo-se verificado que as aguas-maes nao apresentaram
moléculas de ligando mensuraveis pela medicao de absorvancia. Apds esse periodo, o ensaio
reproduzido na Figura 37 foi repetido cinquenta vezes, obtendo-se o perfil cromatografico
representado pela linha de cor cinza na Figura 39. Apos as cinquenta repeticoes o perfil
cromatografico mantém-se inalterado. Estes ensaios permitiram assim demonstrar a boa

reprodutibilidade do padrao de eluicao, bem como a estabilidade da coluna.
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Figura 39. Perfil cromatografico obtido para o suporte S4 ( =) na Figura 37 e depois de cinquenta
corridas cromatograficas (—) com uma mistura de RNase, a-quimotripsina e BSA. Utilizou-se no passo
inicial uma solucao tampao de (NH,),SO,4 1,5 M em Tris-HCl 10 mM a pH 8, seguindo-se a solucao tampao
de (NH,4),S0,4 0,6 M em Tris-HCL 10 mM a pH 8 e por Ultimo uma solucdo tampao de Tris-HCl 10 mM a pH 8

(representado pela linha a tracejado).

3.4.4 Estudos de CA nos suportes de Sepharose CL-6B derivatizados com o

acido 11-bromoundecandico

Analogamente ao estudo realizado para os suportes de Sepharose CL-6B com o sal de
2-metilbenzotiazole 3 foram derivatizadas matrizes de Sepharose CL-6B com o braco
espacador, o acido 11-bromoundecanéico (Figura 40), de forma a avaliar a contribuicdo da
cadeia N-alquilica na interacao ligando-proteina. Desta forma e seguindo a metodologia da
esterificacdo de Steglich, descrita em 2.4.3, foram obtidos os suportes derivatizados com
diferentes densidades de ligando e a quantidade de acido 11-bromoundecandico 2 imobilizado
em Sepharose CL-6B foi calculada a partir da percentagem de bromo, determinada por AE
(Tabela 5).

OH
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OH
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OH
P
OH
H
0 Br
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OH
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OH
O
OH
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Figura 40. Acido 11-bromoundecandico 2 imobilizado numa matriz de Sepharose CL-6B.
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Tabela 5. Suportes cromatograficos obtidos com a esterificacdo de Steglich a partir do acido 11-

bromoundecandéico 2 numa matriz de Sepharose CL-6B.

(2 eq. DCC + 0,2 eq. B1 1:1 3,77 2,70 | 0,34
DMAP) x 3 B2 1:2 1,88 1,60 | 0,20

15 mL DMF, 96 horas B3 1:4 0,94 0,86 | 0,11
Tambiente B4 1:8 0,47 0,85 | 0,11

Uma vez que o acido 11-bromoundecandico 2 nao apresenta azoto na sua constituicdo mas
bromo, o valor de Q foi calculado através da adaptacdo da equacao anteriormente utilizada,
verificando-se entdo a quantidade de acido 11-bromoundecandico 2 ligado a matriz, de

acordo com a seguinte equacao (adaptada de Silva et al., 2006):

% Br
7,9

Q=

(mmol de acido 11-bromoundecanéico 2/g suporte)

O estudo das interacdes de afinidade foi desenvolvido pela realizacdo de ensaios
cromatograficos pretendendo-se verificar a contribuicao do braco espacador na interacdo com
as proteinas padrdo. Para tal, fez-se um estudo comparativo com o conjunto de melhores
resultados, nas interacdes estabelecidas entre a a-quimotripsina, a RNase e a BSA e o sal de
2-metilbenzotiazole 3. Deste modo, foi selecionado o suporte com a densidade de ligando
mais proxima do suporte S4, ou seja, o suporte B2 que apresenta uma densidade de ligando

de 0,20 mmol de acido 11-bromoundecandico 2/g suporte.

3.4.4.1 Condicoes idnicas

Para o estudo das interacdes ionicas em CA, as solucdes de proteinas foram preparadas e as
colunas foram equilibradas com uma solucao tampao de Tris-HCl 10 mM a pH 8 seguindo-se os

passos descritos em 2.5.2.1.

Na Figura 41 sao apresentados os perfis cromatograficos da a-quimotripsina, RNase e BSA
numa analogia entre o suporte S4 e o suporte B2. Em condicdes ionicas, a a-quimotripsina e a
BSA apresentam perfis cromatograficos semelhantes em ambos suportes. A RNase revelou
apresentar um padrao de retencao diferente, ou seja, estabelece interacao com o suporte S4
e tal nao acontece com o suporte B2. Isso indica que a parte aromatica e a carga cationica do
sal de 2-metilbenzotiazole 3 sao responsaveis por algumas interacdes observadas apenas no

suporte S4, nomeadamente relacionadas com o caracter iénico do ligando.
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Figura 41. Perfis cromatograficos obtidos para o suporte B2 (e comparados com o suporte S4). Injecao
de 100 pL de proteina correspondente (12,5 mg/mL) utilizando para o passo de ligacdo a solucao

tampao de Tris-HCl 10 mM a pH 8 e para o passo de eluicao a solucao tampao de NaCl 1 M em Tris-HCl

10 mM a pH 8 (representado pela linha a tracejado).

3.4.4.2 Condicoes hidrofdbicas
No estudo das interacdes em CA foram preparadas as solucoes de proteina e as colunas foram
equilibradas com uma solucao tampao de (NH,),SO4 1,5 M em Tris-HCl 10 mM a pH 8 seguindo-

se os passos descritos em 2.5.2.2.

Na Figura 42 sao apresentados os perfis cromatograficos da a-quimotripsina, RNase e BSA

numa analogia entre o suporte S4 e o suporte B2. Em condicdes hidrofobicas, em ambos os
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suportes todas as proteinas apresentam perfis cromatograficos semelhantes. Estes resultados

sugerem que a cadeia N-alquilica é a principal responsavel por interacdes hidrofébicas.
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Figura 42. Perfis cromatograficos obtidos para o suporte B2 (e comparados com o suporte S4). Injecao
de 100 pL de proteina correspondente (12,5 mg/mL) utilizando para o passo de ligacao a solucao
tampao de (NH4),S04 1,5 M em Tris-HCl 10 mM a pH 8 e para o passo de eluicao a solucao tampao de

(NH4),SO4 0,1 M em Tris-HCl 10 mM a pH 8 ou Tris-HCl 10 mM a pH 8 (representado pela linha a

tracejado).

3.4.5 SEM e EDS

Este estudo permitiu a caracterizacdao da morfologia das esferas de Sepharose CL-6B. As

imagens de microscopia eletronica de varrimento (SEM) antes [Figura 43(a)] e apds a
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imobilizacdo do sal de 2-metilbenzotiazole 3 [Figura 43(c)] demonstraram a preservacao da

morfologia das esferas, e por conseguinte, o desempenho cromatografico nao foi alterado.

a)

Figura 43. Imagens SEM com ampliacao de 100, 250, 500 e 5000x: (a) Sepharose CL-6B; (b) suporte de

controlo; e (c) suporte S4.

A analise das imagens obtidas através do mapeamento de enxofre, por espetroscopia de raios
X por dispersao em energia (EDS), demonstraram uma distribuicao uniforme do ligando sobre

as esferas de Sepharose CL-6B (Figura 44).

Figura 44. Imagens SEM e o corresponde mapeamento de enxofre com ampliacao de 1300x nos suportes:

(a) suporte S1; (b) suporte S2; (c) suporte S3; e (d) suporte S4.
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Ao longo dos ultimos anos, o desenvolvimento de novas técnicas para a purificacdo de
biomoléculas tem sido uma tematica de grande importancia e tem revelado um progresso
continuo, em varias e diferentes areas do conhecimento, com especial énfase para a
biotecnologia e para as ciéncias da salde. Dentro dos varios métodos de purificacdo, a
cromatografia e em especial a cromatografia de afinidade, tem desempenhado um papel

chave nestas areas de conhecimento e ainda na indistria biotecnologica.

Dentro da cromatografia de afinidade, a utilizacdo de ligandos de pseudo-afinidade com
origem sintética tem-se revelado cada vez mais importante, especialmente pela sua
facilidade de obtencdo a partir de produtos quimicos relativamente baratos e pela sua alta
estabilidade, especialmente quando comparados com os ligandos de origem natural. Desta
forma, o desenvolvimento de novos suportes cromatograficos baseados em sais de
2-metilbenzotiazole como aquele aqui estudado, possuidores de um grupo carboxilico capaz
de se ligar covalentemente a matrizes hidroxilicas por métodos de esterificacdao em condicoes
suaves, concretamente pelo método de Steglich, separadas da matriz por um braco espacador
suficientemente longo minimizando impedimentos estereoquimicos de interacao com as
moléculas biologicas alvo, representa per se um importante e promissor contributo para o

desenvolvimento de novos protocolos cromatograficos.

Dentro dos resultados obtidos, o suporte cromatografico mais bem-sucedido apresentou uma
densidade de ligando de 0,18 mmol de sal de 2-metilbenzotiazole 3/g de suporte
cromatografico. O melhor desempenho global em CA demonstrado pelo suporte com menor
densidade de ligando podera ser explicado pelo facto do acesso do ligando aos locais de
ligacdo da proteina néo ser prejudicado, apontando para que uma densidade de ligando nesta
gama de concentracdes seja um bom compromisso entre uma maior capacidade possivel e um

melhor desempenho cromatografico.

0 desempenho cromatografico deste suporte perante varias proteinas modelo, testado
através de uma selecao criteriosa da fase movel e do gradiente de sal, revelou ser capaz de
separar seletivamente as trés proteinas padrao RNase, a-quimotripsina e BSA.
Concretamente, o suporte cromatografico revelou nao interagir com a RNase ao contrario das
restantes duas proteinas (a-quimotripsina e BSA) que ficaram retidas na coluna, sendo estas
duas Ultimas posteriormente eluidas seletivamente com a diminuicao gradual da concentracao
de (NH4);SO4. Os resultados cromatograficos aqui descritos parecem indicar uma combinagéo
de varias interacoes moleculares estabelecidas entre o ligando e a proteina alvo,
nomeadamente, interacdes aromaticas (m-1), eletrostaticas (ionicas) e hidrofobicas (incluindo
van der Waals) devido ao anel heteroaromatico, o nlcleo heterociclico carregado
positivamente e a cadeia N-alquilica, respetivamente. No entanto, a luz dos resultados
obtidos e em funcdo do braco espacador escolhido, as interacdoes hidrofébicas parecem

prevalecer.
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Sendo este estudo apenas exploratério no que diz respeito a aplicacdo de sais de 2-
metilbenzoazole como ligandos em processos cromatograficos, esperamos que os resultados
aqui obtidos, incluindo os menos bem-sucedidos, sirvam para apontar um caminho na escolha
de melhores ligandos, melhores bracos espacadores, melhores métodos de ligacdo e melhores
condicées cromatograficas e que como tal, e subsequentemente, se possa tirar o melhor

beneficio para a utilizacao destes novos ligando em CA.
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Sendo a CA um dos métodos mais promissores em termos de separacdo e purificacdo de
biomoléculas com interesse terapéutico e/ou industrial, pela sua simplicidade, versatilidade e
alta reprodutibilidade, estudos embrionarios de desenvolvimento de novos ligandos sintéticos,

como os aqui apresentados, devem ser continuados e melhorados.

Desta forma, o desenvolvimento de ligandos baseados em sais de benzotiazole, possuidores
de grupos carboxilicos e, como tal, facilmente imobilizados em matrizes cromatograficas, por
esterificacdo de Steglich, deve ser desde ja continuado utilizando cadeias espacadoras de
menor comprimento de forma a se conseguir obter o melhor balanco entre as interacoes
idnicas e as hidrofdbicas. Adicionalmente, a introducdo de grupos funcionais nos anéis
heterociclicos podera ser um bom caminho no sentido de se variar o tipo e intensidade de

interacdes a serem estabelecidas entre o ligando e as biomoléculas.

A aplicacdo de sais de 2-metilbenzotiazole 3 como ligandos em CA € uma nova abordagem
promissora nesta area atendendo a facilidade com que se podem sintetizar. Nesse sentido,
varios parametros cromatograficos devem ainda ser estudados, nomeadamente, a sua
capacidade de ligacdo através de estudos de capacidade dinamica de ligacao para melhor

caracterizar este suporte cromatografico.

A toxicidade dos sais de 2-metilbenzotiazole 3 é uma questdo aberta, uma vez que esta classe
de compostos pode inibir o crescimento celular de células cancerosas e tém sido estudados na
inibicdo de virus (Yang et al., 2007). No entanto, esta classe de compostos que exibiu um
comportamento inibitério tem uma estrutura diferente da do ligando utilizado neste trabalho.
Assim sendo, a toxicidade destes sais € uma questao que se devera ter em conta em futuros

estudos.

Finalmente, para aplicacbes praticas reais deste suporte, seria pertinente realizar a
purificacdo de uma proteina a partir de um homogeneizado de Escherichia coli ou do
sobrenadante de uma cultura celular, demonstrando assim o comportamento seletivo deste
ligando, bem como, a possibilidade de aplicar estes suportes na purificacado de biomoléculas

(proteinas e/ou acidos nucleicos) com aplicacdo terapéutica.
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Abstract:

A new support for affinity chromatography was synthesized from
Sepharose CL-6B containing a benzothiazolium bromide salt as a
ligand. The original goal of this study was the evaluation of the
azolium salt individual contribution as a constituent part of
thiacarbocyanine dyes in an affinity relationship with standard
proteins. This dye was previously post-grafted onto beaded cellulose
by a curing method, successfully used as an affinity ligand for the
interaction and isolation of different proteins. Following this idea,
the immobilization of an azolium bromide salt onto Sepharose CL- 6B
in different concentrations was performed by Steglich esterification,
using dicyclohexylcarbodiimide as a coupling reagent and
4-dimethylaminopyridine as basic catalyser. The obtained crafted
beaded Sepharose supports were qualitatively and quantitatively
characterized by scanning electron microscopy, energy dispersive
X-ray spectroscopy and elemental analysis.

The affinity interactions between the chromatographic supports
obtained and several standard proteins were finally evaluated. The
best results were achieved using a chromatographic support with a
ligand density of 0.18 mmol of benzothiazolium salt/g of
chromatographies support, enabling the separation of ribonuclease,
a-chymotrypsin and bovine serum albumin from an artificial mixture
using a decreasing ammonium sulphate stepwise gradient.

In conclusion, this study allows demonstrating the potential
applicability of small cationic ligands such as benzothiazolium salts,
compared to these congener cyanine dyes previously studied, for the
separation and purification of proteins by chromatography affinity,
revealing a distinct and useful chromatographic behaviour by itself.




