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Resumo

A cromatografia € uma poderosa ferramenta preparativa e analitica e um dos métodos de
purificacao mais importantes aplicados em processos “downstream” no ramo da
Biotecnologia. A cromatografia de afinidade é uma das técnicas de eleicdo na purificacdo de
DNA plasmidico (pDNA), sendo o ligando usado um dos fatores principais para o sucesso do
processo. A purificacdo cromatografica de pDNA requer suportes altamente porosos devido ao
seu alto peso molecular e a elevada viscosidade das suas solucdes. Os criogéis sao materiais
poliméricos macroporosos com canais interconectados, sendo uma alternativa aos suportes
particulados convencionais na purificacao de pDNA. O 3,8-diamino-6-fenilfenantridina (DAPP)
e o tosilato de 5-pent-4-en-1-il-fenantridinio sdo ligandos de origem sintética e apresentam
na sua estrutura um braco espacador e carga positiva, o que os torna potencialmente
adequados para a imobilizacdo num criogel usando e o metacrilado de 2-hidroxietilo (HEMA)
como co-monomero, para posteriores estudos cromatograficos. Neste projeto, foram testados
dois métodos de imobilizacdo do ligando a matriz e dois suportes de controlo. Foram
efetuados varios ensaios cromatograficos, de retencdao e de separacao das isoformas
superenrolada (sc) e circular aberta (oc) de pDNA. Adicionalmente, testou-se a separacao da
isoforma sc a partir de uma amostra de lisado clarificado. Os resultados mostram que o DAPP
(5 mg/mL) e o HEMA sao os ligandos com melhores perfis de retencao sendo por isso
escolhidos para os estudos de separacao de isoformas. Tanto o DAPP como o HEMA mostraram
seletividade para a isoforma sc usando como passo de ligacao uma solucao tampao de acetato
de sodio 10 mM pH 5,0 e como passo de eluicdo, tampao acetato de sodio 10 mM pH 5,0 na
presenca de NaCl. Quanto a amostra de lisado clarificado, apenas o HEMA revelou capacidade
de separacado da isoforma sc dos contaminantes RNA e proteinas. Estes estudos iniciais
permitiram demonstrar o potencial da aplicabilidade de criogéis com ligandos sintéticos para

a separacao e purificacao de pDNA por cromatografia de afinidade.
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Abstract

Chromatography is a powerful analytical and preparative tool and one of the major methods
applied in downstream purification processes in the biotechnology field. Affinity
chromatography is one of the techniques of choice in purification processes of plasmid DNA
(PDNA) and the ligands are the main factor for a successful process. Purification of pDNA
requires highly porous matrices due to their high molecular weight and high viscosity of the
solutions. The cryogels are macroporous polymeric materials with interconnected channels
becoming an alternative to the conventional particulate supports in the purification of pDNA.
The 3,8-Diamino-6-phenylphenanthridine (DAPP), tosylate 5-(pent-4 -en-yl)phenanthridinium
and 2-hydroxyethyl methacrylate (HEMA) are synthetic ligands with an easy synthesis that
present in their structure one spacer arm and positive charge which made them potentially
suitable ligands for immobilization onto to a cryogel and subsequent chromatographic studies.
In this study two immobilization methods of ligand to the matrix and two control supports
were studied. Several chromatographic experiments were carried out: initially, the retention,
and separation of supercoiled (sc) isoform from open circular (oc) isoform in a sample of
concentrated pDNA and then separation of sc isoforms from impurities in a sample of clarified
lysate. The results showed that DAPP 5 (mg/mL) and HEMA have the best retention profiles
being chosen for the isoforms separation studies. Both DAPP and HEMA showed selectivity for
the sc isoform using 10 mM sodium acetate buffer pH 5, as binding step, and two step elution
with a 10 mM sodium acetate buffer pH 5 in the presence NaCl. Only HEMA showed ability to
separate sc isoform from impurities such as RNA and proteins in the clarified lysate sample.
These initial studies have demonstrated the potential applicability of cryogels with synthetic

ligands to pDNA separation and purification by affinity chromatography.
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Capitulo 1

Introducao

1.1 Importancia do DNA plasmidico

Nas Ultimas duas décadas, a purificacdo da molécula de DNA plasmidico (pDNA) tem se
tornado num procedimento rotineiro em laboratdrio e no ramo industrial (Diogo et al., 2005).
O desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas, tais como as vacinas de DNA e a
terapia génica, forcaram o desenvolvimento de processos de purificacdo de pDNA em grande

escala (Diogo et al., 2005).

A terapia génica consiste na introducao de acidos nucleicos em células humanas, de modo a
modificar o seu reportério genético para processos terapéuticos (Ferreira et al., 2000). Os
acidos nucleicos podem ser “antisense”, RNA, ou DNA que se liga as sequencias alvo inibindo
a expressao de um gene especifico, tanto por bloqueamento do RNA mensageiro como pelos
genes promotores (Ferreira, 2005). O DNA plasmidico pode ser usado para expressar
especificamente um antigénio em células, estimulando e promovendo a resposta e memoria
imunitaria, o que mostra o seu potencial para criar novas tecnologias mais seguras de

producao e formacao de vacinas (Ferreira et al., 2000).

A aprovacao de novos protocolos de terapia génica e vacinas de DNA usando sistemas de
entrega de vetores de DNA tem promovido uma maior procura e necessidade de producao de

pDNA com elevado grau de pureza (Ferreira, 2005).

Por norma, a producao do pDNA comeca a uma escala de bancada com a construcao e selecao
do vetor de expressdao apropriado, seguido da selecdo e otimizacao das condicées de
fermentacao, crescimento celular e finalmente dos processos de isolamento e purificacao
(Ferreira et al., 2000).

Cada molécula de pDNA é constituida por um polimero linear de desoxirribonucleotidos
ligados por ligacoes fosfodiéster, estando os grupos fosfato carregados negativamente a pH>4
(Diogo et al., 2005). Os eixos do pDNA podem estar enrolados formando a isoforma
maioritaria designada de superenrolada (sc) de pDNA, existindo também fracoes da molécula
numa forma nao-enrolada designada como isoforma circular aberta (oc) (Diogo et al., 2005).
0 método de purificacdo tem de assegurar que a estabilidade estrutural e estabilidade
funcional da maior parte das conformacodes ativas sc de pDNA é mantida, assim como o seu
conteldo (> 97%), contendo em menor quantidade as isoformas linear e oc (Stadler et al.,
2004).



1.2 Técnicas de cromatografia para purificacdo de DNA

plasmidico

A cromatografia € um dos métodos mais usados em Biotecnologia, tanto a nivel analitico e
preparativo, como industrial, devido a sua simplicidade, robustez, versatilidade e alta
reprodutibilidade (Sousa et al., 2012). A cromatografia é definida como um processo de
separacao obtida mediante a distribuicao de componentes de uma mistura entre duas fases,
uma fase estacionaria e uma fase modvel (Scott, 2003). Os componentes que aderem
preferencialmente a fase estacionaria sdo retidos por mais tempo no sistema do que os que
sdo distribuidos seletivamente na fase movel. Como consequéncia, os solutos sdo eluidos a
partir do sistema consoante as concentragoes locais na fase movel a medida que aumentam os

seus coeficientes de distribuicdo em relacdo aos da fase estacionaria (Scott, 2003).

A cromatografia € atualmente um dos processos essenciais na purificacdo de DNA plasmidico,
podendo ser usada a nivel preparativo ou como ferramenta analitica (Ghanem et al., 2013). A
cromatografia tem sido estabelecida como um método proeminente para a purificacao de
proteinas, DNA e outras moléculas (Boyer e Hsu, 1993). A purificacio de pDNA por
cromatografia apresenta diversas limitacdes no seu caminho, relacionadas com a estrutura
das fases estacionarias existentes, com as moléculas de pDNA e as impurezas associadas
(Diogo et al., 2005). A baixa seletividade e co-eluicao sao problemas diretamente associados
as semelhancas fisicas e quimicas entre as impurezas e o DNA (Diogo et al., 2005). A
separacao e purificacdo de moléculas de DNA é diferente da das proteinas, devido nao sé aos
diferentes coeficientes de difusdao que se devem as diferencas de tamanho e estrutura das
moléculas, mas também as diferencas de massa entre eles (Fishman e Pattterson, 1996; Diogo
et al., 2005). Um dos problemas da cromatografia de pDNA é a baixa capacidade de ligacao
das fases estacionarias ao pDNA, o que resulta do facto da maioria dos poros das matrizes
cromatograficas ter sido originalmente desenhadas para a ligacdo de proteinas (Stadler et al.,
2004). Esta inadequacao pode ser ultrapassada aumentando o tamanho dos poros da fase
estacionaria (Diogo et al., 2005), o que melhora o acesso do pDNA aos espacos internos
conectados permitindo a existéncia de um fluxo continuo e consequentemente uma melhoria
da transferéncia interna de massa (Gustavsson e Larsson, 1996; McCoy et al., 1996; Lyddiatt e
O’Sullivan, 1998).

Por norma, a cromatografia é uma técnica usada apds os passos de clarificacdo e
concentracao, isto €, depois da carga de impurezas e o volume do processo ja terem sido
reduzidos (Diogo et al., 2005; Ghanem et al., 2013). Tém sido usadas diferentes técnicas
cromatograficas tais como, exclusao molecular, troca anionica, interacdo hidrofébica, fase
reversa e afinidade, individualmente ou integradas em combinacao em diversos processos de

purificacao de pDNA (Diogo et al., 2005) (Figura 1).
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Figura 1. Diferentes tipos de cromatografia (adaptada de Healthcare, 2010).

1.2.1 Tipos de Cromatografia
1.2.1.1 Cromatografia de exclusao molecular

A cromatografia de exclusdo molecular fraciona e purifica o plasmideo a partir de um lisado
clarificado segundo as diferencas de tamanho, e pode ser usada como um Unico passo ou em
sequéncia com outros métodos cromatograficos (Ghanem et al., 2013). Devido a
complexidade da mistura de diferentes moléculas com uma elevada variedade de massas
moleculares, a capacidade de resolucdo da cromatografia de exclusdo molecular é limitada
(Sousa et al., 2008). No entanto, pode ser usada para separar amostras menos complexas,
pois moléculas de dimensdes elevadas, tais como as diversas formas de pDNA e DNA genomico
(gDNA), nao conseguem aceder aos poros internos, podendo assim ser separados de moléculas
de RNA e outras impurezas de pequeno tamanho (Sousa et al., 2008). A cromatografia de
exclusdo molecular € um passo ideal para o passo de polimento final, permitindo a remocao

dos contaminantes residuais (Ferreira, 2005).

1.2.1.2 Cromatografia de troca anidnica

A cromatografia de troca anidnica € um método muito comum na captura e purificacao de
pDNA, tanto numa escala preparativa como analitica (Stadler et al., 2004) e tem como
vantagens uma rapida separacao sem a necessidade de uso de solventes (Diogo et al., 2005).
Na cromatografia de troca anibnica, ligandos capazes de estabelecer fortes interacoes tais
como aminas quaternarias, sdo tipicamente imobilizadas a matrizes poliméricas (Sousa et al.,
2008). Este tipo de cromatografia baseia-se nas interacoes entre o pDNA e a fase estacionaria
tendo por base as interacdes formadas entre cargas opostas, provocando diferentes tempos
de retencao das isoformas a medida que aumenta o gradiente de sal (Ghanem et al., 2013).
Com o aumento da concentracdo de sal, as moléculas de DNA eluem por ordem de tamanho
da cadeia que esta diretamente relacionado com o numero de grupos fosfato carregados
(Ghanem et al.,2013). Esta técnica cromatografica tem-se mostrado eficiente na separacao
da isoforma sc de pDNA, que é mais compacta e tem uma densidade de carga maior do que a

isoforma oc (Sousa et al., 2008). No entanto, muitas fases estacionarias exibem fraca



seletividade de separacao entre o pDNA e as impurezas, devido a semelhantes afinidades de

ligacao (Diogo et al., 2005).
1.2.1.3 Cromatografia de interacao hidrofébica

A cromatografia de interacao hidrofobica fornece uma purificacdo baseada na hidrofobicidade
(Sousa et al., 2008). A interacao hidrofobica explora as diferencas de hidrofobicidade entre o
pDNA, acidos nucleicos de cadeia simples e endotoxinas (Diogo et al., 2005). Neste método, a
retencdo ocorre a elevadas concentracbes de sal e ¢é dirigida principalmente pelo
deslocamento de moléculas de agua ordenadas em redor das biomoléculas e ligandos (Sousa
et al., 2008). A sua eluicdo é conseguida pela diminuicdo da concentracado de sal na fase
movel, o que enfraquece as interacdes hidrofébicas (Sousa et al., 2008). A necessidade de
altas quantidades de sal constitui a principal desvantagem deste processo, pois o uso de sal é
associado a elevados custos e alto impacto ambiental (Sousa et al., 2008 e Ghanem et al.,
2013).

1.2.1.4 Cromatografia de fase reversa

A cromatografia de fase reversa € baseada nas interacdes hidrofdbicas entre o soluto e a fase
estacionaria nao polar (Stadler et al., 2004). Este método usa modificadores de
emparelhamento de ides na fase mdvel de modo a alterar a seletividade e promover a
separacao de solutos carregados. Contém uma fase estacionaria hidrofébica e uma fase mavel
que consiste num eluente hidroorganico, contendo ides anfifilicos e uma pequena parte
hidrofilica (Diogo et al., 2005). A eluicdo dos solutos ocorre por diminuicdo da ordem de
polaridade (Stadler et al., 2004). Apesar de apresentar algumas restricées devido ao uso de
solventes organicos, constitui um método eficiente na remocdo de endotoxinas e é um

método analitico poderoso na confirmacao da pureza (Stadler et al., 2004).
1.2.1.5 Cromatografia de afinidade

A cromatografia de afinidade tem como base processos bioldgicos naturais, tais como o
reconhecimento molecular, para uma purificacdo seletiva de biomoléculas de acordo com a
sua funcao ou estrutura quimica (Ghanem et al., 2013). Apesar da cromatografia de afinidade
ser capaz de purificar, eliminar passos adicionais, aumentar rendimentos e melhorar
processos de forma a serem mais economicos, apresenta limitacdes particularmente a origem
do ligando e a baixa capacidade de ligacao (Ghanem et al., 2013). Este tipo de cromatografia
tornou-se rapidamente no método de separacdo de escolha em diversos campos da biologia,
nomeadamente na area da farmacéutica e biotecnoldgica (Hage, 1999). O ligando imobilizado
€ o fator principal na determinacao do sucesso dos métodos cromatograficos de afinidade,
podendo ser de origem biolégica ou nao bioldgica (sintéticos) (Hage, 1999). A cromatografia
de afinidade separa as biomoléculas de acordo com as interacdes reversiveis entre a

biomolécula alvo e o seu ligando especifico, o qual é acoplado a matriz cromatografica (Sousa



et al., 2008). As interacdes especificas que ocorrem entre o ligando e a molécula alvo, podem
ser o resultado de interacoes eletrostaticas, interacdes hidrofdbicas, forcas de Van der Waals
e/ou por pontes de hidrogénio (Sousa et al., 2008). A escolha da matriz e das condicoes
usadas depende das propriedades fisico-quimicas das biomoléculas e do tipo de interacoes
moleculares (Sousa et al., 2008). A eluicao pode ser alcancada usando um ligando
competitivo, por mudanca de pH, forca ionica ou polaridade, dependendo da matriz usada e
das caracteristicas quimicas das biomoléculas (Sousa et al., 2008). A cromatografia de
pseudo-afinidade difere da cromatografia de afinidade, pois usa ligandos ndo biologicos, como
corantes e metais. Independentemente da origem do ligando, este é determinante na divisdo
das técnicas de afinidade em varias subcategorias: nomeadamente cromatografia de afinidade
com metais imobilizados; cromatografia de afinidade de tripla-hélice, cromatografia de
afinidade aminoacido-DNA e cromatografia de afinidade com corantes. A cromatografia de
corantes é uma abordagem eficiente, tanto na purificacdo de biomoléculas a nivel analitico
como preparativo (Li et al.,2009). Esta técnica cromatografica baseia-se no reconhecimento
entre as caracteristicas moleculares das biomoléculas e o pseudo-ligando de afinidade (Li et
al., 2009). Este tipo de cromatografia fornece uma vasta variedade de ligandos de baixo
custo, estaveis e de facil obtencdo para processos de imobilizacao e posterior purificacao (Li
et al., 2009). Existem diversos estudos de ligandos de origem aromatica usados como
intercaladores na purificacao de pDNA como por exemplo, o derivado de fenantridina, 3,8-
diamino-6-fenilfenantridina (DAPP) recentemente utilizado na separacao e purificacao de
pDNA (Caramelo-Nunes et al., 2014).

1.2.2 Importancia de Matrizes Cromatograficas na purificacdo de pDNA

A cromatografia € um dos métodos de purificacdo mais diversificados e importantes aplicados
em processos de “downstream” (Sousa et al., 2012). A diversidade e quantidade de
biomoléculas presentes no extrato bruto, assim como as semelhancas entre as impurezas e a
biomolécula alvo sdo considerados como desafios criticos nas etapas de extracao e purificacao
(Sousa et al., 2012). A necessidade de processos de purificacao de pDNA em larga escala
sofreu um aumento significativo nos Ultimos anos devido a rapida evolucao nas areas da
terapia génica e vacinas de DNA (Ferreira, 2005). A purificacdo cromatografica de pDNA é
particularmente problematica devido a estrutura natural do pDNA, a semelhanca entre o
pDNA e as impurezas e a falta de capacidade e seletividade dos processos tradicionais de

adsorcao (Ferreira, 2005).

O sucesso da purificacdo de pDNA depende muito da selecdo de uma fase estacionaria
adequada, sendo o suporte idealmente solido, macroporoso, quimica e fisicamente estavel
tendo baixa adsorcdo nao especifica com alta capacidade de ligacao, transferéncia de massa
e manutencao de uma boa capacidade de fluxo durante o processo (Sousa et al., 2012). Além
das caracteristicas ideais, a fase estacionaria deve ser incompressivel, de baixo custo, simples

de usar, reutilizavel e estavel durante a sanitizacao (Sousa et al., 2012).



Devido a enorme variedade de biomoléculas que devem ser separadas e purificadas a partir
de um extrato bruto, é cada vez mais necessario o desenvolvimento continuo de novos
suportes cromatograficos, mais eficientes e especificos, de modo a obter a molécula alvo com
elevado grau de pureza. Existem diversos suportes cromatograficos usados na purificacao do
pDNA, nomeadamente suportes porosos e nao porosos de particulas empacotadas,

“continuous bead” tais como membranas, monolitos e criogéis (Sousa et al., 2012).

Os suportes empacotados com particulas ndo porosas, tais como agarose ou celulose tém-se
mostrado eficientes na micro-separacao de sequéncias especificas de DNA. Apresentam uma
enorme vantagem devido a auséncia significativa de resisténcia de difusdao dentro da particula
tornando-a particularmente Util numa rapida separacao e analise de biomoléculas (Lee et al.,
2003).

As matrizes cromatograficas superporosas apresentam uma elevada porosidade de modo a
aumentar a area superficial de contacto com as biomoléculas (Rodrigues et al., 2007).
Teoricamente, moléculas como o RNA e algumas proteinas menores que o pDNA permitem
uma transferéncia mais rapida entre o fluxo exterior e o interior da particula porosa,
tornando possivel o uso de fluxos elevados e mantendo uma captura eficiente e controlada do
pDNA (Sousa et al., 2012).

A cromatografia baseada em monolitos tem-se mostrado adequada na separacao e purificacao
de macromoléculas (Shin et al., 2011). A coluna de monolito é particularmente interessante,
pois devido a sua elevada porosidade a quedas de pressao baixas, a sua estrutura mantém-se
intacta mesmo com fluxos elevados (Shin et al., 2011). Os canais do monolito proporcionam
uma elevada acessibilidade do pDNA a superficie interna do material resultando numa
melhoria da capacidade de ligacdo (Danquah e Forde, 2007), o que torna os mondlitos como

um material alternativo na separacao de plasmideos (Zochling et al., 2004).
1.3 Criogéis

O elevado peso molecular do pDNA é o principal responsavel pela elevada viscosidade dos
extratos de DNA, assim como os baixos coeficientes de difusao quando comparados com os
das proteinas (Prazeres, 1998). Este fato constitui um problema de elevada relevancia quando
sdo usadas técnicas com suportes cromatograficos convencionais, que apresentam poros
pequenos que nao estao indicados para a separacdo de moléculas de largas dimensdes (Diogo
et al., 2005). As técnicas cromatograficas convencionais (“gel bead”) que usam particulas
esféricas empacotadas apresentam algumas limitacdes tendo taxas de fluxos reduzidas,
perdas a altas pressoes, baixa reprodutibilidade e dificuldade de “scale-up”, impossibilitando
a sua aplicacao em materiais mais viscosos (Ma e Ramakrishna, 2008; Uygun et al., 2013). Na
tentativa de ultrapassar estas limitacoes desenvolveram-se novos suportes cromatograficos,
baseados em criogéis (Lozinsky et al, 2003) que permitem melhorar a difusdo, assim como

aumentar a capacidade de ligacdo do suporte a molécula alvo (Per¢in et al., 2011).



Os criogéis sao matrizes superporosas de hidrogéis preparados em condicdes criogénicas,
formados pela reacdo entre precursores monomeéricos ou polimeros (Lozinsky et al., 2003;
Sahiner e Yildiz, 2014). Estes foram mencionados pela primeira vez ha cerca de 50 anos, onde
as suas caracteristicas nao usuais de um polimero de gel tornaram-nos atrativos (Ertiirk e
Mattiasson, 2014; Lozinsky et al., 2003). Estes polimeros macroporosos tém sido usados em
varias areas da quimica, biologia, bioengenharia e biotecnologia, incluindo a sua utilizacao
como suporte cromatografico, transportador de células e moléculas para imobilizacao,
matrizes de eletroforese e de imunodifusao (Lozinsky et al., 2003; Ertirk and Mattiasson,
2014) (Figura 2).
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Figura 2. Aplicacdes dos polimeros na Biotecnologia (Adaptado de Lozinsky 2008).

A estrutura Unica dos criogéis, em combinacdo com a sua estabilidade osmotica e as
propriedades de estabilidade quimica e mecanica, torna-os matrizes atrativas para processos
cromatograficos de separagcdo, nao s6 de biomoléculas na escala das nanoparticulas,
plasmideos, virus e organelos celulares, mas também de células inteiras (lozinsky et al.,
2003).

Os criogéis sao materiais baratos e podem ser facilmente eliminados (Bereli et al., 2010).
Estes polimeros podem ser usados sob a forma de mondlitos, bem como na forma de
membranas, combinando as vantagens da cromatografia de membrana em termos de altas
taxas de fluxo e alta reprodutibilidade (Bereli et al., 2010). Curtas distancias de difusao

permitem uma utilizacao do ligando imobilizado nas paredes dos poros (Lozinsky et al., 2002).

Os criogéis sdo sistemas de géis formados em condicdes criogénicas (congelamento -
polimerizacao no estado congelado - descongelamento) de solucoes ou dispersoes coloidais de
precursores especificos (Lozinsky, 2002; Ertiirk e Mattiasson, 2014). Os géis, ao contrario dos
criogéis, apesar de serem sistemas de polimeros imobilizados em que as macromoléculas
formam uma matriz tridimensional como os criogéis, ndao apresentam um processo de

formacao criotopico (Lozinsky et al., 2003).

A morfologia do gel é determinada pelo processo de preparacao do gel, e a natureza das

ligacbes € determinada pela estrutura quimica do polimero (Lozinsky et al., 2003).



Dependendo do solvente de imobilizacdo, podem-se formar hidrogéis e organogéis, sendo o
seu solvente agua e liquidos organicos, respetivamente (Okay, 2014). O solvente de
imobilizacao € um fator crucial na formacao da rede polimérica tridimensional do gel, pois o
solvente ndo permite a formacdo de uma massa compacta de polimero, mas sim de objetos
fisicos que apresentam uma consideravel reversibilidade de deformacdo, sem ocorrer
destruicdo do polimero (lozinsky et al., 2003). O processo de congelacao criotopico produz
materiais poliméricos com diferencas morfologicas quando comparado com sistemas de
matrizes poliméricas que nao foram sujeitas a temperaturas de congelamento (Lozinsky,
2002; Lozinsky et al.,2003).

1.3.1 Diferencas entre géis e criogéis

Do ponto de vista da quimica moderna de polimeros, os géis sdao sistemas de polimeros
imobilizados com recurso a solventes em que as macromoléculas formam uma rede
tridimensional fixa por ligacées temporariamente estaveis e nao flutuantes (Lozinsky et al.,
2002). Dependendo do tipo de ligacao presente na estrutura tridimensional, os géis podem ser
classificados como covalentemente ligados, géis ionotropicos onde as macromoléculas sao
ligadas por interacdes electrostaticas e géis fisicos em que as macromoléculas sao ligadas por

interacoes hidrofdbicas e por pontes de hidrogénio (Lozinsky et al., 2002; Lozinsky, 2008).

De acordo com a sua morfologia, os géis podem ser classificados como sistemas homofasicos
ou heterofasicos, onde ndo s6 o tamanho do poro, mas também a sua morfologia constitui um
parametro importante na determinacao da sua aplicabilidade na resolucao de problemas
especificos (Lozinsky, 2008). O congelamento criotropico é um tipo especifico de
polimerizacdo, que resulta num tratamento criogénico capaz de formar géis. Estes produtos
obtidos por crio-congelamento em condicdes de -0°C sao designados como criogéis (Lozinsky
et al., 2002). Embora os criogéis possuam caracteristicas especificas comparadas com os géis
convencionais, estes sao formados a temperaturas superiores as do ponto de cristalizacao do
solvente (Lozsinsky, 2008). A principal funcdo da crio-congelacdo € a cristalizacdo do
solvente, o que distingue este processo de processos de arrefecimento e subsequente inducao
de congelamento, onde este acontece ap6s um decréscimo da temperatura, ndo passando

assim o solvente por fases de transicdo até ao congelamento (Lozinsky, 2002).

A estrutura esponjosa do criogel permite que o liquido seja bombeado pelo criogel a elevadas
taxas de fluxo com a minima resisténcia de fluxo. A estrutura e propriedades dos criogéis
dependem da concentracao dos precursores do gel e das condicdes do crio-congelamento
utilizadas durante o processo (Dainiak et al., 2007). Um aumento do co-monomero da origem
a um aumento da densidade de polimero na parede do poro, levando a formacao de um gel
macroporoso mais forte, e a um decréscimo da taxa de fluxo no criogel devido a um volume

mais pequeno de cristais na formacao do poro (Dainiak et al., 2007).



1.3.2 Preparacao dos criogéis

Os criogéis sao geralmente preparados a temperaturas entre os -5 a -20°C. O processo de crio-
congelacdo processa-se principalmente em trés passos: (1) preparacao da solucdo contendo os
precursores do criogel; (2) congelamento da solucao e (3) descongelamento do criogel (Figura
3).

Polimerizagao no
Congelamento estado congelado Descongelamento

monomeros e iniciadores

"C:\ cristais de gelo
éﬁ iniciagao da formagao do polimero
Q reticulagao do polimero de gel

(J poros suUpermacroporosos

Figura 3. Representacao esquematica da formacao de criogéis.

(Adaptado de Ertiirk e Mattiasson, 2014).

1.3.2.1 Preparacao da solucao contendo os precursores do criogel

A preparacgao da solucéo inicial contendo os precursores monoméricos € um passo simples e
rotineiro. A solucdo inicial deve conter os dois mondémeros que vao constituir a rede
estrutural do criogel, e ainda um agente reticulante como a N,N’-metileno-bis(acrilamida)
(MBAAm), iniciadores da reacao de polimerizacao tais como N,N,N’,N’-tetrametilenodiamino
(TEMED), persulfato de amonio (APS) e o solvente que vai servir de recipiente na formacao

dos poros (Percin et al., 2011).

A preparacao da solucado inicial constitui um passo muito importante, pois alteracdes na
quantidade de agua, o solvente mais usual, alteracdes na concentracao dos solutos,
composicao dos precursores e outras condicoes de polimerizacdo dos monomeros irdao
modificar as caracteristicas do criogel, tais como tamanho do poro, espessura da parede do

poro e também outras propriedades do material (Gun’ko et al., 2013).

O solvente retido entre as ligacbes dos polimeros tem um papel muito importante no
processo, pois evita que o sistema colapse formando uma massa compacta, assegurando assim

a difusdao das substancias sollveis em volta do criogel (Lozinsky, 2002). A formacao de



solucdes de géis por polimeros de baixo peso molecular mostrou resultar na obtencao de
poros largos, quando comparados com solucdes de géis de polimeros de alto peso molecular
(Henderson et al., 2013). Este facto pode ser explicado pela equacao de Mark-Kun-Houwink
que propde que solucdes de polimeros de alto peso molecular geram poros mais pequenos

devido ao volume relativamente pequeno de agua livre (Henderson et al., 2013).

1.3.2.2 Congelamento da solucao

A mistura reacional, contendo os precursores da formacao de gel é seguidamente congelada a
temperaturas abaixo de 0°C, entre -5°C a -20°C (Lozinsky, 2002; Ertlirk e Mattiasson, 2014).
Este € um passo crucial, tanto para a formacdo do criogel, como para a formacao das suas
propriedades especificas que se devem a diversos processos que ocorrem em simultaneo
durante a transformacao da solucao liquida numa matriz tridimensional polimérica (Lozinsky e
Okay, 2014). O sistema do criogel na forma congelada, apesar de parecer um Unico bloco
solido, permanece essencialmente heterogéneo contendo uma micro-fase liquida nao

congelada ao longo dos cristais formados pelo solvente congelado (Lozinsky et al., 2003).

Esta micro-fase apresenta apenas uma porcao do volume inicial onde estdo os precursores do
gel concentrados (Lozinsky et al., 2003). O aumento dramatico da concentracdo dos

precursores promove a formacao do gel (Lozinsky et al., 2003).

A temperatura de crio-congelacao a que o criogel é sujeito na solucao € um passo importante
sendo responsavel por definir tanto o tamanho, como a quantidade de poros existentes no
criogel (Henderson et al., 2013). Quando preparados pelo processo de crio-congelacao a
temperaturas mais baixas, por exemplo entre os -10 a -20°C, o solvente cristaliza de uma
forma mais rapida resultando na nucleacdo de um maior nimero de cristais. Esta leva a
formacao de uma maior quantidade de particulas porosas formadas pelos cristais de gelo,
possuindo no entanto um menor tamanho (Henderson et al., 2013). Quanto maior a
quantidade de solvente congelado, menor o volume da micro-fase liquida nao congelada,
aumentando assim a concentracdo das substancias solUveis e levando a formagdo de uma
parede mais fina e densa do poro (Lozinsky, 2002; Dainiak et al., 2007). O tamanho do poro

do criogel pode variar entre 10-100um (Lozinsky et al., 2003) (Figura 4).
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CME/CO-UBI 6.6mm x400 100um

Figura 4. Estrutura tridimensional do criogel obtido ao longo do trabalho aqui descrito.

1.3.2.3 Descongelamento do criogel

Apos um periodo de descongelamento, o criogel é retirado e colocado a temperatura
ambiente. A medida que os cristais de solvente fundem e a rede polimérica é hidratada, da-se
por fim a formacao de um criogel macroporoso interconectado (Henderson et al., 2007). Os
cristais do solvente congelado vao atuar como um agente moldador do poro e quando estes
fundem, deixam um sistema continuo de lacunas formando uma rede interconectada de poros

fornecendo canais de passagem para a fase mdvel (Lozinsky et al, 2003; Dainiak et al., 2007).

A superficie de tensao entre o solvente e a fase do gel é responsavel pela forma do poro,
tornando a superficie do poro macia (Lozinsky et al., 2003). O tamanho do poro vai depender
das caracteristicas iniciais dos precursores do polimero de gel, das suas propriedades fisico-
quimicas e das condicoes de congelamento (Dainiak et al., 2007). Estes polimeros altamente
porosos podem ser sintetizados a partir de qualquer material capaz de formar um gel

contendo diferentes propriedades morfologicas e porosas (Ertiirk and Mattiasson, 2014).

A determinacao aproximada do tamanho do poro pode ser conseguida através de uma analise
por espectroscopia eletrdnica de varrimento (SEM) apds este ter sido seco, ndo sendo contudo

uma determinacdo muito rigorosa.

O criogel pode ser seco e re-hidratado muito rapidamente sem causar estragos na estrutura
dos poros devido a elasticidade da parede do poro (Ertilkk and Mattiasson, 2014). Pode
também ser armazenado por longos periodos de tempo sem causar mudancas no seu

desempenho.

A capacidade de re-hidratacao (“Swelling degree”) muda consoante o tipo de composicao do
polimero. Este comportamento é caracterizado pelo estudo do peso do criogel quando este é
comprimido retirando o excesso de agua comparado com o peso do criogel molhado, através

da seguinte formula (Ertiirk e Mattiasson,2007; Henderson et al., 2013).
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(m criogel molhado — m criogel seco )

"Swelling degree" ~= ¢))

(m criogel molhado )

A re-hidratacao do criogel, quando colocado numa solucao aquosa, ocorre muito rapidamente
sendo uma questdao de segundos ap6s o contacto com a solucdo aquosa em questao,
permitindo assim calcular aproximadamente o grau de porosidade (Ertilk and Mattiasson,
2014).

1.3.3 Métodos de funcionalizacao dos criogéis

Existem diversos métodos de funcionalizacdo de criogéis. Estes podem ser formados
diretamente a partir de monoémeros ou monoémeros vinilicos devidamente funcionalizados, ou
pela introducdo de um ligando/funcionalidade no criogel apds a sua formacdo, através de
métodos de imobilizacdo por reacdo entre grupos funcionais reativos entre si. As técnicas de
copolimerizacao tém inimeras vantagens no controlo do grau de grupos funcionais no produto
controlando a sua estrutura e introduzindo as propriedades necessarias e desejadas no

sistema de polimero (Kenawy et al., 2002).

A introducdo de um ligando ira criar uma afinidade especifica entre o suporte e o pDNA
garantindo assim uma retencdo e purificacdo especifica do pDNA. Os criogéis podem ser
preparados com polimeros biodegradaveis, iénicos e biopolimeros, dependendo das

propriedades requeridas pela sua aplicacao (Gun’ko et al., 2013).

A copolimerizacdo de um monomero com outro, tendo um deles um grupo funcional, capaz de
reagir com o grupo funcional do ligando, como por exemplo um grupo epoxido, é muitas vezes
usada na formacao de criogéis funcionais, geralmente ndo comprometem as suas propriedades
mecanicas e osmoticas e reduzem o custo do material final (Kenawy et al., 2002; Gun’ko et
al., 2013). A pos-modificacdo é muito usada para introduzir bio-ligandos que exigem
condicOes especiais de imobilizacdao, mas sem perdas da bio-actividade (Gun’ko et al., 2013).
0 conteldo de grupos funcionais, a superficie do criogel, depende do tipo de modificacdo e
técnica usada, sendo que se for uma modificacdo a superficie esta vai estar limitada a area
disponivel para a interacdo, dependendo também do tamanho da molécula a imobilizar
(Gun’ko et al., 2013). A funcionalizacdo do monémero, atuando como ligando, pode ser dez
vezes maior comparado com a pés-modificacdo. Quando a rede densa do polimero é formada,
sendo que o efeito é semelhante a reticulacao fisica dos polimeros, pode ocorrer um
impedimento da ligacdo a outros grupos dentro da camada do polimero, tornando-o

inacessivel a moléculas de grande tamanho (Gun’ko et al., 2013).
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1.3.3.1 Poli(metacrilato de 2-hidroxietilo) [poli(HEMA)]

Polimeros reticulados derivados do monomero metacrilato de 2-hidroxietilo (HEMA)
representam uma importante classe de polimeros reticulados hidrofilicos, os quais sdo
altamente usados como hidrogéis em lentes de contacto (Wichterle e Lim, 1960; Mathur et
al., 1996). Variando a quantidade de agua como solvente na polimerizacdo da reticulacao do
HEMA é possivel obter matrizes estruturais com uma elevada porosidade (Mattiasson et al.,
2009). Varios investigadores testaram o poli(HEMA) em estudos de ligacdo especifica a
proteinas e de capacidade de purificacdo de pDNA e anti-dsDNA na presenca de ligandos
especificos (Percin, 2011; Ozgiir et al.; 2011 Uygun, 2013). Este polimero foi escolhido devido
as suas caracteristicas fisicas e quimicas interessantes, nomeadamente por ser opaco,
esponjoso, elastico e de facil compressao manual, sendo possivel retirar a agua acumulada

nos poros e rehidrata-lo até ao seu tamanho original em 1 a 25 segundos (Ozgiir et al., 2011).

Os criogéis produzidos a partir do monomero HEMA contém paredes finas e poros largos
continuos interconectados (10-200 um de diametro) que fornecem canais pelos quais passa a
fase movel (Ozgiir et al., 2011). Como o tamanho dos poros da matriz € muito maior do que o
tamanho das moléculas de DNA, estes permitem a passagem do DNA facilmente, apresentando

também uma baixa resisténcia de fluxo na coluna de criogel (Ozgiir et al., 2011).

De acordo com os estudos anteriores, o poli(HEMA) é um produto sintético, ndo toxico e
biocompativel que apresenta uma forca mecanica adequada para o uso em diversas aplicacoes
biotecnoldgicas. A presenca de grupos hidroxilo que atuam como local de ligacdo para
espécies bioativas, apds uma ativacao ou introducao de diferentes grupos funcionais a cadeia

polimérica, € uma importante mais-valia (Kenawy et al., 2002).

As propriedades do poli(HEMA) podem ser modificadas por introducao de uma grande
variedade de diferentes grupos através da copolimerizacdo ou por aditivos. Os grupos epoxido
podem ser introduzidos na estrutura do polimero HEMA por copolimerizacdo deste com um
monomero contendo grupos epoxido na sua estrutura, como é o caso do metacrilato de
glicidilo (GMA).

1.3.3.2 Poli(metacrilato de 2-hidroxietilo- metacrilato de glicidilo) [poli
(HEMA-GMA)]

0O GMA é um mondmero que contém dupla funcionalidade, tendo um grupo vinilico e um grupo
epoxido. Ambos os grupos reagem prontamente com uma vasta variedade de monémeros e
moléculas funcionais fornecendo ao usuario o maximo de liberdade e flexibilidade no
“design” do polimero. O polimero formado pelo monémero GMA contém ambas as funcoes
vinilicas e epoxidicas, o que permite que seja muito reativo e vantajoso para modificacoes

pos-polimerizacao (Benaglia et al., 2013).
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O poli(HEMA-GMA) representa uma plataforma atrativa para estudos de modificacdo pos-
polimerizacdo e pode ser usado sem ativacdo a priori para a imobilizacao de (bio)moléculas

através da abertura do anel pela cadeia lateral de oxirano (Barbey et al., 2013).

CH, CH,

H,C——C——CH,—C

|
CcC——O cC—O0
| |
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| |
CH, CH,—CH——CH,
|
CH, 0
|
OH

Figura 5. Poli(HEMA-GMA).

O poli(HEMA-GMA) (Figura 5) é muito versatil, pois o grupo epoxido reage com varios tipos de
nucledfilos tais como carboxilos, alcoois, aminas, tidis e azidas (Lillethorup et al., 2014).
Estes tratamentos de pds-modificacdo permitem a obtencdo de uma série de polimeros com
varias propriedades (Lillethorup et al., 2014). Recentemente foi demonstrado que o grupo
formado apds a reacdo de abertura do anel epoxido, pode também ser usado como um
segundo passo de modificacdo pds-polimerizacao criando polimeros bifuncionais (Lillethorup
et al., 2014). O GMA é um reagente de baixo custo devido a sua elevada utilizacdo industrial
na producao de resinas de metacrilato e epoxido para serem empregues como revestimentos

e adesivos (Benaglia et al., 2013).

Existem diversos estudos publicados das diferentes aplicacoes deste polimero, tais como a
utilizacao de poli(HEMA-GMA) acoplado com triptofano para a separacao de lisozima a partir
da casca do ovo , a utilizacdo de um corante, o Cibacron Blue F3GA acoplado a um polimero
de GMA numa tentativa de separar a lisozima da clara do ovo e também a quelacao de um
criogel poli(HEMA-GMA) com ibes Ni(ll) como suporte cromatografico de afinidade com metais
na adsorcao de urease a partir de uma solucao aquosa (Altintas e Denizli et al., 2005; Altintas
et al., 2007; Uygun et al., 2013).

1.4 Ligandos de afinidade na purificacdo de pDNA

A aplicacao do ligando certo € um passo crucial no desenvolvimento de um sistema de
purificacao de sucesso (Caramelo-Nunes et al., 2014). Os ligandos usados podem ser tanto de
origem sintética como de origem natural, no entanto é bastante comum a utilizacao de
moléculas contendo na sua estrutura anéis aromaticos (Caramelo-Nunes et al., 2014). Os
ligandos sao uma parte essencial na cromatografia de afinidade, pois apresentam um papel
importante na especificidade e estabilidade dos sistemas de purificacao (Caramelo-Nunes et

al., 2013a). O sucesso da separacao por afinidade é principalmente afetado pelo tipo de
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ligando usado, levando a procura de novos protocolos mais sofisticados e seletivos, tendo por
base o desenho e escolha de ligandos com alta afinidade e especificidade (Caramelo-Nunes et
al., 2013a).

1.4.1 Fenantridinas

As fenantridinas foram primeiramente sintetizadas nos finais do século XIX por Pictet e
Ankersmit pela protolise do produto de condensacdo de benzaldeido e uma anilina (Tumir et
al., 2014). Sao compostos heterociclicos de azoto formados por trés anéis aromaticos
fundidos. As condicées de reacao foram melhoradas por Morgan e Walls com base numa
reacdo que inclui uma ciclizacao por fecho do anel e desidratacao com oxicloreto de fésforo,
em ebulicdo e em nitrobenzeno (Tumir et al., 2014) As fenantridinas e sistemas heterociclicos
relacionados sao importantes grupos de produtos naturais, compostos farmacologicamente
ativos e agentes fluorescentes (Tummatorn et al., 2014). As caracteristicas estruturais das
fenantridinas incorporam um conjunto Unico de propriedades relacionadas com a interacao
com moléculas de DNA e RNA, tais como o tamanho e curvatura da superficie aromatica que
corresponde a forma dos pares de bases (Tummatorn et al., 2014; Tumir et al., 2014). A
fenantridina é uma base fraca com um pKa 5,50 (Theobald e Schofield, 1949), possui um anel
muito estavel que resiste a oxidacao por diversos acidos (Theobald e Schofield, 1949). Para a
maioria das aplicacdes em que o alvo € o DNA, a fenantridina é convertida numa fenantridina
carregada positivamente através de uma simples alquilacdo do azoto da posicdao 5 (N5) da

fenantridina heterociclica (Tumir et al., 2014) (Figura 6).

9 10 1 2
NN\
7 4
6 N 5

Figura 6. Fenantridina.

Quimicamente as fenantridinas apresentam propriedades similares a acridina, um composto
organico e heterociclico contendo um grupo azoto na sua estrutura, sendo eficaz na ligacao
ao DNA e RNA devido a sua capacidade de intercalacdao (Souibgui et al., 2014). As
fenantridinas representam um importante nlcleo de estruturas de uma variedade de
moléculas tanto de origem sintética, como de origem natural que exibem uma atividade
biologica importante, desde antibacteriana, antiprotozoaria a propriedades anti tumorais pela

intercalacao com o DNA (Mondal et al., 2012).

Intercaladores sdao farmacos que sdo inseridos entre os pares de bases adjacentes de uma

dupla hélice do acido nucleico, formando estruturas estaveis (Kubar et al., 2006). Os efeitos
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mutagénicos, teratogénicos e carcinogénicos dos intercaladores e inversamente, a sua
atividade farmacologica antitumoral e antiviral tém sido um grande foco de interesse por

parte da comunidade cientifica (Kubar et al., 2006).

0 nucleo da fenantridina é muito usado como possivel unidade intercaladora (Tumir et al.,
2014). A curvatura aromatica da fenantridina encaixa perfeitamente na forma dos pares de
bases, enquanto o seu tamanho permite a incorporacao de substituintes consideravelmente
longos nas posicoes 3 e 8 livres para a ligacao do DNA e/ou interacdes nao covalentes
adicionais com a estrutura organizada dos polinucleotidos (Tumir et al., 2014). O intercalador
liga-se a dupla hélice do DNA por interacdes ndo covalentes com os pares de bases do DNA e
por pontes de hidrogénio entre os grupos polares e as ligacoes fosfato-pentose (Kubar et al.,
2005). Recentemente mostrou-se que as interacoes de empilhamento tém um papel mais
importante do que esperado e que a forca destes complexos pode ser comparada com a
resultante das ligacoes de hidrogénio (Kubar et al., 2005). Pensa-se que a intercalacdo ¢ uma
reacao composta por dois passos: um primeiro passo relativamente fraco de difusao

controlada e a insercao do ligando como segundo passo (Kubar et al., 2005).

Os derivados de fenantridinas sao uma das familias de compostos biologicos mais estudadas
com capacidade de ligacdo ao DNA (Tumir et al., 2014). O seu potencial terapéutico foi
reconhecido pela primeira vez em 1931 por Morgan e Walls (Theobald e Schofield, 1949) o que
levou a posteriores estudos até a atualidade. Varias estratégias sintéticas tém sido
desenvolvidas incluindo a formacao de ligacoes C-C e ligacdes C-N na formacao de novos

compostos funcionais (Tummatorn et al., 2014).

1.4.2 Derivados de fenantridina

Desde a descoberta da estrutura do DNA nos anos 60, os derivados de fenantridina sao
reconhecidos como um simbolo de ligacdo ao DNA que por muitas décadas foram aplicados
como marcadores fluorescentes de DNA e RNA, como ¢ o caso do brometo de etidio (Tumir et
al., 2014). Apos duas décadas marcadas por um baixo interesse pelas fenantridinas e seus
derivados, a descoberta de alcaldides de fenantridina resultou num forte aumento do
interesse cientifico (Tumir et al., 2014). No entanto, os derivados de fenantridina sdo pouco
utilizados em aplicacées medicinais em humanos pelo seu potencial e propriedades
carcinogénicas e mutagénicas, o que influencia negativamente a realizacdo de estudos

orientados na area da biomedicina (Tumir et al.,2014).

Um dos derivados de fenantridina conhecido pelas suas propriedades como marcador de
fluorescéncia e um dos primeiros intercaladores a ser estudado é o diamino-5-etil-6-
fenilfenantridina, também designado como brometo de etidio. Este composto exibe uma
importante atividade anti-tripanossomal sendo vastamente usado como agente de coloracao
de acidos nucleicos, devido a fluorescéncia significativa que exibe quando intercalado (Ross
et al., 1999).
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Figura 7. Brometo de Etidio.

O brometo de etidio (Figura 7) é um dos mais conhecidos intercaladores de DNA carregados
positivamente (Ross et al., 1999). De um ponto de vista fisiologico das forcas idnicas
relevantes, o brometo de etidio liga-se a hélice dos acidos nucleicos por intercalacdo entre os
pares de base (Luedtke et al., 2005).

O brometo de etidio liga-se aos acidos nucleicos de cadeia dupla com uma energia livre de
cerca de 5-9 Kcal mol™, dependendo da natureza do acido nucleico (Luedtke et al., 2005).
Tanto o modo de ligacdo, como a energia livre dos complexos do acido nucleico-etidio, sao
altamente sensiveis a forca idnica da solucdo o que levanta a possibilidade do empilhamento
das bases do etidio e o sitio de intercalacdo especifico poderem também depender das
interacdes electroestaticas (Luedtke et al., 2005). As interacoes de intercalacdo entre o
étidio e mais de um par de bases sdo baseadas na premissa de que o nicleo de fenantridina
do brometo de etidio é um sistema policiclico pobre em eletrées que, dependendo das
restricoes geométricas, pode ligar-se diretamente a bases relativamente ricas em eletroes
(Luedtke et al., 2005). Desta forma, conclui-se que as forcas de dispersdao fornecem
provavelmente a principal forca motriz para a intercalacao. No entanto, a
complementaridade electroestatica pode ter um papel importante na determinacdo da
especificidade do sitio de ligacdo do brometo e a sua orientacdo de ligacao (Luedtke et al.,
2005).

Juntamente com os derivados do brometo de etidio reportados na literatura, a maioria dos
derivados de fenantridinas sao constituidas por modificacbes nas aminas hexociclicas

(Rangarajan e Friedman, 2007).

A mono-acilacdo dos grupos amina resulta em dois regioisbmeros com propriedades fisicas
similares, levando a dificuldades durante a purificacao (Rangarajan e Friedman, 2007).
Segundo a literatura, a diferenca de atividade das duas aminas hexociclicas deve-se a
diferente atribuicdo das caracteristicas eletronicas entre as duas aminas, devido ao par de
eletrdes na posicao 3 e 8 da amina se deslocar em graus de extensao diferentes (Rangarajan e
Friedman, 2007). O par solitario da amina 3 pode deslocar-se para o azoto quaternario

tornando-o deficiente em eletroes e menos reativo do que a amina 8 (Rangarajan e Friedman,
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2007). A separacao e isolamento dos regioisomeros formados durante as modificacdes das
aminas hexociclicas € um problema, uma vez que apresentam tempos de retencdo
cromatograficos similares, o que pode resultar numa purificacdo incompleta (Rangarajan e
Friedman, 2007). A modificacdo da amina hexociclica pode levar a uma baixa afinidade destes
derivados para os acidos nucleicos, decorrente da interferéncia com a intercalacdao da
molécula (Luedtke et al., 2003). Além disso, a introducdo de um substituinte na posicdo 6 da
fenantridina pode influenciar as propriedades oticas do cromoforo e assim ter um impacto

significativo na ligacdo de afinidade a cadeia dupla de DNA (Tumir et al., 2014).
1.4.3 O ligando 3,8-diamino-6-fenilfenantridina (DAPP)

0 derivado 3,8-diamino-6-fenilfenantridina (DAPP) (Figura 8) € um analogo ndo quaternario do
brometo de etidio (Caramelo-Nunes et al., 2014). O DAPP contém um nuUcleo de fenantridina
em que o grupo fenilo e os dois grupos amina estdo ligados ao nlcleo e o grupo fenilo é o

Unico que nao faz parte do sistema molecular planar (Caramelo-Nunes et al., 2014).

Figura 8. 3,8-diamino-6-fenilfenantridina (DAPP).

O DAPP tem sido usado como parte estrutural de matrizes poliméricas como ligando

cromatografico de afinidade na purificacdo de pDNA (Caramelo-Nunes et al., 2014).

A maior parte dos ligandos do DNA sao carregados positivamente, o que aumenta a
solubilidade na agua e a sua afinidade para esta molécula (Shi e Macrgregor, 2007). A
contribuicdo das interacdes eletrostaticas entre o ligando carregado positivamente e o DNA
carregado negativamente para a ligacdao de afinidade é geralmente considerada responsavel

pelas mudancas favoraveis de entropia (Shi e Macrgregor, 2007).

0O DAPP é uma molécula intercaladora que se liga fortemente ao DNA, o que significa que este
desenrola depois da ligacao (Misra e Honig, 1995; Shi eMacrgregor, 2007; Caramelo-Nunes et
al., 2014). A intercalacao afeta a flexibilidade do acido nucleico distorcendo o arranjo do par
de bases, o que facilita a introducdo de outra molécula intercaladora (Caramelo-Nunes et al.,
2014). A molécula de DAPP liga-se fortemente a dupla hélice do DNA por interacdes nao
covalentes de empilhamento dos anéis aromaticos condensados com os pares de bases de

DNA, enquanto que os residuos fenilicos sao inseridos no “minor groove” (Misra e Honig, 1995;
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Shi e Macrgregor, 2007; Caramelo-Nunes et al., 2013). O DAPP tem sido usado como um
ligando de afinidade para separar a forma sc do pDNA das isoformas linear e oc (Caramelo-
Nunes et al., 2013a; Caramelo-Nunes et al.,2013b). As pontes de hidrogénio que se
estabelecem entre o grupo amina do DAPP e os grupos fosfato do DNA tem um papel menos
importante na ligacao de afinidade (Kubar et al., 2005). Jones e Wilson (1981) mostraram que
tanto a ligacao do DAPP como intercalador, como a estrutura do complexo de intercalacao,
sao similares ao complexo DNA-brometo de etidio. A intercalacdo do DAPP no DNA resulta
numa estabilizacao do estado protonado que se manifesta com uma mudanca do pKa do DAPP
apos a ligacdo (Misra e Honig, 1995). A ligacdo é muito sensivel a variacdées do pH, pelo que
quando o pH da solucdo tampao é menor do que o pKa do DAPP (5,8) o ligando esta protonado
e as moléculas carregadas negativamente sdo retidas na coluna (Caramelo-Nunes et al.,
2013b).

1.4.3.1 Efeito das forcas idnicas no pKa do DAPP na ligacdo ao DNA

A estabilizacdo da energia DAPP-DNA é substancialmente maior quando a molécula esta
protonada devido a formacao de interacbes eletrostaticas (Caramelo-Nunes et al., 2014). A
valores de pH abaixo do pKa em estado livre do DAPP (5,8), forcas de atracao adicionais entre
a carga negativa do DNA e a carga positiva da fenantridina aumentam as interacoes
intermoleculares de Coulomb (Misra e Honig, 1995). O intercalador carregado positivamente
liga ao pDNA mais fortemente do que na sua forma neutra, uma vez que com valores de pH
parcialmente mais elevados nao € observada retencdo do mesmo numa coluna de Sepharose-
DAPP (Caramelo-Nunes et al., 2013b). As principais contribuicées de energia livre de
associacao do ligando aos acidos nucleicos podem divididas em polares (eletrostaticas) e nao
polares, onde as contribui¢cées nao polares incluem interacdes hidrofobicas, interagcdes de van

der Waals e entropias de translacao, rotacao e configuracao (Misra e Honig, 1995)

A mudanca de pKa de um simples grupo do ligando aquando da ligacdo é uma medida das
diferentes contribuicoes eletrostaticas para a energia livre de ligacao dos ligandos carregados

no estado neutro (Misra e Honig, 1995).

Em estudos recentes, foi demonstrado que quando o DAPP se encontra ligado a uma matriz de
Sepharose, a forca da interacao DAPP-DNA varia consoante as mudancas de pH (Caramelo-
Nunes et al., 2013b). Desta forma, a matriz foi capaz de reter todas as moléculas de pDNA a
pH 5,0 mas apenas obteve uma retencdo parcial a pH igual a 6,0 e nao obteve qualquer
retencao a pHs iguais a 7,4 e 8,0 (Caramelo-Nunes et al., 2013b). Este facto mostra que a
interacdo DAPP-matriz € muito sensivel a variacdes de pH e que a pH baixos as atracoes
eletrostaticas entre a carga da superficie do DNA e o suporte sao as dominantes (Allemand et
al., 1997). A pH igual a 5,0, o gel apresentava uma cor vermelha escura intensa uma vez que
o nlcleo da fenantridina esta protonado, significando que o pKa do DAPP ligado a matriz de

Sepharose ndo sofreu mudancas substanciais relativamente a sua forma livre (Cimecioglu e
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Weiss, 1995). A protonacdo dos grupos da molécula de fenantridina € evidente através da
mudanca de cor do gel a diferentes pHs, passando de um cor laranja escura para vermelho e
depois para vermelho escuro quando o pH é diminuido de 8,0 para 5,0 (Caramelo-Nunes et
al., 2013).

No entanto, o pH ndo é a Unica variavel que afeta a estabilizacdo do DAPP-DNA; a presenca
de sal em grandes concentracoes impede a ligacao entre o DAPP e o DNA, destabilizando o
complexo formado (Caramelo-Nunes et al., 2014). A ligacdo entre a molécula de DAPP
carregada e o DNA é progressivamente enfraquecida com o aumento da concentracao de sal
(Caramelo-Nunes et al., 2013b). Esta destabilizacao é vista como uma vantagem, sendo usada
para o processo de eluicdo de todas as isoformas da molécula de DNA (Caramelo-Nunes et al.,
2013)

1.4.4 Derivatizacao de Fenantridinas

Existe uma variedade de métodos/protocolos para a sintese de fenantridinas, tanto
substituidas ou nado substituidas (Theobald e Schofield, 1949). Existem também diversos
derivados de fenantridinas, analogos ao brometo de etidio. O desenvolvimento de uma
estratégia de preparacdao de derivados onde o ponto de ligacdo € o atomo de azoto
quaternario, tem sido extremamente usada na formacao de novos compostos, contendo como
principal grupo um nlcleo de fenantridina. Antes de se iniciar a sintese de moléculas com
propositos de intercalacdo devem ter-se em consideracdo alguns aspetos importantes, tais
como a disponibilidade de grupos funcionais nas moléculas que sao passiveis de modificacao,
a capacidade dessas moléculas para realizar o seu proposito apos a modificacao e a facilidade

e capacidade de “scale-up” da sintese da molécula (Rangarajan e Friedman,2007).

Quando se modifica uma fenantridina, tal como o DAPP, é importante considerar a variacao
da cadeia alquilica na posicao 5, a modificacao/substituicdo das aminas hexociclicas das
posicoes 3,8 e a modificacao/substituicao do grupo fenilo por outros grupos na posicao 6 da
fenantridina (Rangarajan e Friedman,2007). Estas modificacdes poderao encontrar obstaculos
devido a falta de grupos funcionais para a modificacdo, formacdo de misturas regioisomeras
depois da modificacdo, necessidade de varios passos de sintese durante o procedimento e,
mais importante, a perda ou diminuicdo de afinidade de ligacdo aos acidos nucleicos depois

da modificacao (Rangarajan e Friedman,2007).

A escolha do método de sintese depende de como o sistema triciclico é formado,
nomeadmente se a partir de grupos bifenilo substituido ou um derivado de fluoreno ou se a
partir de um composto que nao contém uma ligacdo bifenilica (Katritzky e Boulton, 1971). Na
sintese a partir de bifenilos ou derivados de fluoreno, podem obter-se fenantridinas através
da ciclizacdo de dois compostos bifenilos substituidos com o proposito de obter um fecho do
anel, através do uso de cloreto de fosforo com ou sem a presenca de um solvente com altas

temperaturas de ebulicao como o nitrobenzeno (Katritzky e Boulton, 1971).
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Nas reacdes que ndo contém uma ligacdo bifenilica ha formacao de uma fenantridona a partir
de sulfatos de diazonio de amino-benzanilida e pelo aquecimento da solucdo aquosa
permitindo a decomposicao do sulfato em acetona (Katritzky e Boulton, 1971). Este tipo de
reacoes da frequentemente origem a inimeros compostos, para além do composto desejado
(Katritzky e Boulton, 1971). As fenantridinas podem ser também conseguidas através de
outros métodos envolvendo reacdes com intermediarios de benzeno (Katritzky e Boulton,
1971). O benzeno reage com o isocianato de fenilo dando origem a uma fenantridina por
reacoes Diels-Alder (Katritzky e Boulton, 1971). A fenantridina é formada pelo ataque de uma
segunda molécula de benzeno sobre o aduto ou na fenantridona (Sheehan e Daves, 1965).
Existem diversos métodos descritos para a formacao de fenantridonas que por conversao dos
seus derivados da origem a fenantridina desejada (Katritzky e Boulton, 1971). Um dos
procedimentos usados e recomendados para uma sintese em larga escala envolve a conversao
de lactama em fenantridina realizado com aquecimento de pentassulfureto de fdsforo,

seguido de dessulfurizacdo com raney niquel ou raney cobalto (Katritzky e Boulton, 1971).
1.5 Objetivos do Trabalho

Os objetivos deste trabalho de investigacao foram:

- a sintese de novos ligandos derivados de fenantridinas, seguida de producao de criogéis e

derivatizacao e imobilizacao dos mesmos;

- a aplicacdo dos criogéis em estudos cromatograficos de retencao e separacao seletiva de

pDNA em amostras pré-purificadas e em lisado clarificado de Escherichia coli.
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Capitulo 2

Parte experimental

2.1 Materiais, solventes e reagentes

Todos os reagentes cuja sintese ndao se encontra descrita e o metacrilato de glicidilo (GMA),
3,8-diamino-6-fenilfenantridina (DAPP), persulfato de amonio, cloreto de sodio, acetato de
sodio e azul bromofenol foram adquiridos a Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA) e a sua
composicdo era analiticamente pura. O DAPP foi adquirido a Alfa Aesar (Ward Hill,
Massachusetts, EUA) assim como N,N,N’,N’-tetrametileno diamina (TEMED). O N,N-metileno-
bis(acrilamida), o metacrilato de 2-hidroxietilo (HEMA) e a fenantridina foram adquiridos a
Acros Oorganics (Fair Lawin, New Jersey, EUA). O Tris-(hidroximetil)aminometano (Tris) foi
aquirido a Merck (Darmstadt, Alemanha). Todas as solucdes foram preparadas com agua
desionizada purificada num sistema de purificacao Mili-Q da Milipore Systems (Bedford,
Massachusetts). A agarose foi adquirida a GibcoBRL Life Technologics e o Green Safe a
NZYTech (Lisboa, Portugal). O plasmideo pVAX1LACZ© de 6050 pares de bases (Invitrogene,
Carlsband, CA, EUA) com resisténcia a kanamicina foi obtido pela transformacao de células
competentes de estirpe Escherichia coli DH5a conservada em crio-tubos a -80°C numa solucao
de 30% (v/v) de glicerol e 70 % (v/v). As colunas cromatograficas de polipropileno econo-pac e
o adaptador de fluxo foram adquiridos a Bio-rad (Hercules, California, EUA). Os

concentradores Vivaspin®6 foram adquiridos a Stedim Biotech (Goettingen, Alemanha).
2.2 Equipamentos

A evolucao das reacdes foi acompanhada por cromatografia de camada fina (c.c.f) utilizando
placas pré-revestidas com silica gel da Macherey-Nagel Alugram® SIL G/UVys54 de 0,2 mm. O
eluente era constituido por uma mistura de 0-2% de metanol em diclorometano. Apos a
eluicdo e secagem das placas estas foram visualizadas a luz ultravioleta de comprimento de
onda (c.d.o) de 365 e 254 nm.

Os espetros de infravermelho (IV) por refletancia total atenuada (ATR) foram efetuados num
espetrofotometro Thermoscientific Nicolet is10: smart iTR equipado com diamante. Para a
obtencao dos dados de ATR foi colocada uma amostra sobre o diamante e o espetro foi
registado. No espetro de IV sao indicados a frequéncia do maximo de absorcao de uma banda
(vmax em cm™) e caso se justifique, a atribuicdo dessa banda a um grupo funcional relevante

na molécula.
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As leituras de absorvancia foram medidas num espetrofotometro UV-Vis Thermo Fisher
Scientific modelo Evolution 160 (Madison, Wisconsin, EUA) com células de quartzo, apos a

recolha das fragdes resultantes dos ensaios cromatograficos.

Os espetros de RMN de 'H e RMN de "*C foram efetuados num espetrémetro Bruker Avance 400
MHz (RMN de 1H a 400 MHz e RMN de 13C a 100 MHz) e processados com o software TOPSPIN
3.1 (Fitchburg, Wisconsin, EUA) usando dimetilsulfoxido hexadeuterado (DMSO-dé), metanol
deuterado (MeOD) e cloroformio deuterado (CDCl;) como solvente e padrao interno. Nos
dados de RMN de 1H séo indicados o desvio quimico (6 em ppm), o nimero de protdes a que
corresponde o sinal, a multiplicidade do sinal [singleto (s), singleto largo (sl) dupleto (d),
duplo dubleto (dd), tripleto (t), multipleto (m)], o valor da constante de acoplamento (J em
Hz) e a atribuicio do sinal aos protdes correspondentes. Nos dados de RMN de C séao

indicados o desvio quimico (8 em ppm) e a atribuicao do carbono na molécula.

Os criogéis foram obtidos por criocongelacdo num banho de acetona termostatizado a -12°C
da JP-Selecta.

As analises qualitativas dos suportes obtidos foram efetuadas pela realizacdo de imagens de
microscopia eletronica de varrimento (SEM) obtidas num microscopio eletronico de
varrimento HITACHI S4100 (Toéquio, Japao).

Os suportes obtidos foram secos num forno de vidro de secagem Buchi TO-51, sob pressao
reduzida e na presenca de pentdxido de fdsforo. As analises quantitativas dos suportes
obtidos foram realizadas por analise elementar (AE) num analisador elementar Carlo-Erba
1108 (Vigo, Espanha).

Os ensaios cromatograficos foram efetuados num sistema de “Fast Protein Liquid
Chromatography” (FPLC) da Amersham Pharmacia Biotech. Equipado com um Controlador Plus
LCC-501, bombas P-500, registador REC 112 e um coletor de fracées FRAC-100. E constituido

ainda por uma detetor de condutividade e uma unidade otica UV-1.

2.3 Métodos

2.3.1 Sintese do p-toluenosulfonato de pent-4-en-1-ilo

A uma solucao de cloreto de tosilo (1,04 g; 5,5 mmol), piridina (0,0403 mL; 0,50 mmol),
trietilamina (1,4 mL; 10 mmol) em 15 mL de diclorometano, arrefecida em banho de gelo, foi
adicionada uma solucdo de 4-penten-1-ol (0,58 mL; 5 mmol) em 10 mL de diclorometano,
apos o qual se deixou a temperatura ambiente. Seguiu-se a evolucao da reacao por c.c.f

(silica, diclorometano, metanol/ éter etilico 0-2%) tendo-se completado em 16h.
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A mistura resultante foi lavada com 25 mL de uma solucao saturada de hidrogenocarbonato de

sodio e 25 mL de agua destilada. A fase organica resultante foi seca sobre sulfato de sodio

anidro e purificada por uma coluna B 3 o

cromatografica  (silica,  diclorometano, Hm@“—g_o/\/\/
metanol/ éter etilico 0-2%), tendo-se obtido I

o p-toluenosulfonato de pent-4-en-1-ilo
com um rendimento de 36%; RMN de 'H (400 MHz, CDCL;) 6: 7,79 (d, J = 8,1 Hz, 2H, ArH), 7,34
(d, J = 8,0 Hz, 2H, ArH), 5,74 - 5,60 (m, 1H, =CH), 5,00 - 4,89 (m, 2H, =CH), 4,11 - 3,98 (m,
2H, CH,), 2,45 (s, 3H, CH3), 2,08 (dt, J = 7,6, 4,0 Hz, 2H, CH,), 1,81 - 1,67 (m, 2H, CH,) ppm;

RMN de C (101 MHz, CDCls) &: 144,70 (C), 136,62 (CHros), 133,17 (C), 129,83 (CHros), 127,90
(CH), 115,86 (CH,), 69,80 (CHy), 29,38 (CH,), 27,99 (CH,), 21,64 (CH;) ppm.

2.3.2 Aminoacilacao da DAPP

Processo geral: A uma suspensao de DAPP (1,05 mmol) em 15 mL de acetonitrilo e piridina
(2,26 mmol), agitada a temperatura ambiente, foi adicionado gota a gota durante 1 min.,
uma solucdo do agente acilante adequado (anidrido benzoico, anidrido acético, cloreto de
hexanoilo ou cloreto de acriloilo; 1,05 mmol) em 1 mL de acetonitrilo. Seguiu-se a evolucao
da reacao por c.c.f (silica, diclorometano, metanol/ éter etilico 0-2%) tendo-se completado
de 2-16h.

A solucdo resultante foi concentrada e adicionou-se éter etilico e éter petroleo até
cristalizacao do produto que se recolheu por filtracao, tendo-se obtido as seguintes 3,8-
diamidas derivadas do DAPP:

A.1 3,8-Dibenzamida-6-fenilfenantridina (1a), obtido
por acilacdo com anidrido benzdico, apés 2h de
reacao, com um rendimento de 70%; cristais laranja; IV
Vmax : 1659 (C=0) cm™"; RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d6)
0: 10,64 (s, 1H, NH), 10,63 (s, 1H, NH), 8,88 (d, J = 8,9 Hz, 1H, H1 ou H10), 8,77 (d, J = 9,0
Hz, 1H, H1 ou H10), 8,65 (s, 1H, H4 ou H7), 8,61 (s, 1H, H4 ou H7), 8,41 (d, J = 8,6 Hz, 1H, H2
ou H9), 8,13 (d, J = 8,6 Hz, 1H, H2 ou H9), 8,04 (d, J = 7,2 Hz, 2H, PhH), 7,96 (t, J = 8,5 Hz,
3H, PhH), 7,77 (d, J = 6,5 Hz, 2H, PhH), 7,69 - 7,43 (m, 8H, PhH) ppm; RMN de"C (101 MHz,
DMSO-dé6) o6: 167,61(C=0), 166,23 (C=0), 166,17, 160,86, 143,59, 139,77, 139,65, 138,35,
135,17, 134,91, 133,12, 132,05, 131,05, 129,93, 129,52, 129,34, 129,00, 128,83, 128,76,
128,68, 128,61, 128,05, 128,02, 124,86, 124,71, 123,42, 123,02, 121,03, 119,69, 119,25,
117,91 ppm,
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A.2 3,8-Diacetamida-6-fenilfenantridina (1b), obtido
a partir de DAPP e anidrido acético; apos 16h de
reacao, com um rendimento de 96%; cristais amarelo
claro; IV Vg 2980 (CH3), 1664 (C=0) cm™; RMN de 'H
(400 MHz, DMSO-dé6) d&: 8,76 (d, J = 9,0 Hz, 1H, H1 ou
H10), 8,66 (d, J = 9,0 Hz, 1H, H1 ou H10), 8,43 (d, J = 1,6 Hz, 1H, H4 ou H7), 8,32 (d, J = 1,5
Hz, 1H, H4 ou H7), 8,18 (dd, J = 9,0, 1,6 Hz, 1H, H2 ou H9), 7,85 (dd, J = 8,9, 1,8 Hz, 1H, H2
ou H9), 7,77 - 7,66 (m, 2H, PhH), 7,66 - 7,52 (m, 3H, PhH), 2,15 (s, 3H, COCHs), 2,06 (s, 3H,
COCHs) ppm; RMN de "*C (101 MHz, DMSO-d6) &: 168,91 (C=0), 168,87 (C=0), 160,68, 143,48,
139,71, 139,57, 138,26, 129,77, 128,87, 128,82, 128,50, 124,60, 123,61, 123,33, 122,91,
119,83, 119,14, 117,77, 116,33, 24,41, 24,23 ppm.

A.3 3,8-Dihexanamida-6- o

1
fenilfenantridina (1c), obtido a partir de ONSCHN

DAPP e cloreto de hexanoilo; apos 3h de
reacao, com um rendimento de 82%;
cristais amarelos; IV vy 2928, 2858 (CH, e CHs;), 1689 (C=0) cm”; RMN de 'H (400 MHz,
DMSO-d6) 6: 10,52 (s, 1H, NH), 10,44 (s, 1H, NH), 8,87 (d, J = 8,7 Hz, 1H, H1 ou H10), 8,78
(d, J =7,9 Hz, 1H, H1 ou H10), 8,71 (s, 1H, H4 ou H7), 8,47 (s, 1H, H4 ou H7), 8,29 (d, J = 8,1
Hz, 1H, H2 ou H9), 7,93 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H2 ou H9), 7,79 (s, 2H,PhH), 7,69 (s, 3H, PhH),
2,42 (t, J = 6,9 Hz, 2H, COCH), 2,32 (t, J = 7,0 Hz, 2H, COCH), 1,67 - 1,62 (m, 2H, COCH,CH),
1,60 - 1,53 (m, 2H, COCH,CH), 1,40 - 1,16 (m, 8H, CO(CH,);CH,), 0,96 - 0,75 (m, 6H,
CO(CH,)4CHs) ppm; RMN de "C (101 MHz, DMSO-d6) &: 171,82 (C=0), 171,64 (C=0), 159,38,
139,93, 138,58, 130,15 (CH), 129,66 (CH), 128,16 (CH), 123,42 (CH), 123,16 (CH), 123,00
(CH), 120,73 (CH), 119,14 (CH), 116,58 (CH), 36,05 (CH,), 35,90 (CH,), 30,41 (CH,), 30,38
(CH,), 24,25 (CHy), 24,09 (CH,), 21,42 (CH,), 21,38 (CH,), 13,41 (CHs), 13,36 (CHs) ppm.

A.4 3,8-Diacrilamida-6-fenil fenantridina (1d)
obtido a partir de DAPP e cloreto de acriloilo; apos
16h de reacao, com um rendimento de 86%; cristais
vermelhos; IV Vpe: 2590 (CH=CH), 1685 (C=0) cm™;
RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dé) &: 11,25 (s, 1H, NH),
11,08 (s, 1H, NH), 9,01 (d, J = 9,1 Hz, 1H, H1 ou H10), 8,92 (d, J = 9,2 Hz, 1H, H1, H10), 8,72
(s, 1H, H4 ou H7), 8,61 (s, 1H, H4 ou H7), 8,46 (d, J = 9,2 Hz, 1H, H2 ou H9), 8,13 (d, J = 8,7
Hz, 1H, H2 ou H9), 7,90-7,86 (m, 2H, PhH), 7,79-7,74 (m, 3H, PhH), 6,67 (dd, J = 16,7, 10,2
Hz, 1H, CHgem), 6,53 (dd, J = 17,0, 10,2 Hz, 1H, CHgem), 6,37 (d, J = 17,2 Hz, 1H, CHyrans), 6,28
(d, J = 17,2 Hz, 1H, CHgans), 5,86 (d, J = 11,3 Hz, 1H, CHs), 5,80 (d, J = 11,3 Hz, 1H, CHs)
ppm; RMN de "C (101 MHz, DMSO-d6) &: 164,52 (C=0), 164,36 (C=0), 160,34, 140,98, 139,60,
136,31, 131,78, 131,64, 131,10, 130,79, 129,23, 128,68, 128,17, 124,41, 124,28, 122,33,
121,45, 120,62, 118,42 ppm.
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2.3.3 Alquilacao
2.3.3.1 Fenantridina

Uma suspensao de fenantridina (0,2 g; 1,1 mmol) em 20 mL de nitrobenzeno e p-
toluenosulfonato de pent-4-en-1-ilo (0,742 g; 3,3 mmol) foi refluxada durante 16h, tendo-se

seguido a evolucéo da reacéo por c.c.f (silica, diclorometano, metanol/ éter etilico 0-2%.

Por concentracao e adicdo de uma mistura de éter
etilico/éter petréleo, formando-se um sélido cristalino
que foi recristalizado de éter etilico/ éter petroleo,

tendo-se obtido o tosilado de 5-(pent-4-en-1-

il)fenantridinio na forma de cristais agulhas
amarelados com um rendimento de 40%; RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d6) &: 10,35 (s, 1H, Hé),
9.20 (d, J = 7,8 Hz, 1H, ArH), 9,14 (d, J = 8,4 Hz, 1H, ArH), 8,64 (d, J = 8,4 Hz, 1H, ArH), 8,59
(d, J = 8,0 Hz, 1H, ArH), 8,41 (t, J = 7,6 Hz, 1H, ArH), 8,20-8,04 (m, 3H; ArH), 7,48 (d, J =7,9
Hz, 2H, Hiso tositato), 7,09 (d, J = 7,7 Hz, 2H, Hiz tositato), 5,90 - 5,83 (m, 1H, NCH), 5,15-4,96 (m,
4H, NCH + =CH), 2,23-2,11 (m, 2H, CH2) ppm; RMN de *C (101 MHz, DMSO-dé) &: 155,83 (CH),
145,99, 138,23 (CH), 137,79 (CH), 137,28, 134,62, 133,34 (CH), 133,05, 132,30 (CH), 130,56
(CH), 130,53 (CH), 128,25 (CH), 126,16, 125,70 (CH), 125,29, 123,90, 123,38, 120,17 (CH),
116,08, 57,68, 30,17, 28,33, 20,98 (CH) ppm.

2.3.3.2 DAPP

Uma suspensao de DAPP (0,03 g; 0,01 mmol) em 5 mL de nitrobenzeno e agente alquilante 11-
bromoundec-1-eno (0,027 mL; 0,13 mmol) foi refluxada durante 6h. Seguiu-se a evolucao da

reacao por c.c.f. em 2% metanol, verificando-se a nao alteracao do DAPP.

2.3.3.3 3,8-Dibenzamida-6-fenilfenantridina (1a)

Processo geral: Uma suspensao de 3,8-dibenzamida-6-fenilfenantridina (1a) (0,02 mmol) em
30 mL de acetonitrilo e agente alquilante adequado (11-bromoundec-1-eno, p-
toluenosulfonato de etilo ou iodoetano; 0,21 mmol) foi refluxado até 48h. Seguiu-se a
evolucao da reacao por c.c.f. 0-2% metanol verificando-se a nao alteracao da diamida de
partida. O uso de outros solventes, nomeadamente 5,0 mL de 1,2-diclorometano, 8 mL de
dimetilformamida ou 6 mL de nitrobenzeno, assim como o aquecimento po fusao a 140°C, nao

alterou este resultado.
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2.3.3.4 3,8-Diacetamida-6-fenilfenantridina (1b)

Processo geral: Uma suspensao de 3,8-diacetamida-6-fenilfenantridina (1b) (0,02 mmol) em 5
mL de nitrobenzeno e agente alquilante adequado (4-bromobut-1-eno ou p-toluenosulfonato
de etilo ou iodoetano; 0,21 mmol), na presenca ou auséncia na presenca e na auséncia de
iodeto de potassio 15% (w/v), foi refluxado até 72h. Seguiu-se a evolucao da reacao por c.c.f.

0-2% metanol verificando-se a nao alteracao da diamida de partida.
2.3.4 Preparacao do criogel

Processo geral: A uma solucao de GMA e HEMA em agua destilada foi adicionada uma
suspensao de MBAAm em agua destilada, e a suspensdo resultante foi adicionado TEMED. A
reacdao de crio-polimerizacdao foi iniciada pela adicdo de persulfato de amoénio, agitada
durante 1 min e imediatamente colocada numa coluna de gravidade da Bio-rad e esta
colocada num banho de acetona a -12°C, durante 24h. Apods 24h, o criogel foi lavado com

agua destilada e guardado numa solucao de azida de sddio a 2% a 4°C.

2.3.4.1 Sintese do criogel poli(HEMA-GMA)

Uma solucao de HEMA (0,675 mL), e GMA (0,05 mL) em

HsC— |—C—0—CH,—CH,—OH
2,5 mL de agua destilada foi adicionado MBAAmM (0,1415 g

g) em 5 mL de agua destilada. A esta mistura adicionou- |HyC— _ﬁ—O_CHz_CH_CHz
se TEMED (0,0125 mL) e persulfato de amoénio (0,010 g), ol OH (l)H

agitou-se durante 1 minuto e colocou-se imediatamente numa coluna de gravidade da Bio-rad
num banho de acetona a -12°C durante 24h. Apos 24h, o criogel foi lavado com agua destilada

e guardado numa solucdo de azida de sddio a 2% a 4°C.

2.3.4.2 Sintese do criogel poli(HEMA-tosilato de 5-(pent-4-en-1-
il)ffenantridinio) 1:29 e 1:14

Uma solucao de 1:29 e 1:14 de tosilato de 5-(pent-4-en-
;. HyC— | —C—O0—CH,—CH,—OH
1-il)fenantridinio e HEMA sendo (0,0945 g:0,675 mL) e

ol
(0,0945 g:1,35 mL), respetivamente em 2,5 mL de agua [HsC— | —CHz=CH,=CH,—CH,—CH,'N
destilada foi adicionado MBAAm (0,1415 g) em 5 mL de Tof

agua destilada. A esta mistura adicionou-se TEMED (0,0125 mL) e persulfato de amonio (0,01

mg), agitou-se durante 1 minuto e colocou-se imediatamente numa coluna de gravidade da
Bio-rad num banho de acetona a -12°C durante 24h. Apos 24h, o criogel foi lavado com agua

destilada e guardado numa solucao de azida de sddio a 2% a 4°C.
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2.3.4.3 Imobilizacdo do DAPP ao criogel poli(HEMA-GMA) 5, 10 e 40 mg/mL

Uma solucao de DAPP (0,44 g; 0,15 g; 0,055 g)
dissolveu-se em HCl 5% (11 mL; 10 mL; 11 mL)

respetivamente. Esta mistura fez-se passar pelo criogel

HaC— —|C|)—O—CH2—CH2—OH

o H
HaC— | —G—0—CH, CH-CH,N S )NH,
o OH =N

e este colocado num banho de agua destilada a 70°C

durante 16h (tapado). Apds as 16h, o criogel lavou-se com uma solucao de HCl 1,25% e

posteriormente com agua destilada e guardado numa solucao de azida de sodio a 2% a 4°C.

2.3.4.4 Sintese do criogel poli(HEMA)

Uma solucdo de HEMA (1,4 mL) em 2,5 mL de agua

destilada adicionou-se uma solucao de MBAAm (0,1415 |H;C—}—C—0—CH,—CH,—OH

g) em 5 mL de agua destilada. A esta mistura foi o

adicionado TEMED (0,0125 mL) e persulfato de aménio (0,010 g), agitou-se durante 1 minuto e
colocou-se imediatamente numa coluna de gravidade da Bio-rad num banho de acetona a -
12°C durante 24h. Apos 24h, o criogel foi lavado com agua destilada e guardado numa solucéo

de azida de sodio a 2% a 4°C.

2.3.5 Producéao do DNA plasmidico

Uma estirpe de E. coli DH5a contendo o plasmideo pVAX1-LacZ 6,05 kpb (Invitrogen,
Carlsband, CA, EUA) foi cultivada durante a noite num meio agar de Luria Bertani (Lennox)
(Laboratérios Conda, Madrid, Espanha) suplementado com 30 pg/ mL de kanamicina a 37° C. A
estirpe E. coli DH5a cresceu a mesma temperatura num agitador orbital com meio Terrific
Broth (20 g/L triptona, 24 g/L extrato de levedura, 4 mL/L glicerol, 0,017 M KH,PQ,4, 0,072 M
K,HPO,) suplementado com 30 pg/mL de kanamicina. As células foram depois recolhidas por
centrifugacao no final da fase de crescimento exponencial e armazenadas a -20°C até a sua
utilizacdo. As células de E. coli sem a presenca de plasmideo foram cultivadas na auséncia de

antibioticos, nas mesmas condicdes descritas anteriormente.
2.3.6 Lise, isolamento primario e purificacdo do DNA plasmidico

As células contendo o plasmideo foram lisadas usando o método alcalino. A centrifugacao de
uma amostra de 250 mL de células foi realizada a 5445 x g durante 30 min, a 40°C. Os
sobrenadantes foram descartados e os pellets ressuspendidos em 20 mL de 50 mM glucose, 25
mM de Tris-HCl e 10 mM de EDTA (pH8,0). As células foram depois lisadas com a adicao de 20
mL de 200 mM NaOH, 1% (W/v) de solucdo de SDS. Apds 5 min de incubacdo A temperatura
ambiente, o material celular, gDNA e proteinas foi precipitado, pela adicao suave de 16 mL
de 3 M de acetato de potassio pré-arrefecido (pH5,0) e agitando cuidadosamente. O

precipitado foi removido fazendo uma centrifugacao dupla de 20000 x g durante 30 min a 4°C.
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0 plasmideo do sobrenadante foi precipitado apds a adicao de 0,7 volumes de isopropanol e
incubacao em gelo durante 30 min. O pDNA foi recuperado por centrifugacdao a 16000 x g
durante 30 min a 4°C. Os pellets foram redissolvidos em 1 mL de uma solucao tampao de
acetato de sodio 10 mM (pH5,0). A clarificacao do lisado foi conseguida dissolvendo sulfato de
aménio na solucao tendo uma concentracéo final de 2,5 M, seguido de 15 min de incubacao no
gelo. As proteinas precipitadas e RNA foram removidos por centrifugacao a 10000 x g durante
20 min a 4°C. Os sobrenadantes foram recuperados e a concentracdo de acidos nucleicos
quantificada por medicao da absorvancia a 260 nm. O DNA plasmidico com a isoforma sc numa
percentagem maior que 90 % foi obtida usando um kit da “Qiagen plasmid midi kit” (Hilden,

Germany) de acordo com as instrucées do fabricante.

2.3.7 Avaliacdo dos suportes cromatograficos por cromatografia de

afinidade

Os suportes cromatograficos utilizados foram preparados de acordo com as condigcoes
descritas pelo processo de criocongelacao e funcionalizacao por pos-modificacao e por ligacao
do ligando a um mondémero. Todos os ensaios foram acompanhados por ensaios de controlo

em suportes nao derivatizados.

Nos ensaios cromatograficos por gravidade foi avaliada, numa primeira fase, a capacidade de
ligacdo dos criogéis ao pDNA utilizando os ligandos DAPP e tosilato de 5-pent-4-en-1-il-
fenantridinio incorporados durante o processo de polimerizacdo vinilica em diferentes
densidades e dos suportes de controlo. As matrizes derivatizadas que apresentaram melhor
comportamento cromatografico de ligacao/eluicdo foram o criogel DAPP 5mg/mL e o criogel
HEMA, que forem posteriormente avaliados em termos de seletividade para as diferentes

isoformas de pDNA.

O pDNA utilizado nos ensaios foi o pVAX1LACZ© de 6050 pares de bases (Invitrogene™) com
resisténcia a kanamicina, obtido pela transformacdo de células competentes de estirpe
Escherichia coli DH5a. Em cada passo cromatografico foram recolhidas fracdes de 0,5 mL,
cuja a absorvancia foi medida a 260 nm num espetrofotometro de UV-Vis. Nos ensaios de
seletividade foram também recolhidas fracées 0,5 mL que foram concentradas e
dessalinizadas em concentradores Vivaspin® 6 e posteriormente analisadas por eletroforese

em gel de agarose 0,8%.
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2.3.7.1 Ensaios cromatograficos com amostra pré-purificada de plasmideo
pVAX1-LacZ

2.3.7.1.1 Ensaios cromatograficos por fluxo de gravidade em colunas de

polipropileno econo-pac da Bio-rad

Nos ensaios cromatograficos com os criogéis foi injetada uma solucdo de plasmideo
pVAX1LACZ de 6,05 kpb com uma solucdo de tampao acetado de sddio 10 mM pH5,0. Para o
criogel DAPP 5,10 e 40 mg/mL foi injetado 30 e 40 pL a 1120 pg/mL; 50 pL a 447,5 pg/mL e
25 pL a 2347,5 pg/mL; 20 pL a 1120 pg/mL de plasmideo, respetivamente. Para criogel 5-
pente-4-en-1-il-fenantridina 1:29 e 1:14 foi injetado 20, 30, 35 e 50 pL a 1120 pg/mL e 20 pL
a 1120 pg/mL de plasmideo, respetivamente. Para o criogel HEMA-GMA foi injetado 50 pl a
1120 pug/mL de plasmideo e para o criogel HEMA foi injetado 50, 75 e 80 pL a 1120 pg/mL de

plasmideo. Os ensaios cromatograficos consistiram nos seguintes passos cromatograficos:

1° passo- equilibrio da coluna com 30 mL de solucao tampao acetato de sodio 10 mM pH 5,0;
2° passo- injecao de pDNA nas concentracdes indicadas anteriormente;

3° passo- injecdo de 10 mL de solucao tampéao acetado de sédio 10 mM pH 5,0;

4° passo- injecdo de 10 mL de solucdo tampao de NaCl 1M em acetato de sodio 10 mM pH 5,0

e recolha das fracoes de 0,5 mL.

2.3.7.1.2 Ensaios cromatograficos por FPLC do criogel HEMA e DAPP

Nos ensaios cromatograficos com o criogel HEMA e DAPP foram injetados 100 pl a 500 pg/mL
de plasmideo pVAX1LACZ de 6,05 kpb no criogel com uma solucdo de tampao acetado de
sodio 10 mM pH5,0. Os ensaios cromatograficos consistiram nos seguintes passos

cromatograficos:

1° passo- equilibrio da coluna com 30 mL de solucao tampao acetato de sodio 10 mM pH 5,0;
2° passo- injecao de pDNA nas concentrag¢des indicadas anteriormente;

3° passo- injecdo de 10 mL de solucao tampéao acetado de sédio 10 mM pH 5,0;

4° passo- injecao de 10 mL de solucao tampao com diferentes concentracées de NaCl em
acetato de sodio 10 mM pH 5,0;

5° passo- recolha das fraces de 0,5 mL e analise por eletroforese em gel de agarose 0,8%.
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2.3.7.2 Ensaios cromatograficos com lisado clarificado

Nos ensaios cromatograficos com o criogel HEMA e DAPP foram injetados 100 pl a 500 pg/mL
de lisado clarificado no criogel com uma solucdo de tampao acetado de sddio 10 mM pH5,0.

Os ensaios cromatograficos consistiram nos seguintes passos cromatograficos:

1° passo- equilibrio da coluna com 30 mL de solucao tampao acetato de sodio 10 mM pH 5,0;
2° passo- injecao de pDNA nas concentracoes indicadas anteriormente;

3° passo- injecao de 10 mL de solucao tampao acetado de sédio 10 mM pH 5,0;

4° passo- injecao de 10 mL de solucao tampao com diferentes concentracoes de NaCl em
acetato de so6dio 10 mM pH 5,0;

5° passo- recolha das fracoes de 0,5 mL e analise por eletroforese em gel de agarose 0,8%
2.3.8 Quantificacao de proteinas

O teor de proteinas presente nas amostras foi quantificado através de micro-BCA
(“bicinchoninic acid”) pelo kit de determinacao de proteinas da Pierce (Rockford, EUA). A
quantificacao consiste na adicao de 200 pL de reagente BCA a 50 pL de amostra numa
microplaca. Apos 30 min de incubacao a 60 °C, mediu-se a absorvancia a 592 nm num leitor
de placas. A curva de calibracao foi construida com albumina de soro bovino (BSA) como
padrao (20 pg/mL a 2000 mg/mL) (Figura 9).
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Figura 9. Curva de referéncia com padrdes de albumina de soro bovino (25- 2000 pg/mL).
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2.3.9 Quantificacao de endotoxinas

A contaminacdo com endotoxinas foi avaliada através do kit Pierce® LAL Chromogenic
Endotoxin Quantification Kit (Rockford, USA). A curva de calibracdo foi construida com
endotoxinas fornecidas pelo kit, cujas concentracées estavam entre 0,1 UE/mL e 1 EU/mL
(Figura 10).
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Figura 10. Curva de referéncia dos padroes de endotoxinas (0,1-1 EU/mL).

Todos os materiais e solucoes utilizadas para este procedimento devem ser livres de
endotoxinas. De forma a garantir estas condicoes, todo o procedimento foi realizado no
interior de uma hotte. As amostras para a analise e os padroes do kit foram diluidas com agua

livre de endotoxinas, que também foi usada como branco.
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Capitulo 3

Resultados e Discussao

3.1 Aminoacilacdao do DAPP

A sintese dos compostos 3,8-dibenzamida-6-fenilfenantridina (1a), 3,8-diacetamida-6-
fenilfenantridina (1b), 3,8-dihexanamida-6-fenilfenantridina (1c) e 3,8-diacrilamida-
6fenilfenantridina (1c), pela acilacao das aminas presente nas posicoes 3,8 (Figura 11), tinha
como objetivo a sua posterior alquilacdo na amina da posicao 5, de modo a que estas 3,8-
diamidas possam ser utilizadas como ligandos com maior grau de complexidade e desta forma

potenciar uma maior seletividade em estudos de cromatografia de afinidade.

Para tal as 3,8-diamidas derivadas de DAPP 1a-d foram primeiramente preparadas por
acilacdo com anidrido benzdico, anidrido acético, cloreto de hexanoilo e cloreto de acriloilo
respetivamente a 180°C em refluxo entre 2-16h. As amidas foram obtidas com rendimentos de
70-96% e foram caracterizadas estruturalmente por RMN e IV. O segundo passo seria a
alquilacdo da 5-amina das 3,8-diamidas, de modo a ser introduzido uma cadeia alquilvinilica
que atuaria como braco espacador entre o nicleo de fenantridina e a matriz do criogel. O
braco espacador permitiria que o ligando estivesse a uma distancia adequada e tornando
acessivel a ligacdo da amina do nlcleo de fenantridina carregado positivamente com os
grupos fosfato de pDNA carregados negativamente e também atuaria como co-mondémero para
posterior formacao do criogel (Silva et al., 2010). No entanto essa alquilacdo apods varias

tentativas com diversos agentes alquilantes nao foi conseguida.

anidrido benzoico,

o) o
anidrido acético, ” ”
- > R—C——HN NH—C—R
cloreto de hexanoilo
ou cloreto de acriloilo

ta
3,8-diamino-6-fenilfenantridina la R=Ph

1b R=CH;,
1c R= CH2CH2CH2CH2CH3
1d R=CH=CH,

Figura 11. Sintese do dibenzamida (1a), diacetamida (1b), dihexanamida (1c), diacrilamida (1d).
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Para todos os derivados de fenantridina foram realizados os respetivos espetros IV. Estes
apresentam as bandas relativas aos grupos C=0 presentes em cada um dos compostos assim
como os grupos funcionais aromaticos do 1a, grupo acetilo do 1b, grupo alifatico do 1c e

grupo vinilico do 1d.

Realizaram-se também espetros de 'H RMN e "3C RMN de modo a comprovar a estrutura dos
compostos. O espetro do *C RMN apresenta todos os carbonos presentes na estrutura. A
identificacao e caracterizacao dos espetros de protao das diaminas derivadas de DAPP foi
realizada tendo por base a multiplicidade esperada com base nas constantes de acoplamento

a curta e longa distancia (Tabela 1).

Tabela 1. Desvios quimicos do 'H RMN das 3,8-diamidas derivadas do DAPP [DMSO, & (ppm), J (Hz)].

H-1,10 H-2,9 H-3,8 H-4,7
1a 8,77 e 8,88 8,13 e 8,41 10,63 e 10,64 8,61-8,65
(d, J=8,9-9,0) (d, J=8,6) (s) (s)
1b 8,66 € 8,76 7,85 € 8,18 10,30 8,32 e 8,43
(d, J=9,0) (dd, J=8,9-9,0; 1,6- (d) (d, J=1,5-1,6)
1,8)
1c 8,78 e 8,87 7,93 € 8,29 10,44 e 10,52 8,47 e 8,71
(d, J=7,9-8,7) (d, J=8,0-8,1) (s) (s)
1d 8,92 e 9,01 8,18 e 8,46 11,08 e 11,25 8,61 € 8,72
(d, J=9,1-9,2) (d, J=8,7-9,2) (s) (s)

Comparando os desvios quimicos dos espetros de protdao entre as diferentes 3,8-diamidas
pode verificar-se que ha uma semelhanca e coeréncia entre eles, estando de acordo com a
sua estrutura quimica. De acordo com a estrutura molecular das 3,8-diamidas, os H-2,9 estdo
acoplados a curta distancia com os H-1,10 e a longa distancia com os H-4,7 apresentando-se
assim os H-2,9 na forma de duplos dubletos (dd) com uma constante de acoplamento de 9,0 e
1,5 Hz e os H-1,10 e H-4,7 na forma de dubletos. No entanto, apenas para a diamida 1b este
facto foi verificado, estando na forma de dd e tendo como constantes de acoplamento 8,9-9,9
e 1,6-1,8, como esperado. Para as restantes 3,8-diamidas, 1a, 1c e 1d, estes nao acoplaram a
longa distancia, estando os H-1,10 e H-2,9 na forma de dubletos com constante de

acoplamento entre os 8,6 e 9,0 e os H-4,7 na forma de singletos.
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Tabela 2. Desvios quimicos do "H RMN dos R’s das 3,8-diamidas derivadas do DAPP [DMSO, & (ppm)].

1a 1b 1c 1d
R Ph CH3; CH,CH,CH,CH,CH3 CH=CH,
Multiplicidade (d) 7,77 (s) 2,05e2,14 (t) 2,42 € 2,32 (dd) 6,67 e 6,53
(ppm)
(m) 7,69 - 7,43 (m) 1,60 - 1,53 (d) 6,37 € 6,28
(m) 1,40 - 1,16 (d) 5,86 e 5,80
(m) 0,96 - 0,75

Foram também visualizados os desvios quimicos dos diferentes grupos presentes no grupo
amidas nas posicoes 3 e 8, nomeadamente os protdes dos anéis aromaticos do 1a, do grupo
acetilo do 1b,da cadeia alifatica do 1c e os protdes da cadeia vinilica do 1d, o que comprova

que o processo de acilacao ocorreu como esperado (Tabela 2).

Tabela 3. Relacao entre o comprimento de onda maximo e absorvancia dos espetros UV-Vis dos
diferentes compostos.

Amax (cm™) Absorvancia (nm) Cor
DAPP 418 0,467 Amarelo Torrado
1a-Dibenzamida 369 0,342 Laranja claro
1b- Diacetamida 364 0,125 Amarelo claro
1c-Dihexanamida 433 0,292 Amarelo
1d-Diacrilamida 435 0,357 Vermelho escuro

Adicionalmente, as diamidas derivadas do DAPP foram caracterizadas por espectroscopia de
UV-vis com A4 entre 364 e 435 (absorvancias 0,125-0,407) (Tabela 3). Pela analise dos dados
fornecidos pela tabela pode constatar-se uma relacao entre a cor e consequentemente o

c.d.o a que ocorre 0 maximo de absorcao.
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3.2 Métodos de Imobilizacao/Funcionalizacao

No presente estudo foram sintetizados sete criogéis por dois métodos de funcionalizacao
diferentes: método de pos-imobilizacao e o método de substituicdo de um dos monomeros da
matriz do criogel (Tabela 4). Foram também sintetizados os respetivos suportes de controlo
na auséncia de ligando. Para o método de pés-imobilizacdo, com o ligando DAPP foram
funcionalizadas trés concentracdes diferentes de DAPP (40, 10 e 5 mg/mL) e o respetivo
suporte de controlo [criogel poli(HEMA-GMA)]. Para o método de substituicio de um dos
monomeros da matriz foram sintetizados dois criogéis com diferentes proporcoes de HEMA
relativamente ao mondmero tosilato de 5-(pent-4-en-1-il)fenantridinio, nomeadamente 1:29 e

1:14, e o respetivo suporte de controlo (criogel HEMA).

Tabela 4. Tabela resumo dos criogéis sintetizados/funcionalizados.

Criogel Estrutura Concentracgao
(Criogel DAPP) Criogel Hye——c—o—cH,-cr,-on 40 mg/mL
poli(HEMA-GMA-DAPP) 1 ’
HaC— | —G—0—CH, CH-CH,N ,_\ NH, 10 mg/mL
(e] OH N
@
5 mg/mL
Criogel poli(HEMA-GMA) HyC— |—C—0—CH,—CH,—0H
(suporte de controlo) I
HaC— —ﬁ—O—CHZ—CH—CHz
o C|)H C|)H
(Criogel Fenantridina vinilica) PP | ‘ 1:29
Criogel poli(HEMA- tosilato de ICI) N
5-(pent-4-en-1-il) fenantridinio) HyC— —CHZ—CHQ—CHZ-CHZ—CHZ’Nl - 1:14
Tose O
(Criogel HEMA) Criogel
poli(HEMA) HyC— |—C—0—CH,—CH,—OH

3.2.1 Método de imobilizacao do DAPP

A imobilizacao do DAPP na matriz do criogel foi conseguida usando uma solucéao de HCl 1,7%.
As condicoes acidas usadas catalisam a ligacdo do DAPP ao criogel por protonacao do grupo
epoxido presente no criogel (Figura 12a), o que permite posteriormente a ligacdo da amina
hexociclica do DAPP.

Efetuaram-se espetros do IV para os criogéis obtidos com trés concentracoes diferentes de

DAPP usadas e respetivo suporte de controlo (Figura 12). A analise mais detalhada nao
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permitiu diferenciar os criogéis, nem distinguir as diferentes concentracdes de ligando usado.
Apenas é visivel um alargamento da banda aos ~2900 (vmax em cm') que se deve
provavelmente a presenca do nucleo aromatico do ligando. Este facto pode dever-se a
quantidade de ligando usado nao ser suficiente para ser visualizada, sendo assim mascarada

pelos grupos funcionais da matriz do criogel.

a)
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Figura 12. Espetro IV dos criogéis:

mg/mL; c) criogel DAPP 10 mg/mL;

a) criogel poli(HEMA-GMA) (Suporte de controlo); b) criogel DAPP 5
d) criogel DAPP 40 mg/mL.

3.2.2 Método de funcionalizacdo do tosilato de 5-(pent-4-en-1-

il)ffenantridinio (fenantridina vinilica)

0 método de ligacao da fenantridina vinilica ao criogel foi conseguido através da substituicao

do monémero GMA do polimero pelo tosilato de 5-(pent-4-en-1-il)fenantridinio, nao sendo

necessaria uma poés-modificacdo do ligando no criogel. Este método permite uma maior

quantidade de ligandos ligados a matriz comparativamente com a poés-modificacao com DAPP.

Neste caso, devido aos largos poros interconectados, existe uma dificuldade de internalizacao

da molécula, podendo haver uma maior ligacdo apenas a superficie (Gun’ko et al., 2013).
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Foram efetuados espetros de IV para as duas concentracées de fenantridina vinilica e do
respetivo suporte de controlo (figura 13). Uma vez mais apenas é visivel um alargamento da
banda aos ~2900 (vmax em cm™') que se deve a presenca do nlcleo aromatico do ligando. No
entanto, a analise detalhada ndo permite diferenciar as densidades de ligando, o que pode

dever-se a quantidade usada nao ser suficiente para provocar uma banda de intensidade
maior.

a)
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Figura 13. Espetros IV dos criogéis: a) criogel poli(HEMA) (suporte de controlo); b) criogel fenantridina
vinilica 1:29; c) criogel fenantridina vinilica 1:14.

3.2.2.1 Sintese do p-toluenosulfonato de pent-4-en-1-ilo

A sintese deste agente alquilante teve como objetivo o seu posterior uso na reacdo com
fenantridinas conferindo a estas Ultimas, a capacidade de serem copolimerizados com
monomeros vinilicos tipicamente usados na preparacao de criogéis. As grandes vantagens do
uso da cadeia pente-4-en-ilo ligado a fenantridina sdo, e como anteriormente ja referidas, o
de conferir ao ligando uma cadeia espacadora e simultaneamente a capacidade de

copolimerizar através do grupo vinilo.

A estrutura deste reagente foi devidamente caracterizada e confirmada por espectrometria
de 1THe 13C RMN e IV.

3.3 Caracterizacao dos suportes cromatograficos

3.3.1 SEM

Este estudo permitiu a caracterizacao da morfologia e percecdo da estrutura, assim como o
tamanho dos poros dos diferentes criogéis. Para tal foram efetuadas imagens de microscopia
eletrénica de varrimento (SEM) das diferentes concentracoes de DAPP e o respetivo branco,
assim como as diferentes concentracdes de fenantridina e o seu respetivo branco. Como se
pode constatar pelas imagens (Figuras, 14, 15 e 16), os criogéis sao estruturas macroporosas
com canais interconectados. Tanto os criogéis, como os ligandos imobilizados e os brancos,
nao apresentam deformacdes na sua morfologia, contendo todos eles poros que vao entre os

10 um e os 100 pm, tal como descrito na literatura (Lozinsky et al., 2003).
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Figura 14. Imagens SEM com ampliacao 70 e 400x: a) criogel DAPP 40 mg/mL; b) criogel DAPP 10 mg/mL;
c) criogel DAPP 5mg/mL.

a)

Figura 15. Imagens SEM com ampliacao 70 e 400x: a) criogel poli(HEMA-GMA) (suporte de controlo); b)
criogel poli(HEMA) (suporte de controlo).

43



Figura 16. Imagens SEM com ampliacdo 70 e 400x: a) criogel fenantridina vinilica 1:14; b) criogel
fenantridina vinilica 1:29.

3.3.2 Capacidade de re-hidratacao por “Swelling degree”

A capacidade de re-hidratacao foi calculada pela equacao 1 registando-se os valores descritos
na Tabela 5. O criogel poli (HEMA-fenantridina vinilica) ndo apresenta grau de re-hidratacao.
Este facto mostra que a incorporacao da molécula de fenantridina vinilica nas concentragées
usadas, na estrutura do criogel altera a sua capacidade de hidratacao. Relativamente aos
criogéis DAPP e HEMA, estes apresentam capacidade de re-hidratacao traduzida por um grau
de porosidade de 6,96 e 6,80 g H,0/g criogel, respetivamente. O grau de porosidade do
criogel HEMA esta de acordo com os valores descritos na literatura (Uygun et al., 2013). No
caso do criogel DAPP, pode concluir-se que a introducao da molécula de DAPP na estrutura do

criogel nao alterou a capacidade de re-hidratacao.

Tabela 5. Capacidade de re-hidratacao do criogel DAPP e HEMA.

Criogel DAPP Criogel Fenantridina Criogel HEMA
vinilica
Grau de re-hidratacao 6,96 N&o contém 6,80

(g H,0/g criogel )




3.3.3 Analise elementar

A técnica de analise elementar (AE) baseia-se na quantificacdo dos atomos de azoto, carbono,
hidrogénio e enxofre ou bromo presentes na constituicdo quimica dos compostos. Uma vez
que os criogéis nao imobilizados ndao contém azoto na sua estrutura, sera possivel calcular a
quantidade de azoto e assim a quantidade de ligando imobilizado presente e,
consequentemente, a quantidade de ligando ligado ao criogel e a sua densidade, de acordo

com a seguinte equacao (adaptado de Caramelo-Nunes et al.,2012a).

Criogel) 2)

Tabela 6. Analise elementar dos criogéis DAPP 40, 10 e 5 mg/mL.

DAPP 40 mg/mL (3 DAPP 10 mg/mL (3 DAPP 5 mg/mL (3 azotos
azotos - MW 285,34 azotos - MW 285,34 - MW 285,34 g/mol)
g/mol) g/mol)
%N Q %N Q %N Q
3,38 0,80 2,83 0,67 2,82 0,67
3,41 0,81 2,84 0,68 2,80 0,67
Média 0,805 0,675 0,67
mg (ligando 229,7 192,6 191,2

imobilizado)
por g de criogel

Pela analise da Tabela 6, os resultados mostram que tanto o criogel DAPP 10 mg/mL, como o
5 mg/mL ligaram praticamente a mesma quantidade de DAPP, sendo a densidade de ligando
presente de cerca de 0,675 mmol de DAPP/ g de criogel. A densidade de ligando do criogel 40
mg/mL é relativamente superior. De acordo com a literatura e estudos anteriormente
realizados por Caramelo-Nunes et al., 2013 foi obtida uma densidade de 0,15 mmol DAPP/g
de Sepharose derivatizada (42,8 mg DAPP/g de Sepharose derivatizada), o que é bastante
inferior as densidades usadas, nomeadamente 0,805, 0,675 e 0,67 mmol de DAPP/ g de
criogel. A baixa densidade de ligando podera ser favoravel na ligacdo do pDNA, uma vez que
elevadas densidades nem sempre sao a melhor op¢ao para conseguir uma maior seletividade.
De facto, a camada densa de ligandos imobilizados pode impedir o acesso do ligando aos
locais de ligacao do pDNA e, consequentemente, impedir o seu reconhecimento entre elas,
levando a uma fraca retencao. Este facto foi constatado e sera novamente discutido nos

estudos de afinidade (Silva et al., 2010).
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Tabela 7. Analise elementar dos criogéis fenantridina vinilica 1:14 e 1:2.

Fenantridina vinilica 1:14 (1 azotos Fenantridina vinilica 1:29 (1 azotos -

- MW 181,23 g/mol) MW 181,23 g/mol)
%N Q %N Q
1,28 0,91 1,42 1,01
1,26 0,9 1,44 1,03
Média 0,905 1,02
mg (ligando 164,01 184,85

imobilizado )
por g de criogel

No caso dos criogéis derivados da fenantridina vinilica foi usada a mesma equacéo no calculo
das densidades, contabilizando apenas um atomo de azoto por molécula. A densidade
constatada foi bastante elevada comparada com as densidades do DAPP, pois o método de
imobilizacao do ligando foi diferente. A molécula de fenantridina modificada foi usada como
monomero e polimerizada juntamente com o HEMA na derivatizacdo do criogel. Como
referido anteriormente, este tipo de imobilizacdo pode ser até dez vezes superior comparado

com a pos-modificacdo (Gun’ko et al., 2013).

3.4 Estudos de cromatografia de afinidade por fluxo de

gravidade

Os ensaios cromatograficos de afinidade foram sempre acompanhados com o respetivo
suporte de controlo (criogel poli(HEMA-GMA) na auséncia de DAPP e o criogel poli(HEMA) na
auséncia de fenantridina vinilica. O estudo das interacdes da afinidade foi realizado através
de ensaios cromatograficos em colunas de polipropileno econo-pac da Bio-rad e empacotadas
com cada suporte, tendo como objetivo verificar a existéncia de interacoes entre o plasmideo
pVAX1-LacZ e o DAPP e a fenantridina vinilica imobilizada numa matriz polimérica de criogel.
As interacdes predominantes esperadas sao as ionicas devido a estrutura cationica do ligando.
Os cromatogramas foram construidos a partir dos valores de densidade dtica em cada fracao a
um comprimento de onda (c.d.o) de 260 nm. O plasmideo usado foi escolhido devido a
estudos recentes de interacdo entre o pVAX1-LacZ e a molécula de DAPP (Caramelo-Nunes, et
al., 2013b).
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3.4.1 Ensaios cromatograficos com criogel DAPP

Para os ensaios de cromatografia de afinidade por fluxo de gravidade com o criogel DAPP,
foram usadas trés concentracdes distintas de DAPP (40, 10 e 5 mg/mL). A coluna com o
criogel foi equilibrada com tampao acetato de sédio 10 mM pH 5,0 e foram injetadas

diferentes quantidades de pVAX1-LacZ, seguindo-se os passos de eluicao descritos no ponto

2.3.7.11
3.4.1.1 DAPP 40 mg/mL

Como se pode verificar pelos cromatogramas da figura 17, nao se estabeleceu uma interacao
suficientemente forte entre o plasmideo e o DAPP de densidade 40 mg/mL, nao se obtendo
um pico visivel de retencdo. Este facto pode ser explicado pela alta densidade de moléculas

de DAPP no criogel impedindo assim a ligacdo ao plasmideo.

Ensaio 1- DAPP 40 mg/ml

0,245 1,15
- 0,195 oo 0,95
E g
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‘e 0,195 Tt T T T 0,95 =
E : 0,75 =
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Ensaio 3- DAPP 40 mg/ml
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Figura 17. Perfis cromatograficos obtidos nos ensaios 1,2,e,3 com o suporte criogel DAPP 40 mg/mL.
Injecdo de 20 pL de pDNA (1120 pg/mL) utilizando para o passo de ligacao a solucao tampao de acetato
de sodio 10 mM pH 5,0 e para o passo de eluicao a solucdo tampao de NaCl 1 M em acetato de sdodio 10
mM pH 5,0 (representado pela linha a tracejado).

3.4.1.2 DAPP 10 mg/mL

Por analise dos cromatogramas obtidos (Figura 18), ndo se estabeleceu uma interacéo
suficientemente forte entre o plasmideo e o DAPP, tanto com uma concentracdo mais baixa
(ensaio 1), como em concentracdes mais elevadas como se pode verifcar pelo ensaio 2 com 25
pl a 2347,5 pg/mL (Figura 18). O criogel DAPP nao conseguiu reter a totalidade do plasmideo
sendo parte dele eluido logo no inicio. Este facto pode ser explicado, presumindo que 10
mg/mL é uma densidade de ligando ainda demasiado elevada, impedindo a ligacdo do

plasmideo ao DAPP.

Ensaio 1 - DAPP 10 mg/ml

0,3 - - 0,7
0,25 1 e e — r 0.6
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Ensaio 2 - DAPP 10 mg/ml
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Figura 18. Perfis cromatograficos obtidos nos ensaios 1 e 2 com o suporte criogel DAPP 10 mg/mL.
Injecdo de 50 pL de pDNA (447,5 pg/mL) e 25 pL de pDNA (2347,5 pg/mL), respetivamente nos ensaios 1
e 2. Utilizando para o passo de ligacdo a solucdao tampao de acetato de sodio 10 mM pH 5,0 e para o
passo de eluicao a solucdao tampao de NaCl 1 M em acetato de sédio 10 mM pH 5,0 (representado pela
linha a tracejado).

3.4.1.3 DAPP 5mg/mL

Pela analise dos cromatogramas da Figura 19, pode constatar-se que foi estabelecida uma
interacao suficientemente forte entre o plasmideo e o DAPP, resultando assim num perfil de
retencao. Aumentando a quantidade de pDNA injetado, o criogel continua a ter capacidade
de retencao, sendo a quantidade nao ligada com tampao sem NaCl pouco significativa, o que
indica que tem efetivamente uma boa capacidade de retencao comparativamente com os

criogéis DAPP de concentracoes de 40 e 10 mg/mL.

Ensaio 1 - DAPP 5 mg/ml
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Ensaio 2 - DAPP 5 mg/ml
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Figura 19. Perfis cromatograficos obtidos nos ensaios 1,2 e 3 com o suporte criogel DAPP 5 mg/mL.
Injecao de 20, 30 e 40 pL de pDNA (1120 pg/mL) respetivamente utilizando para o passo de ligacao a
solucdo tampao de acetato de sédio 10 mM pH 5,0 e para o passo de eluicdo a solucdo tampéo de NaCl 1
M em acetato de sddio 10 mM pH 5,0 (representado pela linha a tracejado).

O criogel DAPP 5 mg/mL como tem uma densidade de ligando mais baixa, ja ndo se encontra
estruturalmente impedido, sendo possivel ocorrer uma interacao entre o ligando e a matriz.
Esta interacdo pode ser o resultado nao sé da ligacdo entre o grupo carregado positivamente
de 5-amina e os grupos fostafo carregados negativamente do plasmideo, mas também de
pontes de hidrogénio entre as bases azotadas e o anel aromatico do DAPP, assim também

como intera¢des m-1 (Sousa et al., 2011).

Ao longo destes ensaios, pode concluir-se que concentracoes mais baixas de DAPP no criogel
melhoram a retencdo do plasmideo. Estes resultados estdo de acordo com estudos realizados
com o mesmo ligando, DAPP, imobilizado numa matriz de Sepharose em que a densidade de

ligando ideal era 0,015 mmol de DAPP/ g de Sepharose derivatizada (Caramelo-Nunes et al.,

2013a).
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3.4.2 Ensaios cromatograficos com o criogel poli(HEMA-GMA) (suporte de

controlo)

Para os ensaios cromatograficos de afinidade por fluxo de gravidade com o criogel de suporte
poli(HEMA-GMA), o criogel foi equilibrado com tampao acetato 10 mM a pH 5,0, sendo
injetadas diferentes concentracdes de pVAX1-LacZ nos suportes e seguindo os passos descritos

no ponto 2.3.7.1.1.

Criogel poli (HEMA-GMA)

0,9 |
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Figura 20. Perfil cromatografico obtido com o suporte criogel poli (HEMA-GMA). Injecdo de 50 pL de
pDNA (1120 pg/mL) utilizando para o passo de ligacao a solucao tampao de acetato de sodio 10 mM pH
5,0 e para o passo de eluicao a solucao tampao de NaCl 1 M em acetato de sédio 10 mM pH 5,0
(representado pela linha a tracejado).

Como se pode verificar pela cromatograma da Figura 20, o suporte de controlo (sem ligandos)
nao promoveu qualquer retencao do pDNA, o que comprova a especificiade do ligando
estudado, o DAPP, para o pDNA, sendo as interacoes estabelecidas unicamente por parte do

ligando e n&o pela matriz cromatografica.
3.4.3 Ensaios cromatograficos com o criogel fenantridina vinilica

Para os ensaios cromatograficos de afinidade por fluxo de gravidade utilizou-se como ligando,
a fenantridina vinilica, usada como monomero vinilico e polimerizada juntamente com o
HEMA. Na sintese do criogel foram usadas duas concentracdes diferentes de fenantridina
vinilica 1:29 (mmolar), 1:14 (mmolar). Para os ensaios o criogel foi equilibrado com tampao
acetato 10 mM a pH 5,0, sendo injetadas diferentes concentracdes de pVAX1-LacZ nos

suportes e seguindo os passos descritos no ponto 2.3.7.1.1.
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3.4.3.1 Criogel fenantridina vinilica 1:29

Pela analise dos cromatogramas, verifica-se que para diferentes quantidades de pDNA
estabeleceu-se uma interacao especifica entre a fenantridina vinilica e o pDNA, resultando na
retencao do mesmo (Figura 21). A injecao de 20 pl de amostra (ensaio 1) houve retencao total
de pDNA na auséncia de sal. A medida que se aumentam a quantidade de pDNA injetado
registou-se uma maior retencdo, no entanto sdo visualizadas perdas de pDNA na auséncia de

sal, o que indica que se ultrapassou a capacidade de ligacdo do suporte cromatografico.

Ensaio 1 - Fenantridina vinilica 1:29
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Figura 21. Perfis cromatograficos obtidos nos ensaios 1,2 e 3 com o suporte criogel Fenantridina vinilica
1:29. Injecao de 20, 30 e 50 pL de pDNA (1120 pg/mL) respetivamente utilizando para o passo de ligacao
a solucao tampao de acetato de sédio 10 mM pH 5,0 e para o passo de eluicao a solucao tampao de NaCl
1 M em acetato de sodio 10 mM pH 5,0 (representado pela linha a tracejado).
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3.4.3.2 Criogel fenantridina vinilica 1:14

Como se pode verificar pelo perfil cromatografico do criogel fenantridina vinilica na
concentracao 1:14 (Figura 22) e comparando com o perfil obtido na concentracao 1:29 (Figura

21) nao se observou uma interacao tao forte, resultando numa menor retencao do plasmideo.

Ensaio 1- Fenantridina vinilica 1:14
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Figura 22. Perfis cromatograficos obtidos nos ensaios 1 e 2 com o suporte criogel Fenantridina vinilica
1:14. Injecdo de 20 pL de pDNA (1120 pg/mL) utilizando para o passo de ligacao a solucao tampao de
acetato de sodio 10 mM pH 5,0 e para o passo de eluicao a solucao tampao de NaCl 1 M em acetato de
sodio 10 mM pH 5,0 (representado pela linha a tracejado).

Este facto leva a concluir que quanto maior a densidade do monémero HEMA menor é a
retencao, ou seja, a presenca de uma concentracao elevada de fenantridina vinilica impede o
estabelecimento das interacdées com o plasmideo. Isto que indica que na concentracdo 1:14 a
molécula responsavel pelo perfil de retencao seria o HEMA e nédo a fenantridina. Tal facto foi

confirmado posteriormente com o suporte de controlo, poli(HEMA).
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3.4.4 Ensaios cromatograficos com o criogel poli(HEMA) (suporte de

controlo)

Contrariamente ao esperado o HEMA interagiu com o pDNA havendo retencao do plasmideo
apenas com tampao sem sal (Figura 23).Tendo em conta que o criogel poli(HEMA) é um
suporte de controlo, nao deveria estabelecer qualquer interacao com o pDNA. Este
comportamento indica que a molécula responsavel pela ligacdo do pDNA nas fenantridinas
vinilicas sera efetivamente o HEMA e ndo a fenantridina. Comparativamente com os perfis
cromatograficos do DAPP, o HEMA tem maior capacidade de retencao, obtendo picos maiores

e mais intensos e sem perdas significativas de pDNA.
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Figura 23. Perfis cromatograficos obtidos nos ensaios 1,2 e 3 com o suporte criogel poli(HEMA). Injecao
de 50, 75 e 80 pL de pDNA (1120 pg/mL), respetivamente utilizando para o passo de ligacao a solucao
tampao de acetato de sodio 10 mM pH 5,0 e para o passo de eluicdo a solucao tampao de NaCl 1 M em
acetato de sodio 10 mM pH 5,0 (representado pela linha a tracejado).
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3.5. Ensaios cromatograficos no sistema FPLC

Como o criogel DAPP 5 mg/mL e o criogel poli(HEMA) foram os que apresentaram melhores
capacidades de retencao do pDNA, foram utilizados nos ensaios cromatograficos num sistema
de FPLC de modo a avaliar a sua especificidade para as diferentes isoformas do plasmideo
pVAX1-LacZ.

3.5.1 Separacao das isoformas superenrolada e circular aberta do pVAX1-
LacZ

Os ensaios cromatograficos realizados por FPLC usaram como amostra uma solucdo de pDNA
pré-purificada com o kit “Qiagen plasmid midi kit” com o objetivo de verificar a seletividade
dos criogéis para as isoformas sc e oc. Para os ensaios de FPLC foram seguidos os passos

descritos no ponto 2.3.7.1.2.

3.5.1.1 Criogel DAPP 5mg/mL

Como se pode observar pelo cromatograma da Figura 24, houve quase total retencao do pDNA
sem a presenca de sal, tendo sido eluidos dois picos de intensidades diferentes, que
correspondem as diferentes isoformas. A eluicdo do primeiro pico foi conseguida com a
presenca de NaCl a 0,22 M e como se pode verificar pela eletroforese, contém apenas a
isoforma oc. No entanto, esta banda apresenta uma intensidade bastante maior
comparativamente a amostra inicial, o que podera ser devido a uma maior concentracao nos
concentradores ou a conversdo da isoforma sc para oc. A eluicdo do segundo pico foi
conseguida com o aumento da concentracao de NaCl para 0,55 M e como se pode visualizar
pela eletroforese, nao se conseguiu separar totalmente ambas as isoformas. Este pico contém

nao s6 uma banda de isoforma sc de pDNA como também a isoforma oc.

55



Ensaio FPLC-Criogel DAPP 5 mg/ml

7,995 0,9
6,995 -
£ 5995 - F 07
S 4,905 =
2 05 S
& 3,95 - 5 =
22,995 - F03 =
< 4,995 - o1
0,995 /\\ !
0,005 -0,1
-4 1 & 11 16 21 6 31

Volume (mL)

Figura 24. Perfil cromatografico obtido com o suporte criogel DAPP 5mg/mL. a) Injecdo de 25 pL de
pDNA (600 pg/mL) utilizando para o passo de ligacdo a solucdo tampao de acetato de sédio 10 mM pH
5,0, para o primeiro passo de eluicao solucao tampao de NaCl 0,22 M em acetato de sddio 10 mM pH 5,0
e para o segundo passo de eluicdo solucao tampao de NaCl 0,55 M em acetato de sédio 10 mM pH 5,0
(representado pela linha a tracejado); b) eletroforese de agarose das fracdes recolhidas.

Apos varias tentativas de otimizacdo dos passos de eluicdo nao se conseguiu obter a separacao
total de ambas as isoformas, no entanto é de notar que o suporte criogel DAPP 5 mg/mL
apresenta seletividade para as isoformas, uma vez que a isoforma sc é eluida apenas no pico
2, apesar de conter também uma pequena quantidade da isoforma oc. Este comportamento
pode indicar a presenca de uma forte interacdo dos grupos fosfato da molécula de pDNA com
o grupo amina do DAPP (Sousa et al., 2008). Analogamente em estudos anteriores com o DAPP
imobilizado numa matriz de Sepharose e usando as mesmas condicoes de ligacao e de eluicao,
o pDNA foi retido na auséncia de sal e eluidas as isoformas oc e sc a 0,22 M e 0,55 M,
respetivamente (Caramelo-Nunes et al., 2013b). No entanto, no presente estudo a separacao
nao foi conseguida totalmente ao contrario do descrito por Caramelo-Nunes e colaboradores.
Estes resultados podem indicar que os grupos OH do suporte do criogel poderao estar a
interagir com a molécula de pDNA, mascarando assim as interacdes estabelecidas com a

molécula de DAPP.

Para tentar perceber melhor a seletividade do criogel DAPP 5mg/mL e o seu potencial de
purificacdo foram realizados ensaios usando uma amostra mais complexa, um lisado
clarificado de pVAX1-LacZ.
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3.5.1.2 Criogel poli(HEMA)

Como pode observar-se pelo cromatograma da Figura 25, tal como o criogel DAPP 5 mg/mL, o
criogel HEMA ligou o pDNA na auséncia de sal, sendo o plasmideo eluido na forma de dois
picos de intensidades semelhantes, o que corresponde as diferentes isoformas. A eluicdo da
isoforma oc no primeiro pico foi conseguida com tampao acetato na presenca de sal numa
concentracao de 0,249 M NaCl, como se pode verificar pela eletroforese realizada (Figura 25
b). A eluicao da isoforma sc no segundo pico foi conseguida com o aumento da concentracao
de NaCl para 0,40 M. A respetiva eletroforese (Figura 25 b) mostra a presenca de uma grande

quantidade da isoforma sc e uma banda vestigial correspondendo a isoforma oc.
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Figura 25. Perfil cromatografico obtido com o suporte criogel poli(HEMA): a) Injecdo de 25 pL de pDNA
(600 pg/mL) utilizando para o passo de ligacao a solugao tampao de acetato de sodio 10 mM pH 5,0,
para o primeiro passo de eluicao solucao tampao de NaCl 0,249 M em acetato de sédio 10 mM pH 5,0 e
para o segundo passo de eluicao solugcao tampao de NaCl 0,40M em acetato de sodio 10 mM pH 5,0
(representado pela linha a tracejado); b) eletroforese de agarose das fracées recolhidas.

Este resultado indica que o criogel HEMA apresenta seletividade para as isoformas consoante
a concentracao de sal usada. Como referido anteriormente no ponto 3.4.4., nao era esperada
a ocorréncia de retencdo de pDNA com este suporte, nem a seletividade do HEMA para
separar as isoformas do pDNA, uma vez que este suporte era de controlo. A ligacao do pDNA
provavelmente deve-se a outro tipo de interagbes para além das ionicas prevalentes no
ligando DAPP e na fenantridina vinilica. E de realcar que as interacdes de afinidade envolvem
diferentes tipos de interacdes para além das eletrostaticas, nomeadamente interacoes
hidrofdbicas, pontes de hidrogénio, interacdes m-m e interacées Van der Waals. Neste caso
especifico, e tendo em conta a estrutura quimica do monémero HEMA, as ligacdes prevalentes
entre o suporte e o pDNA serdo maioritariamente por pontes de hidrogénio e por interacoes

hidrofobicas.
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Antes de se poder concluir sobre a eficiéncia deste suporte foi usada uma amostra mais
complexa de modo a verificar se estabeleceriam diferentes interacdes entre as moléculas de
RNA e DNA. Para tal foi usada uma amostra de lisado clarificado de pVAX1-LacZ (6,05kpb).

3.5.2. Separacao das isoformas superenrolada e circular aberta do lisado

clarificado

Para os ensaios cromatograficos por FPLC com lisado clarificado foram seguidos os passos

descritos no ponto 2.3.7.2.

3.5.2.1 Criogel DAPP 5 mg/mL

De acordo com os resultados obtidos anteriormente, verificou-se que o DAPP imobilizado no
criogel reconhece especificamente a isoforma sc do pDNA, apesar de nas condicdes usadas
haver ainda algum arrastamento de isoforma oc. Deste modo, testou-se a separacao da
isoforma sc do pDNA das impurezas presentes numa amostra mais complexa de lisado
clarificado de E.coli (RNA, gDNA, endotoxinas e proteinas). Apods varias tentativas de
separacao/otimizacao, o criogel foi equilibrado com tampdo acetato 10 mM pH 5,0 a
temperatura ambiente e com um fluxo de 1 mL/min. Foram usados 2 passos de eluicao com a
presenca de sal, sendo o primeiro passo com uma concentracao de 0,22 M de NaCl em tampao
acetato 10 mM pH 5,0, e o segundo com uma concentracao de 0,55 M de NaCl no mesmo
tampao. Apos a aplicacdo destas condicdes, foi obtido o seguinte cromatograma e a respetiva

eletroforese (Figura 26).
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Figura 26. Perfil cromatografico obtido com o suporte criogel DAPP 5 mg/mL com lisado clarificado. a)
Injecao de 25 pl de pDNA (600 pg/mL) utilizando para o passo de ligacao a solucao tampao de acetato
de sodio 10 mM pH 5,0, para o primeiro passo de eluicao solucao tampao de NaCl 0,22 M em acetato de
sodio 10 mM pH 5,0 e para o segundo passo de eluicao solucao tampao de NaCl 0,55 M em acetato de
sodio 10 mM pH 5,0 (representado pela linha a tracejado); b) eletroforese de agarose das fracdes
recolhidas.

Os resultados mostram que nas condicOes testadas houve uma separacao seletiva do RNA no

pico 1, apesar de se observar uma quantidade residual deste acido nucleico no pico 2. Este
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resultado indica que é necessaria uma maior otimizacao das condicdes usadas de modo a

separar totalmente o RNA do pDNA.
3.5.2.1 Criogel poli(HEMA)

Como observado anteriormente, o criogel HEMA reconhece especificamente a isoforma sc do
pDNA, separando-a da isoforma oc. Assim, resolveu testar-se a separacao de isoforma sc do
pDNA das impurezas presentes numa amostra mais complexa de lisado clarificado de E.coli
(RNA, ¢DNA, endotoxinas e proteinas). Desta forma, apo6s varias tentativas de
separacao/otimizacdo, o criogel foi equilibrado com tampdo acetato 10 mM pH 5,0 a
temperatura ambiente e com um fluxo de 1 mL/min. Foram usados dois passos de eluicao na
presenca de NaCl, sendo o primeiro com a concentracao de NaCl 0,22 M em tampao acetato
10 mM pH 5,0 e o segundo passo com um aumento de sal para 0,55 M de NaCl no mesmo
tamp&o. Apos a aplicacdo destas condicoes foi obtido o seguinte cromatograma e a respetiva

eletroforese (Figura 27).
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Figura 27. Perfil cromatografico o suporte criogel poli(HEMA) com lisado clarificado: a) Injecao de 25 pL
de pDNA (600 pg/mL) utilizando para o passo de ligacao a solucao tampao de acetato de soédio 10 mM pH
5,0, para o primeiro passo de eluicao solucao tampao de NaCl 0,22M em acetato de sédio 10 mM pH 5,0
e para o segundo passo de eluicdo solucdo tampao de NaCl 0,55M em acetato de sodio 10 mM pH 5,0
(representado pela linha a tracejado); b) eletroforese de agarose das fracoes recolhidas.

O cromatograma mostra a presenca de dois picos com tempos de retencdo diferentes, que
correspondem respetivamente ao RNA e as duas isoformas do pDNA, como se pode observar
na eletroforese (Figura 27b). Apesar de nestas condicoes ndo ter sido possivel separar as
diferentes isoformas, houve uma separacao seletiva do RNA e pDNA, apesar de uma pequena
contaminacao de RNA no pico 2. Contudo, o suporte conseguiu separar praticamente todo o
pDNA, com uma recuperacao de mais de 90% em relacao ao pico 1. Mais uma vez, conclui-se
que o suporte mostra especificidade para os diferentes acidos nucleicos, havendo no entanto

necessidade de uma melhor otimizacao das condicdes cromatograficas.

59



3.6 Avaliacdao da qualidade do DNA plasmidico purificado com o
criogel poli(HEMA)

A libertacdo de endotoxinas para o meio é um problema recorrente quando a E.coli é usada
como organismo de producdo, sendo de dificil remocdo nos passos de purificacao
subsequentes. (Mattiasson et al., 2009). O Limulus amebocyte lysate (LAL) é usado como
ligando num ensaio de elevada sensibilidade e especificidade na quantificacdo de endotoxinas
(Mattiasson et al., 2009). Além da presenca das endotoxinas & necessario quantificar as
proteinas pelo método de BCA, no qual é estimada a concentracao de proteinas nas amostras.
A presenca de proteinas na solucéo final de pDNA pode levar a uma resposta imune e reacoes
de hipersensibilidade, devido a producdo de citocinas, hormonas e/ou anticorpos (Ferreira,
2005).

A qualidade do pDNA, assim como a qualidade da fracao de sc de pNA foi determinada por

quantificacdo de proteinas (método BCA) e de endotoxinas presentes nas amostras (Tabela 8).

Tabela 8. Avaliacao da qualidade do plasmideo.

Amostra inicial Fracdo sc do pDNA
pDNA (pg/mL) 680 11,5
Proteinas (ug/mL) Indetetavel Indetetavel
Endooxinas (EU/mL) 0,99 0,94

Os resultados do método de BCA indicam que tanto a amostra inicial como a fracdo de sc de
pDNA apresentam valores indetetaveis de proteinas, ou seja, o valor esta a baixo do limite
exigido pela FDA (<1%). Este facto pode dever-se a presenca de um passo de clarificacdo com
sulfato de amdnio apds a lise que levou a precipitacdo das proteinas contaminantes. Quanto a
presenca de endotoxinas, a amostra inicial ndo contém valores elevados de endotoxinas, ndo
se notando assim, uma reducao significativa tendo sido apenas reduzida de 0,99 para 0,94
EU/mL, o que se encontra nos limites requeridos pela FDA (40 EU/mg pDNA). Estes resultados
mostram que o processo cromatografico em estudo, apesar de ainda nao estar otimizado, é
um potencial processo de purificacdo, separando a isoforma sc do pDNA com valores
indetetaveis de proteinas e valores reduzidos de endotoxinas, assim requeridos pelas agéncias

reguladoras, tais como a FDA.
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Capitulo 4

Conclusdes e perspetivas futuras

O rapido desenvolvimento de novas tecnologias e terapias, tais como vacinas de DNA e a
terapia génica, levou a uma procura e desenvolvimento de novos processos de purificacao de
DNA plasmidico. Devido a alta viscosidade provocada pelo elevado peso molecular, os poros
pequenos dos suportes cromatograficas convencionais ndo permitem a adsorcao de moléculas
de elevado tamanho. Para tal foram desenvolvidos criogéis como novos suportes

cromatograficos altamente porosos capazes de ultrapassar este obstaculo.

O objetivo deste estudo foi o desenvolvimento de novos criogéis capazes de separar as
diferentes isoformas de pDNA, tanto numa solucao de lisado clarificado como numa amostra

concentrada de pDNA.

Inicialmente foi feito um primeiro passo de sintese quimica com o intuito de introduzir
diferentes grupos funcionais no DAPP substituindo o seu grupo amina por grupos amida
portadores de diferentes substituintes capazes de atuarem como ligandos especificos e terem
a capacidade de reter e separar as isoformas do pDNA. Este objetivo nao foi finalizado, uma
vez que nado foi possivel introduzir o braco espacador de funcéo vinilica no DAPP e nos seus
derivados aminados e, como tal, nao puderem ser alvo de copolimerizacao com formacao de
criogéis para aplicacdo em cromatografia de afinidade. Alternativamente foram usados dois
métodos de imobilizacdo do ligando ao criogel, o método de pods-imobilizacdo e o de
substituicdo de um dos mondémeros da matriz do criogel pelo ligando especifico. Na pos-
imobilizacao, utilizou-se a molécula de DAPP como ligando devido a presenca de dois grupos
amina que fariam a ligacao ao criogel e a presenca de um azoto carregado positivamente que
faria a ligacdo com o pDNA. Na substituicio do monomero da matriz pelo ligando, foi
sintetizado o composto p-toluenosulfonato de pent-4-en-1-ilo atuando como braco espacador
e elo de ligacao ao criogel. Para cada método de funcionalizacdo foram produzidos criogéis
com varias densidades de ligando. Os varios suportes foram devidamente caracterizados por

SEM, IV e RMN e analise elementar.

Estes suportes foram testados em estudos, nos quais foi avaliada a capacidade de retencao do
pDNA pelos criogéis. No caso do criogel DAPP as concentracdes 10 e 40 mg/mL mostraram ser
demasiado elevadas, bloqueando assim o acesso do pDNA a molécula de DAPP e nao se
observando um perfil de retencao. Pelo contrario o criogel DAPP 5mg/mL mostrou capacidade
de retencao do pDNA, promovendo também a separacdo especifica da isoforma oc da
isoforma sc, apesar de as condicdes cromatograficas terem ainda de ser otimizadas. No caso

da fenantridina vinilica concluiu-se que a matriz HEMA do criogel estabelece interacdées com o
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pDNA, mascarando assim as possiveis interacoes estabelecidas pela fenantridina vinilica.
Assim, foram efetuados estudos de retencao com o criogel poli(HEMA) (branco) verificando-se

que estabelece interacées com o pDNA, retendo-o com elevada capacidade.

Para avaliar a capacidade dos criogéis para purificar a isoforma sc a partir de misturas mais
complexas foram efetuados estudos cromatograficos por FPLC. A separacao das isoformas foi
otimizada e realizada nas mesmas condicoes dos ensaios de retencao, verificando-se que
tanto o criogel DAPP, como o poli(HEMA) apresentam alguma seletividade para separar o
pDNA do RNA, apesar de se verificar sempre alguma contaminacao de RNA na fracao de pDNA.
Por outro lado, verificou-se que o criogel poli(HEMA) ndao conseguiu separar ambas as
isoformas na mistura clarificada de lisado, ao contrario do observado quando se usou apenas

uma amostra de pDNA sem contaminantes.

Os resultados deste trabalho mostram que os criogéis estudados apresentam um grande
potencial para serem aplicados na purificacao de pDNA, apesar de nao terem sido ainda
totalmente otimizadas as condicdes cromatograficas que permitem a obtencao de pDNA com
o grau de pureza que respeite os valores estabelecidos pelas agéncias reguladoras dos

produtos para uso terapéutico.

No seguimento deste trabalho e como perspetivas futuras sao de seguida propostas algumas

linhas de investigacao, nomeadamente:

- Otimizacao das condicdoes cromatograficas dos criogéis HEMA e DAPP que mostraram ser

promissores em termos de seletividade e especificidade nos processos de separacao de pDNA;

- Desenvolvimento de novos reagentes alquilantes capazes de introduzirem simultaneamente
um braco espacador adequado e a funcao vinilica em derivados da fenantridina, incluindo os
3,8-diaminas tornando estes ligandos capazes de copolimerizarem originando criogéis em que
o ligando se encontra adequadamente separado da matriz. Alternativamente, poder-se-ao
utilizar os reagentes alquilantes aqui estudados, ou analogos, apos reducdo da insaturagao

C=N da fenantridina cuja amina resultante sera mais reativa.

- Uso de concentracées mais baixas de mondmeros vinilicos derivados de fenantridinas na
colimerizacdo com HEMA, de forma a originar criogeis com propriedades mecanicas e grau de
“swelling” adequadas, ao mesmo tempo com quantidades de ligando nao muito elevadas
potenciadores de afinidades nao desfavorecidas por impedimento estéreo, mais adequadas a

uma processo de cromatografia.

- Realizacdo adicional de estudos de toxicidade dos derivados da fenantridina e seus criogéis
tendo em conta a similaridade estrutural com o bem conhecido e estudado mutagénico

brometo de etidio.
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