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Resumo

A descoberta da mauveina por Perkin em 1856 marcou a industria de sintese de
corantes. Desde entdo, as cianinas tém vindo a ser sintetizadas com diversos fins, devido as
caracteristicas especiais que estas apresentam. Estas caracteristicas passam pela elevada
eficiéncia de fluorescéncia e coeficiente de extincdo molar; a larga escala de comprimento
de onda (c.d.o.) de absorcdo maxima; a facilidade em realizar a sua sintese; e a sua
estabilidade relativamente elevada. Com aplicacbes em areas como a biomédica e a
fotodinamica (entre outras), notou-se que a aplicacdo de cianinas enquanto ligandos em
cromatografia de afinidade € na actualidade um processo pouco explorado.

A presente dissertacdo de mestrado, intitulada Sintese de Cianinas para Aplicacédo
como Ligandos em Cromatografia de Afinidade, pretende verificar as interaccoes
estabelecidas entre as indocarbocianinas sintetizadas e proteinas padrdao na técnica de
cromatografia de afinidade. Numa primeira fase realizou-se a sintese de trés
indocarbocianinas, na qual se realiza a introducdo de grupos no azoto do nlcleo base do
indole presente em ambos os terminais das cianinas. Posteriormente, apds caracterizacao dos
compostos, realizou-se a imobilizacdo das indocarbocianinas numa matriz polimérica, a
celulose, realizando-se o estudo da interaccao, de proteinas padrdo, por cromatografia de
afinidade. A técnica utilizada pretende verificar as interaccbes estabelecidas entre as
indocarbocianinas como ligandos cationicos, e proteinas padrao, lisozima, albumina sérica
bovina (BSA) e a-quimotripsina, em diferentes condicdes (ionicas, pH e hidrofdbicas), com o
objectivo de separar as proteinas em diferentes condicées de eluicéo.

Neste trabalho serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos na sintese das
indocarbocianinas bem como o seu comportamento como ligandos em cromatografia de

afinidade.
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Abstract

Perkin's mauve discovery in 1856 changed the dyes synthesis industry. Since this
discovery, cyanines have been synthesized with several purposes, due to their special
characteristics. These characteristics are such as: their fluorescence efficiency and molar
extinction coefficient; their large range of wavelength of maximum absorption; their easy
synthesis; and their relatively elevated stability. Applied to fields such as biomedical and
photodynamic (between others), the lack of cyanine’s exploration as ligands at the process of
affinity chromatography was noticed.

This master's dissertation entitled Synthesis of Cyanine for Application as Ligands in
Affinity Chromatography, intends to verify the interactions established between the
synthesized indocarbocyanines and standard proteins through the technique of affinity
chromatography. At the first stage of the investigation we preceded to the synthesis of three
indocarbocyanines, during which took place the introduction of groups in the nitrogen of the
indole’s core base present in both ends of the cyanine. Later, after characterization of the
compounds, indocarbocyanines were immobilizated into a polymer matrix, cellulose, carrying
out the study of the standard proteins interaction, through affinity chromatography
technique. This technique aims to verify the interactions established between the
indocarbocyanines as cationic ligands, and standard proteins, lysozyme, bovine serum
albumin (BSA) and a-chymotrypsin, in different conditions (ionic, hydrophobic and pH),
attempting to separate the proteins in different elution conditions.

This paper will present and discuss the results obtained from the synthesis of

indocarbocyanines as well as their behavior as ligands in affinity chromatography.
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Capitulo 1 - Cianinas como ligandos em

cromatografia de afinidade

1.1 Cianinas

1.1.1 As Cianinas como corantes e sua constituicao

Desde a época pré-historica que tém vindo a ser utilizados corantes naturais
organicos e inorganicos. Existem até referéncias a existéncia de hieroglifos egipcios antigos
que continham descricdes da extraccao natural de corantes e suas aplicacoes. O que marcou
a industria de sintese de corantes foi a descoberta da mauveina por W.H. Perkin em 1856 [1,
2]. No mesmo ano foi obtida em laboratério uma substancia colorida pela mao de C.G.
Williams, que tendo em conta a sua cor azul se denominou cianina (do grego Kyanos) [1].

Os corantes sdao matérias que em contacto directo com uma substancia, lhe
aferem cor. Os corantes sao caracterizados pela sua capacidade de absorver luz visivel (400 a
700 nm), sendo essa a razdo pela qual estas substancias apresentam cor [1, 3]. Podem ser
classificados de acordo com a sua estrutura ou de acordo com os métodos pelos quais estes
sao aplicados ao substrato. Nenhum dos sistemas de classificacdo é satisfatorio no individual,
uma vez que um corante com uma determinada constituicao pode ser utilizado em diferentes
aplicacoes [2, 4]. Griffiths classificou os corantes segundo uma teoria basica suportada nas

origens electronicas da cor em quatro classes [5]:

1. Cromogéneos doador-aceitador
2 Cromogéneos tipo cianina

3. Cromogéneos polieno

4 Cromogéneos n —» 1*

O sistema mais adequado para efectuar a classificacdo das cianinas esta
relacionado com a sua estrutura quimica, sistema adoptado pela Colour Index, no qual estao
incluidos diversos corantes. Este método apresenta diversas vantagens, tais como, permitir
identificar e agrupar corantes com propriedades idénticas, obtendo-se um nimero controlavel
de grupos (aproximadamente 12) e, é uma classificacdo utilizada quer pelo quimico que
realiza a sintese dos compostos, bem como pelo tecnélogo que os utiliza. Como exemplo de
grupos de mais interesse encontram-se as classes de corantes azo, antraquinona e polimetino
[4, 6, 7].

Os corantes polimetino sao caracterizados por conterem na sua constituicao uma
cadeia de grupos metino (-CH=) e um sistema conjugado de ligacbes duplas, que se

apresentam geralmente em conformacao trans como € possivel verificar na figura 1 [1, 8, 9].
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Figura 1 - Constituicao de um corante polimetino.

Existe uma correlacao entre a cor e a constituicdo dos compostos organicos. Os
atomos de carbono do grupo metino podem ser substituidos por outros grupos para além dos
atomos de Hidrogénio, ou constituir parte de sistemas de heterociclicos [1]. Os corantes
mono- e polimetino contém um grupo dador de electrées e um aceitador de electroes em
lados opostos das cadeias metino. De acordo com os grupos dador e aceitador de electrdes,
podemos classificar os corantes polimetino, que contém na sua constituicao atomos de azoto,
em cianinas, hemicianinas, streptocianinas e oxonol tal como se pode verificar na tabela 1 [1,
8].

Tabela 1 - Grupos de corantes polimetino.

Nome do grupo Férmula geral Exemplo
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|
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Os corantes polimetinicos da familia das cianinas, podem ainda ser classificados
de acordo com os grupos metino. Logo se o composto tiver 1 grupo metino entre a ligacao dos
anéis heterociclicos (n=0) este subgrupo chamar-se-a cianina; se na sua constituicao tiver 3
grupos metino entre a ligacao dos anéis heterociclicos (n=1) tera o nome de carbocianina e no

caso de conter 5 grupos (n=2) denomina-se dicarbocianina, etc [1].




Os corantes cianina sao os corantes polimetinicos mais conhecidos. Sao derivados
fluorescentes que comecaram a gerar interesse pelas suas caracteristicas Unicas e aplicacoes
praticas [8, 10]. Uma molécula de cianina simples pode ser definida como um sal mono-acido,
no qual dois atomos de azoto, dos dois nlcleos heterociclicos, estdo ligados por uma cadeia
de ligacoes duplas conjugadas de atomos de carbono de numero impar, como se pode
verificar na figura 2 [8, 11].

X Y
Lo
I?IZG N

R

I
1 Rz

X=YouX=Y=S,Se, O, C(CH;),, -CH=C, ...
Z =1, Br, Cl, Tos, ClCO,, ...

R = alquilo ou alquil substituido

n=0,1, 2, 3..

Figura 2 - Esquema da estrutura geral de uma cianina

De acordo com a definicdo, cada composto é considerado como um hibrido de
ressonancia de duas estruturas cationicas, sendo que nao existe forma de representar uma
estrutura em separado. Para simplificar a estrutura é normalmente apresentada como
possuindo um atomo de azoto terciario e um outro quaternario, sendo que a carga positiva
nao se encontra somente num dos atomos de azoto, mas sim ao longo da cadeia [11, 12].

As cianinas podem também conter na sua constituicao um grupo carboxilico, que
torna estes corantes reactivos e potencialmente capazes de se ligarem covalentemente a
macromoléculas contendo grupos hidroxilo (por exemplo celulose ou agarose), por um método
de esterificacao [11, 13]. Esta ligacdo de macromoléculas contendo grupos hidroxilo a
cianina, resulta na formacdo de um suporte que pode estabelecer interaccoes especificas
(hidrofdbicas, ionicas e m-m) com diversas moléculas, podendo entdo estes suportes ser

utilizados em técnicas de purificacdo como é o caso da cromatografia de afinidade [11].



1.1.2 Caracteristicas e Aplicacées

As Cianinas comecaram a gerar interesse, principalmente pela sua caracteristica
inigualavel, que se baseia em transmitir sensibilidade a luz a emulsdes de halogeneto de
prata numa regiao do espectro no qual o haleto de prata geralmente nao é sensivel, o que
permitiu a estes corantes dominar o campo da fotografia e outras sofisticadas areas de
aplicacdo de corantes desde 1856 [8]. Para além disso, apresentam ainda atributos
importantes, tais como elevada eficiéncia de fluorescéncia e coeficiente de extincdao molar,
larga escala de c.d.o. de absorcao maxima (absorve radiacdo no espectro electromagnético
desde o ultravioleta até ao infravermelho), sdao de facil sintese, e apresentam estabilidade
relativamente elevada [9, 10]. Este facto conduziu a utilizacdo destes corantes como
sensibilizadores espectrais [14], material de gravacdo de “Compact disc” (CD) [15],
aplicacoes biomédicas [16-18], terapia fotodinamica [19, 20], utilizam-se também em tintas
industriais, agente anti-tumoral e como sondas para os sistemas biologicos, como por exemplo
deteccao de DNA [21], entre outras aplicacoes [8, 10, 22, 23]. A aplicacao destes corantes
como ligandos em cromatografia de afinidade apenas recentemente comecou a ser
investigada [11]. As indocarbocianinas, apresentam caracteristicas, tais como, elevada
solubilidade em solventes, permitem cristalizacdo, oferecem estabilidade térmica, e tém
elevada reflectancia [24], o que as torna importantes para sintese. Tém vindo a ser utilizadas
como sondas de transicoes de fase lipidicas e potenciais de membrana e para medicdo dos

coeficientes de difusao translaccional em membranas [25].



1.1.3 Sintese de cianinas

A sintese de cianinas envolve varias etapas trata-se, de uma forma geral, de
sequéncias de adicao de reagentes nucledfilos e electrofilos, seguidas por desprotonacdes e
remocdes de grupos de saida. O nucleodfilo € uma base metilénica derivada de um sal
quaternario heterociclico 2- ou 4-metilico na presenca de um agente condensador basico e o
electrofilo pode ser um ortoéster, aldeido ou outro [13, 26].

As monometinocianinas sdo habitualmente sintetizadas pelo método do
tioalquilo. Este método,como se verifica no esquema 1, baseia-se na reaccao de condensacao
entre dois sais quaternarios heterociclicos, em que um possui um grupo metilo reactivo e o
outro, um grupo tioalquilo como grupo de saida. Este método permite a sintese de cianinas

simétricas e assimétricas [23, 27].

X RZ X
)—CHs A (I)*CHS —
N Ne
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Esquema 1 - Sintese de monometinocianinas simétricas e assimétricas;

A sintese de cianinas basicas e tradicionais foi sumarizada por Venkataraman

[27], podendo observar-se exemplos destas sinteses no esquema 2.
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Esquema 2 - Sintese de alguns tipos de cianina [22].




As cianinas trimetino, também denominadas por carbocianinas, podem ser
sintetizadas pelo método do ortoéster devido aos elevados rendimentos obtidos. O método do
ortoéster, como se verifica no esquema 3 inicia-se com o aquecimento do sal quaternario

contendo um grupo metilo reactivo, com um ortoéster, em piridina [23, 27].

X
X 1° CH(OEt)3 / Base/a X X N
Ng 2° H S04/ KI Ne o N
|- Z° ! I
R R R

XouY=S, O, NR, Se, C=C;
Z=Tos, |, Cl, Br, ClO4
Esquema 3 - Sintese de carbocianinas simétricas;

Quando se utilizam sais benzimidazole, utiliza-se fenol com trietilenamida em
substituicao da piridina uma vez que apresenta melhores rendimentos. Ao utilizar-se
ortoésteres, ortoacetatos e ortopropionatos por exemplo, que sdo derivados de acidos de
maiores pesos moleculares, é permitida a introducao de grupos alquilo na posicdo B da cadeia
polimetinica [23, 27].

As carbocianinas podem também ser sintetizadas pelo método da difenilformamida,
no qual, como podemos verificar no esquema 4 em 1., ocorre condensacao do sal quaternario
hetrociclico 2-metilsubstituido com a difenilformamida, originando um sal anilinovinilo. Por
condensacdo deste sal quaternario obtido com o mesmo sal quarenario de partida, obtem-se
uma carbocianina simétrica em 2.a). No caso de se pretender obter uma cianina assimétrica

em 2.b), realiza-se condensacao do sal obtido com um sal diferente [23, 27].
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Esquema 4 - Sintese de carbocianinas pelo método da difenilformamida.

Relativamente as cianinas pentametina podem ser sintetizadas por um método
semelhante com um passo intermédio, como poderemos verificar no esquema 2, podendo-se
obter também cianinas assimétricas. Neste Ultimo caso obtém-se algumas cianinas simétricas

como subprodutos. As cianinas heptametina sao sintetizadas por um método similar [23, 27].



1.2 Cromatografia

O termo cromatografia (do grego: chroma, cor + graphein, grafia) surgiu pelas
maos do botanico Russo Mikhail Tswett, que em 1903, descreveu a separacao dos pigmentos
das folhas da planta, em solucdo, pelo uso de adsorventes solidos. A este processo de
separacao chamou cromatografia, devido principalmente a obtencao de bandas coloridas que
se formaram nos adsorventes [28-30].

Segundo as normas da International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) a
cromatografia é definida como um método usado primariamente para a separacdao de
componentes de uma amostra, no qual os componentes estao distribuidos entre duas fases,
sendo uma estacionaria e a outra movel. A fase estacionaria pode ser solida ou um liquido
suportado num sélido ou num gel. Esta fase pode ser empacotada numa coluna, espalhada
como uma camada, ou distribuida na forma de filme, etc. A fase movel pode ser liquida ou
gasosa [31]. O principal objectivo em todos os métodos cromatograficos é obter a separacao
individual dos componentes numa determinada amostra [32, 33]. Esta técnica envolve no
geral os seguintes passos:

1. Equilibrio das fases

2. Adsorcao ou retencao de uma ou varias substancias na fase estacionaria;

3. Separacao da substancia adsorvida pela fase movel;

4. Recuperacao das substancias por fluxo continuo da fase movel, ou eluicao;
5

Analise qualitativa e quantitativa da substancia eluida [34].

Este método de separacdo baseia-se na diferenca de velocidade relativa que cada
componente de uma mistura apresenta num meio poroso (fase estacionaria) sob a influéncia
de alguns solventes ou gases (fase movel) [34]. Dependendo das fases movel e estacionaria
usadas, a separacao ocorre pela combinacdao de dois ou mais factores, como taxa de
migracao, accdo capilar, adsorcdo medida, etc. Assim, os métodos cromatograficos podem ser
classificados segundo as fases estacionaria e movel utilizadas como poderemos verificar na
tabela 2 [30, 31, 34].

Tabela 2 - Classificacdo dos métodos cromatograficos

Natureza da Natureza da fase
. L Nome
fase movel Estacionaria
G Solido Cromatografia gas-solido
as
Liquido Cromatografia gas-liquido
. Solido Cromatografia liquido-solido
Liquido _ _ _
Liquido Cromatografia liquido-liquido

Os métodos cromatograficos podem também ser classificados de acordo com as

interaccoes dominantes entre a fase estacionaria e a substancia que se pretende separar [28].
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Por exemplo a cromatografia de troca ionica (em 3 da figura 3) baseia-se em interaccoes
ionicas entre a fase estacionaria e a molécula que se pretende isolar [28, 35]. Existem ainda
outros tipos de cromatografia em que a separacdo do composto é dependente das suas
propriedades bioldgicas e fisico-quimicas nomeadamente, e como poderemos verificar na
figura 3, em 1 esta presente cromatografia de filtracao em gel, cromatografia de interaccoes
hidrofébicas em 2, em 4 cromatografia de afinidade (com corantes, ides metalicos
imobilizados, bioafinidade), e de fase reversa em 5. Estas técnicas baseiam-se no tamanho

molecular, caracteristicas bioespecificas e hidrofobicidade [28, 35-37].

.‘ P ﬁ ‘...o 5

:: .v 0 ’... , &

:'..z"‘ ] . -

m 2 0.,:) :o ?o ? <
9 - .ﬁ - 5 ‘ ®

Sy N o
&

N

Figura 3 - Representacao dos 5 tipos de cromatografia.

0 desenvolvimento e optimizacdo de técnicas e métodos de separacao e purificacdo
de proteinas tém vindo a gerar grande interesse, pois cada vez se torna mais importante a
obtencao de um produto com maior grau de purificacao, verificando-se ser uma abordagem
crucial para evoluir na investigacdo biomédica e biotecnologica [36, 38, 39]. A cromatografia

tem dominado o ramo da purificacao proteica, devido ao seu elevado poder de resolucao [36].

11



1.2.1 Cromatografia de afinidade

A cromatografia de afinidade foi introduzida por Cuatrecasa et al. em 1968, e
desde entdo, tem vindo a ser utilizada em diversas areas. E um método de separacdo de
macromoléculas e baseia-se nas propriedades de ligacdo especifica e reversivel entre a
molécula a ser isolada e uma molécula fixa numa coluna, através de um reconhecimento
molecular de elevada especificidade [40-43].

Na figura 4, podemos verificar o processo de cromatografia de afinidade, que se
baseia no reconhecimento da molécula alvo por uma molécula especifica, designada de
ligando. Este ligando é imobilizado num suporte insolivel, denominado matriz, que é um

material polimérico apresentado geralmente na forma de esferas ou membrana [42, 44].

99
2L )0 -)os

Ligando Produto a ser Produto absorvido na Produto a
imobilizado purificado coluna imobilizada ser eluido

Figura 4 - Representacao do processo de Cromatografia de afinidade [40].

A molécula que se pretende isolar, denominada de molécula alvo, é capturada
selectivamente pelo ligando previamente imobilizado na matriz, pela simples passagem de
uma solucdo, contendo a molécula alvo em condicées favoraveis, por uma coluna
cromatografica. Posteriormente a molécula alvo é entdo libertada, ou eluida, usando solucées
apropriadas a condicées de eluicdo. Para tal ajusta-se por exemplo o pH, forca ionica ou
temperatura por adicdo de solventes especificos ou ligados competitivos, para que a
interaccdo entre o ligando e a molécula alvo seja quebrada e a molécula alvo seja obtida na
forma purificada. Apos a eluicdo da molécula alvo, por exemplo uma determinada proteina é
obtida na forma pura e concentrada e, apos regeneracao da coluna de afinidade, esta pode ja
ser reutilizada [42, 45].

A eluicao pode ocorrer de trés maneiras, através de eluicdo isocratica, eluicao
nao especifica e eluicao bioespecifica, dependendo da constante de associacdo do complexo
ligando-analito. Se o ligando tem uma fraca ou moderada afinidade para o analito, a eluicao
do analito pode ser realizada sob condicdes isocraticas, e o tampao aplicado para realizar a
ligacao pode ser utilizado como tampao de eluicdo. Quando o ligando tem uma forte
afinidade para o analito, este pode ser libertado, eluido, por eluicao nao-especifica, por
exemplo por adicao de tampao com diferente pH, temperatura, forca idnica, ou polaridade,
ou por eluicao bioespecifica. Em Gltimo caso utiliza-se um agente competitivo, que liga mais

fortemente ao ligando do que o analito usado forcando assim a eluicao do analito [45].
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Esta técnica é muito usada para separar moléculas bioactivas de moléculas

desnaturadas ou de formas funcionalmente diferentes, para isolar substancias puras presentes

em pequena concentracao num volume de amostra ou para remover contaminantes. Permite

ainda a purificacdo de proteinas com base nas suas funcoes bioldgicas, mas também nas

propriedades fisicas e quimicas. As interaccdes globais entre a molécula alvo e o ligando

imobilizado na matriz € o resultado de varias interaccbes envolvidas, nomeadamente

electroestaticas, ligacoes de hidrogénio, hidrofdbicas e van der Walls [11, 46].

Para obter sucesso no processo de cromatografia de afinidade € necessaria a

selecc@o adequada dos seus constituintes, e como poderemos verificar na figura 5 um suporte

cromatografico é constituido por:

Matriz: Utilizada para a ligacdo do ligando. A matriz deve

ser quimica e fisicamente inerte.

Braco espacador: Utilizado para facilitar a ligacao do
ligando-molécula alvo, superando os efeitos de

impedimento esterioquimico.

‘ Ligando: Molécula que liga reversivelmente a uma ou um

grupo de moléculas. [1]

Figura 5 - Representacao dos intervenientes da cromatografia de afinidade.

1.2.1.1 A matriz

A escolha da matriz € um passo importante em cromatografia de afinidade,

devendo esta apresentar caracteristicas importantes tais como:

»

Baixa adsorcao nao especifica, que esta relacionada com grupos carregados a sua
superficie, pois poderia comprometer a ligacdo do produto ao ligando, criando
ligacbes nao especificas;

Conter na sua superficie grupos funcionais (hidroxilo, carboxilo, amina, etc.) para
posterior derivatizacao e imobilizacao dos ligandos;

Apresentar porosidade que permita a imobilizacao da maior quantidade de
ligandos possivel. Os poros devem ser largos, pois o ligando ou a molécula alvo,
utilizados podem ser proteinas de tamanho grande, permitindo assim uma facil
difusdo do produto durante os passos de separacdo, culminando numa rapida
eluicao/adsorcao [42]. De acordo com a equacao de Renquin [47] o tamanho do poro
deve ser pelo menos cinco vezes maior do tamanho de uma biomolécula para o seu
facil acesso aos ligandos imobilizados. O tamanho do poro deve ser de pelo menos 300

A ou maior, assumindo que o tamanho normal de uma proteina é 60 A.
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> Apresentar estabilidade fisica e quimica em diferentes condicbes como
diferencas de pH, temperaturas, etc.

> Ser preferencialmente hidrofilica, pois reduz as adsorcoes nao especificas e
principalmente porque permite que esta possa expandir em meio aquoso, fornecendo

mais area para possiveis ligacdes a ligandos.

E, no entanto, de salientar que uma grande quantidade de ligandos imobilizados
na matriz nao significa directamente elevada adsorcao ou ligacdo do produto alvo ao ligando
[42, 48].

Usualmente utilizam-se como matrizes a agarose, celulose, dextrano, silica,
policrilamidas de vidro, copolimeros de divinilbenzeno-estireno e politetrafluoretileno. Estao
disponiveis comercialmente diversos materiais em forma de esferas nanometricas, sendo a
celulose considerada como uma matriz de suporte Gtil para cromatografia. A sua utilizacdo na
forma de esferas do tamanho 50-400pum permite a aplicacao de um elevado fluxo [42, 49]. A
celulose € um polimero natural dos mais abundantes na natureza, € um polissacarideo
insolivel em agua, que contém unidades D-glucose unidas por ligacoes B-1,4 como

representado na figura 6 [27, 50].

CH,OH CH,OH CH,OH
o o O_ OH

OH SN OH SN OH
HO

OH OH n-2 OH
Il | 1l

Figura 6 - Representacao da celulose, projeccao de Haworth [47]

A cadeia polimérica apresenta caracteristicas essenciais, em | esta presente a
sequéncia de cadeias intermediarias, em Il o grupo final ndo redutor, em Il o grupo final
redutor e as ligacoes glicosidicas. Cada unidade de glucose contém trés grupos hidroxilo, e
devido a conter uma elevada quantidade destes grupos hidroxilo, a celulose pode estabelecer
ligacbes de hidrogénio, permitindo interaccoes com moléculas. A celulose em esferas

apresenta elevada porosidade, boa estabilidade mecénica, e tem caracter hidrofilico [50].

1.2.1.2 Imobilizacdo dos ligandos na matriz

Existem diversos métodos de imobilizacdo dos ligandos em matrizes, que
requerem na maioria das vezes diversos passos intermédios [42].

Na estratégia de imobilizacao verificada na figura 7, primeiramente a matriz é

activada por um agente de activacdo, depois liga-se covalentemente um braco espacador a
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matriz nos pontos activos. O ligando reage entdo com a outra extremidade da molécula

espacadora.
% % Y %
+ r','::_':-r o + Ligando %
Agente de Braco
activacao espacador ;
7
7
Matriz

Figura 7 - Estratégia de imobilizacdo do ligando ao suporte, através do braco espacador.

Por outro lado a estratégia de imobilizacdo do ligando ao suporte apresentada na
figura 8 demonstra um processo de etapa Unica, no qual se realiza uma sintese prévia do

conjugado braco espacador-ligando seguida da ligacao deste conjugado ao suporte [30, 42].

Ligando/ Conjugado

Ligando do braco espacador
N
Braco —_— —-0
espacador
—_—

A

7
Agente 7
activante

_____,--'-’/

\\\2&\ \tx\}

.
Matriz

Figura 8 - Estratégia de imobilizacdo do ligando ao suporte, através dos conjugados braco espacador-

ligando.

No caso da imobilizacao de corantes reactivos em matrizes, acontece muitas
vezes por reaccao directa entre os grupos reactivos (grupos hidroxilo) da matriz e as

moléculas do corante (através dos atomos de cloro ou fldor) nos grupos triazinil [30, 42].

1.2.1.3 O Ligando

O ligando imobilizado é o factor chave que determina o sucesso do método de
cromatografia de afinidade, pois & necessario promover interaccoes especificas com a
biomolécula alvo [11]. Os ligandos podem ser denominados como naturais ou sintéticos.
Existem também ligandos que tém origem bioldgica como é o caso de enzimas, coenzimas,
cofactores, anticorpos, aminoacidos, péptidos, proteinas, acidos nucleicos e oligonucleo6tidos
que promovem alta selectividade, apresentam baixa capacidade de ligacao, e tém limitado
ciclo de vida, necessitando de extensivos passos de purificacao [11, 42, 51]. Surge entao o

desenvolvimento de ligandos sintéticos que combinam a selectividade dos ligandos naturais
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com caracteristicas novas como a elevada capacidade, durabilidade e o facto de serem mais
baratos [49, 51, 52].

1.3 Cromatografia de afinidade com corantes como ligandos

A cromatografia de afinidade com corantes baseia-se na capacidade de um
corante reactivo ligar a proteinas de modo selectivo ou reversivel [53]. A generalidade dos
corantes utilizados inicialmente neste método eram compostos monoclorotriazinas que foram
desenvolvidos originalmente para a industria téxtil. O grupo cloro reactivo na sua constituicao
permitia a facilidade de imobilizacao do corante triazina a uma matriz suporte, como a
sefarose ou agarose e mais recentemente a membranas de nylon [54].

A descoberta inicial da capacidade que estes corantes tinham para ligar a
proteinas, veio da observacao de que o dextrano azul (um conjugado de cibacron azul FB-3A)
usado como marcador em colunas de filtracao em gel, retardava a eluicdo de certas proteinas
[54, 55]. Assim, esta técnica comecou a gerar interesse como método de purificacdo proteica,
devido a variedade de vantagens que apresenta em comparacdo com outras formas de
cromatografia de afinidade. Algumas dessas vantagens sao referidas a seguir, sendo que o
baixo custo e a facil disponibilidade destes corantes, juntamente com a facilidade de
imobilizacao especialmente em matrizes com grupo hidroxilo na sua constituicao,
representam as maiores vantagens perante outros ligandos de afinidade bioespecificos tais
como anticorpos, enzimas, cofactores e substratos [39, 42, 56].

Os corantes reactivos, como ligandos de afinidade para purificacao proteica,
apresentam vantagens tais como:

> Disponibilidade econdmica e em nimero consideravel
Facil imobilizacao
Evita a utilizacdo de reagentes toxicos e perigosos na activacao da matriz
Estabilidade a ataques bioldgicos e quimicos
Armazenamento do adsorvente sem perda de actividade
Reutilizaveis (resistem a limpeza e esterilizacao)
Facil utilizacdo para scale-up

Elevada capacidade

vV V V V V V V V

Especificidade média

Os corantes sintéticos, como ligandos em cromatografia de afinidade, ligam as
proteinas através dos sitios de ligacao da proteina imitando o substrato, co-inibidor ou outros
agentes de ligacao [57].

Um dos estudos pioneiros onde se utilizou corantes cationicos imobilizados em
agarose em cromatografia de afinidade revelou um comportamento cromatografico diferente
da tripsina em relacao a quimotripsina e a BSA, sendo que a pseudoafinidade destas proteinas
e os géis com cianina imobilizada, revelaram ser fortemente dependentes da composicdo da

fase movel [58].
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Capitulo 2 - Materiais e Métodos/ Procedimentos

Experimentais

Materiais utilizados

Os reagentes utilizados bem como os solventes eram analiticamente puros, sendo os
reagentes comprados na Sigma Aldrich. A agua utilizada foi destilada e purificada num
sistema de purificacao Mili-Q (Milipore Systems, Bedford, MA, USA).

As reaccoes foram acompanhadas por cromatografia de camada fina (c.c.f.) com uma
mistura a 10% de metanol em diclorometano, sendo as placas de silica Merck Kieselgel GFs,4
com 0,2mm de espessura. Apos a eluicao, e secagem das placas, estas foram visualizadas a
luz ultravioleta de comprimento de onda 254, 312 e 365 nm.

Os espectros de ultravioleta/ visivel (UV/VIS) foram realizados num
espectrofotometro Perkin-Elmer Lambda 6, utilizando como solvente etanol e células de 1cm
de espessura.

Os espectros de infravermelho (IV) foram efectuados num espectrometro de
espectroscopia de infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), Mattson 5000 FTS.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de protdo e carbono (RMN 'H e C)
realizaram-se num espectrofotometro Briker AC-250-P (250,13 e 62,90 MHz,
respectivamente), utilizando como solvente dimetilsulfoxido deuterado (DMSO- dy).
Relativamente a descricao dos compostos € indicada pela seguinte ordem:

RMN H - (resolucdo do aparelho; solvente); desvio quimico (8, em ppm); intensidade
relativa (nH, nimero de protdes); multiplicidade do sinal; constante de acoplamento (J, em
Hz); atribuicdo do protao na molécula;

RMN 3C - solvente; desvio quimico (8, em ppm); atribuicdo do carbono na molécula.

Os pontos de fusado (pf) foram determinados num microscopio de ponto de fusao por
capilar Buchi 530.

A celulose em esferas Perloza ST 50-75 pm foram compradas em lontosorb (Czech
Republic), foram secas a 80°C, sob pressdo reduzida na presenca de pentdxido de fosforo por
16 horas, antes da sua utilizacao para imobilizacao dos ligandos.

Os padroes de proteina utilizados BSA, a-quimotripsina, lisozima foram também
comprados na sigma-Aldrich Co.

Colunas cromatograficas descartaveis Econo - Pack ® (Bio-Rad, Hercules, CA).

Espectrofotometro UV/ visivel Ultrospec 3000 Pharmacia biotech.
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2.2 Procedimentos experimentais

2.2.1 Sintese de Indocarbocianinas e imobilizacao do corante a

celulose

2.2.1.1 Sintese dos sais quaternarios percursores das Indocarbocianinas

Processo geral: Aqueceu-se a 150°C uma mistura de 2,3,3-trimetil-indole (1 equivalente) ou

1,1,2-trimetilbenz[e]indole (1 equivalente) com um o-bromoacido (1,1 equivalentes).

Acompanhou-se a reaccao por c.c.f. com uma mistura a 10% de metanol em diclorometano.

Uma vez que se formou um oleo acastanhado apos 48 horas de reaccdo lavou-se com éter

etilico para remover material de partida que nao reagiu.

Brometo de 1(-4-carboxibutil)-2,3,3-trimetil-3H-indolio (2a)
Obtido a partir de 2,3,3-trimetil-indole (0,0187 mol) por
aquecimento e agitacdo com acido 5-bromovalérico (0,02057).
Verificou-se a formacao de um oleo castanho com aspecto viscoso
que se lavou posteriormente com éter etilico para remover material
de partida que nao reagiu. O sal obtido nao foi caracterizado devido

a formacao de um 6leo viscoso.

Brometo de 1(-10-carboxidecil)-2,3,3-trimetil-3H-indolio (2b)
Obtido a partir de 2,3,3-trimetil-indole (0,03109 mol) por
aquecimento e agitacdo com acido 11-bromoundecanoico
(0,03420mol). Verificou-se a formacdo de um dleo castanho com
aspecto viscoso que se lavou posteriormente com éter etilico para
remover material de partida que nao reagiu. O sal obtido nao foi

caracterizado devido a formacédo de um 6leo viscoso.

Brometo de 3(-10 carboxideci)l-1,1,2-trimetil-1H-

/
N® Br°

|
($H2)4
COOH

N® Br°

|
(?Hz)lo
COOH

benzo[elindolio (2c)

Obtido a partir de 1,1,2-trimetilbenz[e]indole (0,024mol)
por aquecimento e agitacdo com acido 11-bromoundecanoico
(0,0264 mol). Verificou-se a formacao de um sélido arroxeado que

se lavou posteriormente com éter etilico para remover material

de partida que nao reagiu. Nao foi realizada caracterizacao por

O /
N® Br®

|
(?Hz)lo
COOH

métodos espectrofotométricos.
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2.2.1.2 Sintese de indocarbocianinas

Processo geral (método do ortoéster): Aqueceu-se em refluxo uma mistura do sal
quaternario sintetizado anteriormente, em piridina (10mL/ g de sal) e trietilortoformiato
(2,04 equivalentes). Acompanhou-se a reaccdo por c.c.f. e apds 12h verificou-se reaccédo
completa. Adicionou-se éter etilico e deixou-se a 4°C em repouso durante a noite. A solucao
foi decantada, e o soélido rosa lavado varias vezes com éter etilico. Procedeu-se
posteriormente a troca do contra-ido, no qual o solido foi dissolvido numa solucdo de acido
sulflrico a 5% em acetonitrilo com aquecimento. Adicionou-se 100 mL de uma solucdo aquosa
de Kl a 17% e manteve-se a mistura em ebulicdo por 5 minutos. Levou-se o balao ao
evaporador rotativo para retirar o excesso de acetonitrilo, deixou-se arrefecer a temperatura
ambiente e colocou-se o balao a 4°C durante a noite. Decantou-se a cianina e lavou-se com

éter etilico. O solido foi seco sob vacuo e foi posteriormente caracterizado.

lodeto de 1-(4-carboxibutil)-2-{(1E,3Z)-3-[ 1-(4-carboxibutil)-3,3-dimetilindoline-2-
ilideno]prop-1-enil}-3,3-dimetil-3H-indolio

(Indocarbocianina 3a)

Obtida a partir do sal (2a) com

aquecimento, em refluxo e agitacao, com
piridina e trietilortoformiato. Apos realizada a / @\ N
troca do contra-iao obteve-se a cianina na forma ’Tj I N

I
de um solido rosa dourado com n = 60%; p.f. 95- (?H2)4 (C|3H2)4
97 °C; UV/ Vis: Amax (€tanol) 552 nm; IV ( Upax €M COOH COOH

cm™, KBr): 1557 (C=C arom), 1727 (C=0), 2852 e

2926 (CH cadei alquitca); RMN 'H (250MHz, dg-DMSO) & ppm: 1.68-1.72 (m, 20H, 4 x CH, + 4 x
CHs), 2.30 (t, J = 7.0 Hz, 4H, CH,COOH) 4.13 (t, J = 6.0 Hz, 4H, NCH,), 6.57 (d, J = 13.0 Hz,
2H, a-CH), 7.30 (t, J = 7.0 Hz, 2H, ArH), 7.50 (m, 4H, ArH), 7.64 (d, J = 7.0 Hz, 2H, ArH), 8.35
(t, J = 13.0 Hz, 1H, B-CH); RMN 3C (250MHz, ds-DMSO) & ppm: 21.5 (CH,), 26.7 (CHy), 27.2
(CH3), 33.0 (CH,), 43.3 (CHy), 51.0 (3-C), 102.3 (a-CH), 111.3 (CH), 122.3 (CH), 124.9 (CH),
128.4 (CH), 140.6 (C), 141.8 (C), 149.7 (8-CH), 173.1 (2-C), 174.2 (C=0).
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lodeto de 1-(10-carboxidecil)-2-{(1E,3Z)-3-[1-(10-carboxidecil)-3,3-dimetilindoline-2-
ilideno]prop-1-enil}-3,3-dimetil-3H-indolio

(Indocarbocianina 3b)

Obtida a partir do sal quaternario (2b)

em refluxo e agitacado com piridina e
trietilortoformiato. Apos realizada a troca do / e\ N
contra-iao obteve-se a cianina na forma de um 'TI I '}'

solido rosa dourado com n = 70%; p.f. 73-76 °C; (|CH2)10 (C|ZH2)10
UV/ Vis: Amax (€tanol) 552 nm; IV ( Umax €M cm’ COOH COOH

', KBr): 1557 (C=C ,om), 1707 (C=0), 2852 e
2925 (CH cadeia alquitica); RMN "H (250MHz, d,-DMSO) & ppm: 1,20-1,47 (m, 28H, CH,), 1.68-1.75
(m, 14H, CH, + 4xCHs), 2.14 (t, J = 7.0 Hz, 4H, CH,COOH) 4.13 (t, J = 7.0 Hz, 4H, NCH,), 6.57
(d, J = 13.5 Hz, 2H, a-CH), 7.29 (t, J = 7.0 Hz, 2H, ArH), 7.40 (m, 4H, ArH), 7.64 (d, J = 7.5
Hz, 2H, ArH), 8.37 (t, J = 13.5 Hz, 1H, B-CH); RMN *C (250MHz, d,-DMSO) & ppm: 24.2 (CH,),
25.7 (CH,), 27.1 (CHs), 26.7 (CHy), 27.1 (CH,), 28.2 (CH,), 28.4 (CH,), 28.4 (CH,), 28.5 (CH,),
28,5 (CH,), 33.5 (CH,), 48.8 (3-C), 102.3 (a-CH), 111.3 (CH), 122.2 (CH), 124.9 (CH), 128.4
(CH), 140.5 (C), 141.8 (C), 149.5 (B-CH), 173.7 (2-C), 174.5 (C=0).

lodeto de 3-(10-carboxidecil)-2-{(1E,3Z)-3-[3-(10-carboxidecil)-1,1-dimetil-1H-
benzo[e]indol-2(3H)-ilideno]prop-1-enil}-1,1-dimetil-1H-benzo[e]indolio

(Indocarbocianina 3c)

Obtida a partir do sal quaternario
(2c) em refluxo e agitacao com piridina e

trietilortoformiato. Apos realizada a troca

do contra-iao obteve-se a cianina na
forma forma de cristais roxos com n = | |
71%; p.f. 100-102 °C; UV/ Vis: Amax (ICHz)lo ((|3H2)10

(etanol) 591 nm; IV ( Umax €m cm™, KBr): COOH COOH

1557 (C=C arom), 1727 (C=0), 2929 € 2969 (CH cageia aiquitica); RMN 'H (250MHz, ds-DMSO) & ppm:
1.17-1.48 (m, 28H, CH,), 1.71-1.80 (m, 4H, CH,), 2.00 (m, 12H, 4 x CHs), 2.23 (t, J = 7.5 Hz,
4H, CH,COOH) 4.28 (t, J = 7.5 Hz, 4H, NCH,), 6.65 (d, J = 14.0 Hz, 2H, a-CH), 7.54 (t, J = 7.5
Hz, 2H, ArH), 7.69 (t, J = 8.0 Hz, 2H, ArH), 7.80 (d, J = 8.5 Hz, 2H, ArH), 8.10 (t, J = 8.5 Hz,
4H, ArH), 8.30 (d, J = 8.5 Hz, 2H, ArH), 8.58 (t, J = 14.0 Hz, 1H, 8-CH); RMN "*C (250MHz, ds-
DMSO) & ppm: 24.3 (CHy), 25.9 (CH,), 27.0 (CHs), 27.3 (CH,), 28.3 (CHy), 28.6 (CH,), 28.6
(CHy), 28.7 (CHy), 28.7 (CH,), 33.1 (CHy), 43.9 (CH,), 50.5 (3-C), 102.0 (a-CH), 111.7 (CH),
122.1 (CH), 125.0 (CH), 127.3 (C), 127.8 (CH), 129.9 (CH), 130.4 (CH), 131.4 (C), 133.0 (C),
139.5 (C), 148.4 (B-CH), 173.2 (2-C), 175.0 (C=0).
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2.2.1.3 Imobilizacdo das Indocarbocianinas na celulose
ApOs secar a celulose em esferas por 16 horas, fizeram-se as seguintes misturas:
Matriz 1 - 4g de celulose + 1g de indocarbocianina 3b
Matriz 2 - 4g de celulose + 2g de indocarbocianina 3b
Matriz 3 - 4g de celulose + 1g de indocarbocianina 3c

Matriz 4 - 4g de celulose + 2g de indocarbocianina 3c

YV V. V V V

Matriz 5 - 4g de celulose + 2g de indocarbocianina 3a

Procedeu-se de igual forma para as 5 amostras, tendo a mistura sido homogeneizada
num almofariz de agata. A mistura foi transferida para um tubo de vidro e adicionaram-se
umas gotas de N,N-dimetilformamida (DMF) e cobriu-se o tubo com folha de aluminio. A
mistura foi entdo inserida num vaso de reacgado sob vacuo, variando a temperatura consoante

o tempo como poderemos ver na figura 9, até atingir 220°C [49].

T (°C ,
(°C) Com vacuo
220 } Sem : :
vacuo ' '
80 +
5 10 15 40 55t (min)

Figura 9 - Condicoes de derivatizacao da celulose.

A mistura celulose-corante obtida foi sequencialmente lavada com porcées de DMF e
etanol e tendo-se extraido por soxhlet com os mesmos solventes, o resto de corante que nao
ficou ligado. A amostra foi posteriormente seca durante 24 horas a 50°C, sob vacuo, com

pentoxido de fosforo.
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2.2.2 Cromatografia de afinidade das matrizes com indocarbocianinas

1. Preparac¢ao das solucées das proteinas

Prepararam-se solucdoes padrdao de proteina, BSA, lisozima e a-quimotripsina, com
concentracao 25 mg proteina/ mL de tampao Tris-HCl 10 mM a pH 8.

2. Preparacao das colunas cromatograficas

As amostras de indocarbocianinas imobilizadas na celulose foram colocadas em agua
para hidratacao das esferas de celulose, permitindo a sua expansao. Posteriormente
empacotou-se o gel nas mini-colunas cromatograficas, de forma a obter-se um volume de
cerca de 1mL de gel.

Apds o empacotamento, lavaram-se bem as colunas com agua destilada até nao sair
cor. Posteriormente estas foram equilibradas com 4mL de tampao Tris-HCl 10 mM a pH8 [49].

3. Realizacao dos ensaios cromatograficos

Ensaios preliminares

Foram realizados ensaios preliminares com o objectivo de estabelecer a concentracao
de proteina adequada para injeccao na coluna cromatografica. Apos equilibrio da coluna com
4 mL de tampao Tris-HCl 10 mM a pH 8, injectaram-se 34 pL de solucdo de proteina (BSA,
lisozima ou a-quimotripsina) 25 mg/ mL em cada coluna. Adicionaram-se 4 mL de solucao
tampao Tris-HCl 10 mM pH 8 na coluna e recolheram-se fraccées de 0,5 mL. Injectou-se
posteriormente 4 mL de solucao de NaCl 1 M em Tris-HCl 10 mM pH 8 e recolheram-se
fraccdes de 0,5 mL. As fraccdes de 0,5 mL foram entdo medidas no espectrofotometro UV/
Vis a c.d.o. 280 nm. Posteriormente realizaram-se ensaios cromatograficos fazendo variar a
concentracdo de proteina a injectar. Assim injectaram-se 34 pL de proteina nas
concentracbes 12,5 e 18,75 mg/ mL. Apds analisar os resultados ajustou-se a concentracao de
proteina a injectar, sendo que para a matriz 1, 2, 3 e 5 injectaram-se 34 pL de proteina nas
concentracbes 12,5 mg de proteina/ mL de tampéao Tris-HCl 10 mM a pH 8, ja para a matriz 4
injectaram-se 34 L de proteina nas concentracoes 18,75 mg de proteina/ mL de tampé&o Tris-
HCL 10 mM a pH 8.

Ensaios com variacao da concentracdo de NaCl

Ap0s analise dos resultados, fez-se variar a concentracao de NaCl (0,2 M; 0,1 M; 0,005
M e 0,001 M em tampao Tris-HCl 10 mM pH 8), e realizaram-se novos ensaios cromatograficos,
nas cinco colunas para duas proteinas, lisozima e a-quimotripsina. Cada ensaio foi dividido em
6 passos (1° passo - Equilibrio da coluna com 4 mL de solucao tampao Tris-HCl 10 mM pH 8;
2°passo - injeccao da proteina nas concentracdes indicadas anteriormente (lisozima ou a-
quimotripsina); 3° passo - injeccao 4 mL de solucao tampao Tris-HCl 10 mM pH 8 e recolha de
fraccoes de 0,5 mL; 4° passo - Injeccao de 4 mL de solucao de NaCl 0,2 M em Tris-HCLl 10 mM
pH 8 e recolha de fraccoes de 0,5 mL; 5° passo - Injeccao de 4 mL de solucao de NaCl 1 M em
Tris-HCl 10 mM pH 8 e recolha de fraccoes de 0,5 mL; 6° passo - As fraccoes de 0,5 mL foram
medidas no espectrofotémetro a c.d.o. 280 nm. Realizaram-se ensaios para as duas proteinas,
fazendo variar o 4°asso, no qual varia a injeccao da solucao de NaCl, passou para 0,1 M,
0,005 M e 0,001 M em tampao Tris-HCl 10 mM pH 8.
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Ensaios com variacao de pH

Prepararam-se solucées tampao acetato de sodio (NaOAc) 10 mM a pH 4, 5, 6 e
tampao Tris-HCl 10 mM a pH 7. Iniciaram-se os ensaios cromatograficos para as 3 proteinas
(BSA, lisozima ou a-quimotripsina) a diferentes valores de pH. Comecou-se pelo pH 4,
realizando-se entdo ensaios cromatograficos para as 3 proteinas. Cada ensaio é dividido em 6
passos (1° passo - Equilibrio da coluna com 4 mL de solucdo tampéo Tris-HCl 10 mM pH 8; 2°
passo - injeccdo da proteina nas concentracdes indicadas anteriormente (lisozima, a-
quimotripsina ou BSA); 3° passo - injeccao 4 mL de solucao tampao 10 mM pH 8 e recolha de
fraccoes de 0,5 mL; 4° passo - Injeccao de 4 mL de solucao de NaOAc 10 mM a pH 4 e recolha
de fraccoes de 0,5 mL; 5°passo - Injeccao de 4 mL de solucao de NaCl 1 M em Tris-HCL 10 mM
pH 8 e recolha de fraccoes de 0,5 mL; 6° passo - As fraccoes de 0,5 mL foram medidas no
espectrofotometro a c.d.o. 280nm. Para os ensaios seguintes, procedeu-se da mesma maneira
para as proteinas lisozima e a-quimotripsina variando apenas o 4° passo, no qual a solucédo de
eluicao é tampao NaOAc a pH 5 e 6 de concentracdo 10 mM e tampao Tris-HCl a pH 7 de
concentracao 10 mM.

Ensaios com adicao de sulfato de aménio

Realizaram-se ensaios cromatograficos para as 3 proteinas (BSA, lisozima ou a-
quimotripsina) de forma a verificar interaccoes hidrofobicas com adicao de sulfato de amonio
1,5 M em Tris-HCl 10 mM a pH 8.

Cada ensaio é dividido em 5 passos (1° passo - Equilibrio da coluna com 4 mL de
solucao aulfato de amonio 1,5 M em Tris-HCl 10 mM a pH 8; 2° passo - injeccao da proteina
(lisozima, a-quimotripsina ou BSA) nas concentracfes: para a matriz 1, 2, 3 e 5 12,5mg de
proteina/ mL solucao sulfato de amonio 1,5 M em Tris-HClL 10 mM a pH 8, para a matriz 4
18,75mg/ mL solucao sulfato de amonio 1,5 M em Tris-HCl 10 mM a p H8; 3° passo - injeccao 4
mL de solucéo sulfato de aménio 1,5 M em Tris-HCL 10 mM a p H8 e recolha de fraccdes de 0,5
mL; 4° passo - injeccao de 4 mL de solucao tampao 10 mM pH 8 e recolha de fraccdes de 0,5

mL; 5° passo - As fraccoes de 0,5 mL foram medidas no espectrofotometro a c.d.o. 280 nm.
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Capitulo 3 - Resultados/ Discussao dos Resultados

Este trabalho teve como objectivo a sintese de indocarbocianinas que funcionam
como ligandos, em cromatografia de afinidade. Pretende-se verificar a existéncia ou nao de
interaccoes entre os ligandos e as proteinas padrao (lisozima, a-quimotripsina e BSA) com o
intuito de obter a separacao destas em diferentes condicdes de eluicao. Assim numa primeira
parte deste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados da sintese e imobilizagao
das cianinas na celulose. Assim, serao indicados para cada indocarbocianina os rendimentos,
p.f., caracterizacdo espectroscopica por IV, UV/Vis, e por RMN 'H e RMN *C. Nos espectros de
IV, sdo indicadas as bandas caracteristicas dos grupos funcionais das indocarbocianinas.

Sera também analisado e discutido o método de imobilizacdo das indocarbocianinas a
celulose, bem como os resultados de analise elementar no qual se verifica a quantidade de
ligandos imobilizados na celulose.

Numa segunda parte deste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados da
cromatografia de afinidade realizada em mini-colunas com matrizes nas quais se imobilizaram

as indocarbocianinas.
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3.1 Sintese de indocarbocianinas

O método de sintese utilizado foi o método de ortoéster [12],no qual se realiza a
sintese de sais quaternarios, benz[el]indole e indole com o-bromoacidos e posterior

condensacao na presenca de um ortoéster (esquema 5).

R' R'
R R
A
/ +  Br(CH,),COOH — /
N ITI@ BP
((l:HZ)n
1 COOH

2

/CZHSO)SCH
piridina,A, KI

R’ R'
R R
p e\ N
ITI | N
|

(cl:HZ)n (CI:HZ)n
COOH 3 COOH

1-3 a) b) c)
R H H Cc*
R’ H H Cc*
n 4 10 10

Esquema 5 - Sintese das indocarbocianinas.

O método utilizado para obtencdo dos sais quaternarios foi o método de fusdo, a
aproximadamente 150°C no qual se verifica quaternalizacao de um indole (1a e 1b) e um
benz[e]indole (1c) com um o-bromoacido. Posteriormente, realizou-se a sintese das
indocarbocianinas pelo método do ortoéster, no qual os sais quaternarios (2) em refluxo com
piridina originam a respectiva base metilénica, que por condensacdo, na presenca de um
ortoéster da origem a uma indocarbocianina. A adicao de acido sulfirico com posterior adicao
de iodeto de potassio, tem como objectivo a troca do contra-ido de brometo para iodeto (3).
A troca do contra-iao realizou-se para isolamento do produto final, visto que a cianina na
forma de ido brometo nao se conseguia isolar devido a formacdo de um o6leo. Apds a troca

para o contra-ido iodeto isolou-se o produto com sucesso.
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As cianinas sintetizadas possuem dois grupos carboxilicos, tornando a cianina reactiva,
que por esterificacdo directa com a celulose e com aumento da temperatura conduz a
imobilizacdo da indocarbocianina na celulose. Dependendo do w-bromoacido utilizado, fara
variar o comprimento da cadeia carbonada, que ira funcionar como cadeia espacadora. Assim
em 1a utilizou-se acido 5-bromovalérico e em 1b e 1c utilizou-se acido 11-
bromoundecandico.

As reaccoes foram acompanhadas por c.c.f. usando como eluente uma mistura de
metanol em diclorometano a 10%, e foram visualizados a luz ultravioleta a c.d.o. 254, 312 e
365 nm.

Neste método de sintese obtiveram-se rendimentos satisfatorios referentes ao ultimo
passo de sintese das indocarbocianinas, verificando-se maior rendimento na sintese das
indocarbocianinas 3b e 3c, revelando-se um método de facil execucdo e isolamento de
produtos.

Na tabela 3 estdo presentes os dados fisicos e espectroscopicos das indocarbocianinas
sintetizadas pelo método referido. Verifica-se que as indocarbocianinas sintetizadas
apresentam pontos de fusao relativamente baixos, e como apresentam uma diferenca de 2 ou
3 °C verifica-se que estes compostos apresentam elevada pureza.

Na analise dos espectros no UV/ visivel em etanol, verificaram-se bandas tipicas de
cianinas, bem definidas a 552 nm para a indocarbocianina 3a e 3b. Estas duas cianinas
apresentam o mesmo valor de Anax Uma vez que a tém estrutura semelhante, ja que o que
varia é apenas o comprimento da cadeia alquilica, facto que nao interfere no valor de Anay.
Para a indocarbocianina 3c o valor de A, € de 591 nm, apresentando um valor mais alto
uma vez que contém na sua constituicdo mais um anel aromatico.

Os espectros de IV das 3 cianinas apresentam uma banda forte a 1557 cm™ referente &
banda de deformacéo axial da ligacdo C=C correspondente ao anel aromatico caracteristico
das cianinas. Apresentam bandas a 1707cm™ na indocarbocianina 3b, e 1727 c¢cm™ nas
indocarbocianinas 3a e 3c correspondentes a deformacao axial C=0 do grupo carboxilico.
Verifica-se ainda bandas a 2852 cm™ e 2926 cm™ para a indocarbocianina 3a, a 2852 cm™ e
2925 cm' para a indocarbocianina 3b, e a 2929 cm™ e 2969 cm™ para a indocarbocianina 3c,
bandas estas de deformacé&o axial referentes a ligacées C-H presentes na cadeia alquilica.

Para realizacdo dos espectros de RMN 'H e de RMN 'C utilizou-se como solvente
DMSO-ds, e a atribuicao dos picos baseou-se em valores tabelados pré-definidos e para
identificacao dos protdes e carbonos utilizou-se a nomenclatura pela IUPAC [59-62].

Relativamente a analise dos espectros de RMN 'H observa-se a presenca de trés zonas
caracteristicas das cianinas. Em campos mais altos (1-5 ppm) esta presente a zona alifatica,
ja numa zona intermédia encontra-se a zona vinilica (4,5-7,5 ppm) e em campos mais baixos
encontra-se a zona dos grupos aromaticos e heteroaromaticos (6-9ppm) [59-61]. A
indocarbocianina 3a apresenta todos os sinais esperados. No que respeita aos protoes dos
grupos CH, referentes a cadeia alquilica e CH; encontram-se entre 1,68 e 1,72 ppm. Ja a 2,30

ppm encontram-se os do grupo CH,COOH, enquanto o grupo NCH, apresenta-se a 4,13 ppm.
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Os protdes referentes aos grupos aromaticos encontram-se entre 7,30 e 7,64. Relativamente
aos protoes do a-CH encontram-se a 6,57, enquanto os protoes referentes ao B-CH estao a
8,35.

0 espectro de RMN 'H da indocarbocianina 3b apresenta todos os sinais esperados.
No que respeita aos protdes dos grupos CH, referentes a cadeia alquilica encontram-se entre
1,20 e 1,47 ppm. Verifica-se um multipleto a 1,68-1,75 ppm referente aos protées do grupo
CHs; e CH,. A 2,14 ppm encontra-se o grupo CH,COOH. Ja o grupo NCH, apresenta-se a 4,13
ppm. Os protdes referentes aos grupos aromaticos encontram-se entre 7,29 e 7,64.
Relativamente aos protdes do a-CH encontram-se a 6,57, enquanto os protoes referentes ao
B-CH estao a 8,37.

A indocarbocianina 3c apresenta todos os sinais esperados. No que respeita aos
protdes dos grupos CH, referentes a cadeia alquilica encontram-se entre 1,17 e 1,48 ppm
assim como entre 1,71 e 1,80 ppm. Verifica-se um multipleto a 2,0 ppm referente aos protoes
do grupo CHs A 2,23 ppm encontra-se o grupo CH,COOH. Ja o grupo NCH, apresenta-se a 4,28
ppm. Os protdes referentes aos grupos aromaticos encontram-se entre 7,54 e 8,30.
Relativamente aos protdes do a-CH encontram-se a 6,65, enquanto os protoes referentes ao
B-CH estdo a 8,58. Verifica-se um aumento dos valores de ppm em relacao a indocarbocianina
3b uma vez que este composto tem mais um anel aromatico na posicao 5.

Nos espectros de RMN "C existe também a presenca de uma zona alifatica (0-60
ppm), de uma zona vinilica (100-150 ppm), de uma zona de carbonos aromaticos e
heteroaromaticos (100-165 ppm) e verifica-se também o carbono quaternario na zona dos 150
a 180 ppm e o grupo carboxilico encontra-se também nessa zona, uma vez que as
indocarbocianinas apresentam grupos carboxilicos na sua constituicao.

A indocarbocianina 3a apresenta todos os sinais esperados. No que se refere aos
carbonos dos grupos CH, respeitantes a cadeia alquilica encontram-se entre 21,5 e 43,3 ppm.
A 27,2 ppm encontra-se o grupo CH;. Ja os carbonos quaternarios referentes aos grupos
aromaticos estdo presentes a 140,6 e 141,8, enquanto o carbono quaternario da posicao 3
esta presente a 51,0ppm. Ja os carbonos quaternarios referentes ao grupo carboxilico
verificam-se a 174,2 ppm e o 2-C encontra-se a 173,1 ppm. Os carbonos CH estao presentes
entre 111,3 e 128,4 ppm. Os carbonos referentes a a-CH e B-CH estao presentes a 102,3 e
149,7 ppm respectivamente.

A indocarbocianina 3b apresenta todos os sinais esperados. No que se refere aos
carbonos dos grupos CH, respeitantes a cadeia alquilica entre 24,2 e 33,5 ppm. A 27,1 ppm
encontra-se o grupo CH;. Ja os carbonos quaternarios referentes aos grupos aromaticos estao
presentes a 140,5 e 141,8, enquanto o carbono quaternario da posicao 3 esta presente a
50,5ppm. Ja os carbonos quaternarios referentes ao grupo carboxilico verificam-se a 174,5
ppm e o 2-C encontra-se a 173,2 e ppm. Os carbonos CH estao presentes entre 111,3 e 130,4
ppm. Os carbonos referentes a o-CH e B-CH estdao presentes a 102,3 e 149,5 ppm

respectivamente.
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A indocarbocianina 3c apresenta todos os sinais esperados. No que se refere aos
carbonos dos grupos CH, da cadeia alquilica entre 24,3 e 43,9 ppm. A 27,0 ppm encontra-se o
grupo CH;. Ja os carbonos quaternarios referentes aos grupos aromaticos estdao presentes
entre 127,3 e 139,5, enquanto o carbono quaternario da posicao 3 esta presente a 50,5ppm.
Ja os carbonos quaternarios referentes ao grupo carboxilico verificam-se a 175,0 ppm e o 2-C
encontra-se a 173,2 ppm. Os carbonos CH estao presentes entre 111,7 e 130,4 ppm. Os
carbonos referentes a o-CH e B-CH estao presentes a 102,0 e 148,4 ppm respectivamente.

0 método de ligacdo da celulose as cianinas demostrou ser eficaz, uma vez que as
matrizes apresentavam cor, o que significa a presenca de cianina. No entanto para se tentar
quantificar a porcao de indocarbocianinas ligadas a celulose fez-se analise elementar. Esta
técnica baseia-se na quantificacdo dos atomos de azoto, carbono, hidrogénio e enxofre
presentes numa amostra. Tendo em atencao que a celulose ndo tem azoto na sua
constituicdo, esta técnica permite calcular a quantidade de azoto e consequentemente de
cianina presente, verificando-se entdao a quantidade de cianina ligada a celulose [63]. De
acordo com a equacao:

Q- %N (mmolcorante/ g celulose corada)
2,8

Verificou-se para a matriz 4 uma percentagem de azoto 0,45% e nas outras matrizes
nao foi detectavel, o que indica que a quantidade de ligandos era inferior ao limite de
deteccao do método, que é de 0,09%. Assim para a matriz 4 verifica-se um valor de Q de 0,16

nmol corante/ g celulose corada.
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Tabela 3 - Dados fisicos e espectroscopicos das indocarbocianinas sintetizadas.

P.f. A umax RMN RMN
Estrutura n (%) °C) max (cm") H 3¢
(nm) (250MHz, ds-DMSO) 6 ppm (250MHz, ds-DMSO) 6 ppm
1.68-1.72 (m, 20H, 4 x CH, + 4 x CH;),
1557 (C=C arom) 2.30 (t, J = 7.0 Hz, 4H, CH,COOH) 4.13 | 2.3 (CHa), 26.7 (CHy), 27.2 (CHs), 33.0
AN - _ (CH,), 43.3 (CH,), 51.0 (3-C), 102.3 (a-
4 1727 (C=0) (t, J = 6.0 Hz, 4H, NCH,), 6.57 (d, J =
N® | N 95- i CH), 111.3 (CH), 122.3 (CH), 124.9
| | 60 552 | 2852 (CH cadeia alquitica) | 13.0 Hz, 2H, a-CH), 7.30 (t, J = 7.0 Hz,
(CHY; (CHy); 97 (CH), 128.4 (CH), 140.6 (C), 141.8 (C),
(|300H LI?OOH 2926 (CH cadeia alquilica) ZH; AFH), 7.50 (m; 4H; AFH), 7.64 (d; J 149.7 (B'CH) 173.1 (Z'C) 174.2 (C=O)
= 7.0 Hz, 2H, ArH), 8.35 (t, J = 13.0 Hz, ) ’ ) ’ ) )
1H, B-CH)
3a ’
\
DS 7 1,20-1,47 (m, 28H, CH,), 1.68-1.75 (m 24.2 (CHy), 25.7 (CH,), 27.1 (CHs), 26.7
X ‘li/@ I? \}' X 1557 (C=C arom) 14H, CH, + 4xCH;), 2.14 (t, J = 7.0 Hz, (CHy), 27.1 (CH,), 28.2 (CH,), 28.4
(CHo (CHo 73. 1707 (C=0) 4H, CH,COOH) 4.13 (t, J = 7.0 Hz, 4H, (CH,), 28.4 (CH,), 28.5 (CH,), 28,5
COOH COOH 70 76 552 | 2852 (CH cadeia alquitica) | NCHy), 6.57 (d, J = 13.5 Hz, 2H, a-CH), | (CH), 33.5 (CH,), 48.8 (3-C), 102.3 (a-
3b 2925 (CH cadeia alquitica) | 7-29 (t, J = 7.0 Hz, 2H, ArH), 7.40 (m, CH), 111.3 (CH), 122.2 (CH), 124.9
4H, ArH), 7.64 (d, J = 7.5 Hz, 2H, ArH), | (CH), 128.4 (CH), 140.5 (C), 141.8 (C),
8.37 (t, J = 13.5 Hz, 1H, B-CH) 149.5 (B-CH), 173.7 (2-C), 174.5 (C=0).
1.17-1.48 (m, 28H, CH,), 1.71-1.80 (m, | 24.3 (CH,), 25.9 (CH,), 27.0 (CHs), 27.3
4H, CH,), 2.00 (m, 12H, 4 x CHs), 2.23 (CH,), 28.3 (CH,), 28.6 (CH,), 28.6
N 1557 (C=C arom) (t, J =7.5 Hz, 4H, CH,COOH) 4.28 (t, J (CH,), 28.7 (CH,), 28.7 (CH,), 33.1
(CHy) (ém 100- 1727 (C=0) = 7.5 Hz, 4H, NCH,), 6.65 (d, J = 14.0 (CH,), 43.9 (CH,), 50.5 (3-C), 102.0 (a-
CooH 3 CooH 71 102 591 | 2929 (CH cadeia alquiica) | Hz, 2H, a-CH), 7.54 (t, J = 7.5 Hz, 2H, CH), 111.7 (CH), 122.1 (CH), 125.0
¢ 2969 (CH cadeia alquitica) | ArH), 7.69 (t, J = 8.0 Hz, 2H, ArH), 7.80 | (CH), 127.3 (C), 127.8 (CH), 129.9 (CH),

(d, J = 8.5 Hz, 2H, ArH), 8.10 (t, J = 8.5
Hz, 4H, ArH), 8.30 (d, J = 8.5 Hz, 2H,
ArH), 8.58 (t, J = 14.0 Hz, 1H, B-CH);

130.4 (CH), 131.4 (C), 133.0 (C), 139.5
(C), 148.4 (B-CH), 173.2 (2-C), 175.0
(C=0).
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3.2 Cromatografia de afinidade com indocarbocianinas como

ligandos

O estudo das interaccées de afinidade foi desenvolvido pela realizacao de ensaios
cromatograficos em colunas empacotadas com cada matriz, pretendendo verificar-se a
existéncia de interaccdes entre as proteinas padrdao BSA, a-quimotripsina e lisozima e os
ligandos presentes nas matrizes 1, 2, 3, 4 e 5. Os cromatogramas foram tracados a partir dos
valores de densidade dptica obtidos em cada fraccdo, a c.d.o. de 280nm.

Entre as 5 matrizes varia a estrutura da indocarbocianina imobilizada assim como a
quantidade de ligando usado na preparacao dos suportes. Assim, a matriz 1 contém
indocarbocianina 3b, tal como a matriz 2, sendo que esta ultima foi preparada misturando-se
o dobro quantidade de cianina que a matriz 1. Ja a matriz 3 contém indocarbocianina 3c
como ligando, do mesmo modo que a matriz 4, o que difere é o facto de esta Ultima ter sido
preparada misturando-se o dobro de quantidade de cianina na imobilizacao. A matriz 5
contém indocarbocianina 3a. Deste modo, pretende-se avaliar, ndo s6 as diferencas das
possiveis interaccées entre as proteinas e os ligandos com diferentes estruturas, como
também verificar de que forma a quantidade de cianina homogeneizada na celulose interfere
nas interaccoes proteina/ligando. No que se refere as interaccbes estabelecidas entre o
ligando e as proteinas e, tendo em conta a estrutura cationica das cianinas prevé-se que
estabelecam interaccées idnicas. Como tém na sua constituicdo cadeias alquilicas antecipa-se
também a possibilidade da existéncia de interaccoes hidrofobicas, assim como interaccoes m-
T uma vez que contém dois nlcleos heterociclicos que estado ligados por uma cadeia de
ligacoes duplas conjugadas.

Na Figura10, que se segue, esta representada a constituicdo das matrizes.

Matrizes 1 e 2 Matrizes 3 e 4 Matriz 5

[T fe[e[oTs Tx] e Jufefo s T¥]

oH o H OH OH OH OH H OH OH  OH

o o o o

Figura 10 - Constituicao das matrizes.

O passo inicial para a realizacao da cromatografia de afinidade com os corantes foi
verificar se a concentracao de proteina descrita seria adequada para a realizacao dos ensaios
[49]. Esse estudo foi efectuado em ensaios preliminares, e como se pode verificar na figura 11
A, concentracao 25mg de lisozima/ mL de tampao Tris-HCl 10 mM a pH 8 verifica-se que, para

a matriz 1, existe ligacdo da proteina a matriz, uma vez que uma parte da proteina fica
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ligada. No entanto, a ligacao nao é total, uma vez que existe eluicdo, o que leva a concluir
que existe proteina em excesso para a quantidade de ligandos presente. Assim sendo,
diminuiu-se a concentracado de lisozima inicial para 12,5 mg de proteina/ mL de tampé&o Tris-
HCl 10 mM a pH 8 e, na figura 11 B, pode verificar-se que nas 8 fraccoes recolhidas com
adicao de tampao Tris-HClL 10 mM a pH 8, existe ligacdo da proteina a matriz uma vez que
apenas uma quantidade vestigial de proteina elui. Ja com a adicdo de NaCl 1M verifica-se

eluicdo completa da proteina que se encontrava ligada (fraccao 9).

1,7 - 1 17 - 1
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Figura 11 - Cromatografia de afinidade realizada com a matriz 1. Ligacao: tampao Tris-HCl 10mM a pH
8; Eluicao: tampao Tris-HCl 10 mM com 1 M de NaCl a pH 8. Em A injeccao de 34 pL de lisozima (25 mg/
mL); Em B injeccao de 34 pL de lisozima (12,5 mg/ mL).

Relativamente as matrizes 2, 3, 4 e 5, o comportamento de ligacao da lisozima foi
semelhante, verificando-se que a proteina injectada na concentracao de 25mg/ mL era
excessiva. Realizaram-se também ensaios, no qual se injectou uma concentracao de proteina
intermédia, e verificou-se que para a matriz 4 esta concentracdo seria a mais adequada.
Como poderemos verificar na figura 12 a concentracao de proteina injectada foi de 18,75 mg/

mL no qual se verificou ligacao e posterior eluicao com adicao de NaCl 1 M.

1,7 - 1
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Figura 12 - Cromatografia de afinidade realizada com a matriz 4. Ligacao: tampao Tris-HCl 10mM a pH

8; Eluicao: tampao Tris-HCl 10 mM com 1 M de NaCl a pH 8. Injeccao de 34 pL de lisozima (18,75 mg/
mL).

Os ensaios realizados com a proteina BSA revelaram que esta proteina interage
fortemente com os ligandos, uma vez que nem com a adicao de elevadas concentracoes de
NaCl se promoveu eluicao. Como se pode verificar na figura 13, a BSA estabelece uma forte

interaccao com a matriz 1 promovendo-se a ligacao com a adicao de tampao Tris-HCl 10 mM



a pH 8, verificando-se a eluicdo de uma pequena quantidade de proteina nao significativa,
considerando neste caso que ocorreu ligacao completa. Posteriormente ao adicionar-se NacCl
1M em Tris-HCl 10mM a pH8, verificou-se que a interaccdo se mantém, ndo tendo sido

possivel promover a eluicao da BSA, nestas condicoes.

1,7 A 1
1,5
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Figura 13 - Cromatografia de afinidade realizada com a matriz 1. Ligacao: tampao Tris-HCl 10mM a pH
8; Eluicao: tampao Tris-HCl 10 mM com 1 M de NaCl a pH 8. Injeccao de 34 pL de BSA (12,5 mg/ mL);

Relativamente ao estudo das matrizes 2, 3, 4, e 5 verificou-se que o comportamento
da BSA é muito semelhante, observando-se também com as restantes matrizes interaccoes
fortes que impediram a eluicao da proteina mesmo com a adicao de NaCl 1M.

A proteina a-quimotripsina demonstrou comportamento ligacdo semelhante a
lisozima, como poderemos verificar na figura 14, verificando-se que nas primeiras 8 fraccoes
recolhidas, correspondentes a adicao do tampao de ligacao Tris-HCL, se promoveu a ligacao
da proteina a matriz 1. A eluicdo foi conseguida com posterior adicao de NaCl 1 M,

verificando-se eluicao completa na fraccao 10.

A B
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g1 o] s
5 oo | 106 = s log 2
g 094 P= g 099 35
8 o7 | 1 hs0 S 07 104G
8 054 04 5 £ 05 1 04 5
< 0.3 4 +02 < 03 A 102

014 toeett Ruyoe 01 3—osossoet .o

015 5 10 15 0 013 5 10 150

Fracgoes (mL) Fracgoes (mL)

Figura 14 - Cromatografia de afinidade realizada nas matrizes 1 e 4. Ligacao: tampao Tris-HCl 10 mM a
pH 8; Eluicao: tampao Tris-HCl 10 mM com 1 M de NaCl a pH 8. A refere-se ao ensaio com a matriz 1 -
injeccao de 34 pL de a-quimotripsina (12,5 mg/mL); Em B esta presente a matriz 4 - injeccao de 34 pL

de a quimotripsina (18,75 mg/mL).
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Relativamente as matrizes 2, 3, e 5 o comportamento da a-quimotripsina € muito
semelhante. Quanto ao cromatograma referente a matriz 4 verifica-se um valor de
absorvancia mais elevado na fraccdo 10 do que observado nos ensaios das outras matrizes,
sugerindo a existéncia de uma maior quantidade de ligandos e consequentemente a
possibilidade de ligacao e eluicdo de uma maior quantidade de proteina.

De uma maneira geral os ensaios demonstraram a existéncia de interaccoes entre as 3
proteinas padrdo e as 5 matrizes. Assim, visto que o tampao Tris-HCl 10 mM a pH 8 promove a
ligacdo proteina/ matriz e que, ao injectar-se NaCl 1M em Tris-HCl 10 mM a pH 8, é
promovida a eluicao das proteinas lisozima e a-quimotripsina, variou-se a concentracdo da
solucdo de NaCl na fase movel, para verificar se eventualmente se promovia eluicdo das
proteinas a diferentes concentragdes deste sal.

Assim, realizaram-se ensaios nas 5 matrizes usando concentracdes de NaCl de 0,2M,
0,1M e 10mM. Nestes ensaios verificou-se a eluicdo completa de ambas as proteinas (lisozima
e a-quimotripsina) com NaCl 0,2M e 0,1M. Como se pode verificar na figura 15 para a matriz 1
nao se verificam diferencas no comportamento de eluicao da lisozima (figura 15 - A) e o-

quimotripsina (figura 15 - B). O mesmo se verificou nos ensaios realizados nas restantes

matrizes.
A B
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Figura 15 - Cromatografia de afinidade realizada com a matriz 1. Ligacao: tampao Tris-HCl 10 mM a pH
8; Eluicao: tampao Tris-HCL 10 mM com 0,1 M de NaCl a pH 8. Em A - injeccao de 34 pL de lisozima (12,5
mg/ mL); Em B - injeccao de 34 pL de a-quimotripsina (12,5 mg/ mL).

Uma vez que as duas proteinas em estudo revelaram comportamentos semelhantes
realizaram-se novos ensaios com utilizacao de tampao de eluicao NaCl 10mM em Tris-HCl
10mM a pH 8. Verificou-se mesmo assim, que as duas proteinas se comportavam da mesma
maneira em todas as colunas, como poderemos verificar na figura 16. Deste modo nao se

justificava diminuir ainda mais a concentracao de NaCl.
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Figura 16 - Cromatografia de afinidade realizada com a matriz 1. Ligacao: tampao Tris-HCl 10 mM a pH
8; Eluicao parcial: tampao Tris-HCl 10 mM com 10 mM de NaCl a pH 8; Eluicao parcial: tampao Tris-HCl
10 mM com 1 M de NaCl a pH 8. Em A - injeccao de 34 pL de lisozima (12,5 mg/ mL); Em B - injeccao de
34 pL de a-quimotripsina (12,5 mg/ mL)

Relativamente as restantes colunas, o comportamento da lisozima e a-quimotripsina
foi semelhante. Deste modo verificou-se que as diferencas na forca ionica ndo surtiram o
efeito esperado, ndo sendo possivel separar as 3 proteinas em diferentes concentracoes de
NacCl.

Portanto, tendo em conta os resultados obtidos nesta abordagem, verifica-se que
existem interaccdes ionicas entre as proteinas e as matrizes. No entanto seria esperado
encontrar algumas diferencas de eluicdo das proteinas nas diferentes matrizes, e serem
estabelecidas outras interaccdes, isso ndao aconteceu talvez devido a quantidade reduzida de
ligandos existente nas matrizes. Assim, sabendo a partida que as interaccdes ionicas poderao
estar envolvidas na retencdo das proteinas a estas matrizes, tentou-se outra abordagem de
eluicao para tentar separar as trés proteinas, uma vez que se mantém dois problemas, o
primeiro vem do facto de a BSA ligar tao fortemente que nao se obteve eluicdo com elevadas
concentracoes de NaCl, e o segundo, que se prende ao facto de a lisozima e a-quimotripsina
eluirem nas mesmas concentracoes de NaCl.

Seguiu-se entao a abordagem de variar o valor de pH ( 4, 5, 6 e 7) das solucoes
tampao, tentando deste modo a separacdo, uma vez que as proteinas tém pontos
isoeléctricos diferentes. Assim, a BSA que apresenta um ponto isoeléctrico de 4,7, estara
carregada negativamente nas condicdes de eluicao utilizadas (pH 8), sendo que a lisozima e a
a-quimotripsina apresentam pontos isoeléctricos 8,7 e 11,0-11,2 respectivamente, estando
carregadas positivamente a pH 8 [49].

Os ensaios cromatograficos realizados para estudo do comportamento das proteinas a
pH 4, basearam-se na aplicacao do tampao de ligacao Tris-HCl 10mM a pH 8, e como tampao
de eluicao o tampao acetato (NaOAc) 10mM a pH 4. Relativamente a BSA, e na etapa de
eluicdo, como o pH é mais baixo que o seu ponto isoeléctrico, a proteina passa a estar
carregada positivamente, o que desfavorece a interaccao ligando/proteina, sendo entao de

esperar que a proteina eluisse. No entanto verificou-se que nem a pH 4 se conseguiria eluicao
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da BSA. Como poderemos verificar na figura 17, a BSA estabelece uma ligacao muito forte
com os ligandos da matriz 1, sendo que o mesmo acontece com as outras matrizes. Deste

modo esta abordagem nao permitiu a eluicao da BSA.
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Figura 17 - Cromatografia de afinidade realizada com a matriz 1. Ligacao: tampao Tris-HCl 10mM a pH
8; Eluicao: tampao acetato 10mM a pH4. Injeccao de 34 pL de BSA (12,5 mg/ mL).

Uma vez que as proteinas lisozima e a-quimotripsina apresentam pontos
isoeléctricos diferentes, e supondo que estas se encontram carregadas positivamente a pH
acido desfavorecendo a interaccao ligando/ proteina, procedeu-se ao estudo de variacao de
pH para tentar eluir estas proteinas a valores de pH diferentes. Verificou-se que com adicao
tampao Tris-HCl 10mM a pH8 era promovida ligacao das proteinas a matriz 1, e que apos
adicdo de tampao NaOAc 10mM a pH 4 era promovida a eluicao total das proteinas lisozima
(em A) e a-quimotripsina (em B), como se pode verificar na figura 18, tendo portanto as duas

proteinas um comportamento de interaccao semelhante relativamente aos ligandos presentes

na matriz 1.
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Figura 18 - Cromatografia de afinidade realizada em colunas descartaveis com a matriz 1. Ligacao:
Tampao Tris-HClL 10mM a pH 8; Eluicao: tampao acetato 10mM a pH4. Em A - injeccao de 34 pL de
lisozima (12,5 mg/ mL); Em B - injeccao de 34 pL de a-quimotripsina (12,5 mg/ mL).

Relativamente as restantes matrizes, verificou-se que a lisozima e a-quimotripsina
tinham um comportamento semelhante.

Uma vez que nao se verificaram diferencas significativas, seguiu-se com o estudo de
pH e, a pH 5 verificou-se um comportamento semelhante ao anterior, ja a pH 6 e 7 verificou-
se eluicao parcial de ambas as proteinas. Como poderemos verificar na figura 19, no ensaio

referente a pH 7 ocorreu ligacdo das proteinas lisozima (em A) e a-quimotripsina (em B) com
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tampao Tris-HCl 10 mM a pH 8, verificando-se posteriormente eluicao parcial com tampao
Tris-HCl 10 mM a pH 7, tendo a proteina restante que ainda se encontrava ligada a matriz 1
eluido com adicdo do tampao Tris-HCl 10mM a pH 8. O comportamento das proteinas nas

matrizes 2, 3, 4 e 5 foi muito semelhante.
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Figura 19 - Cromatografia de afinidade realizada com a matriz 1. Ligacao: Tampao Tris-HCl 10mM a pH
8; Eluicao parcial: Tris-HCl 10mM a pH 7; Eluicao: Tris-HCl 10mM a pH 8. Em A - injeccao de 34 pL de
lisozima (12,5 mg/ mL); Em B - injeccao de 34 pL de a-quimotripsina (12,5 mg/ mL).

Com a realizacao dos ensaios com os diferentes valores de pH (4-7) verificou-se que a
proteina BSA estabelece ligagdes muito fortes com os ligandos presentes nas matrizes 1, 2, 3,
4 e 5, nao eluindo com adicdo de tampao acetato a pH 4. Seria de esperar que esta eluisse
neste valor de pH, no entanto nao se efectuaram ensaios para pH mais baixo pois poderia
comprometer a estrutura do ligando. Ja relativamente as proteinas lisozima e a-quimotripsina
estas revelaram um comportamento muito semelhante face ao estudo de pH, nao tendo sido
possivel elui-las a pH diferente, provavelmente devido a terem pontos isoeléctricos muito
proximos. Deste modo seguiu-se para uma abordagem hidrofobica, com adicao do sulfato de
amonio 1,5M, para tentar verificar se poderiam favorecer-se as interaccoes hidrofobicas. Até
porque a presenca de anéis aromaticos e cadeias carbonadas nas indocarbocianinas podem
favorecer as interaccoes hidrofébicas com as proteinas. Poderiam até verificar-se diferencas
de eluicdo, uma vez que as indocarbocianinas tém diferentes estruturas.

Na abordagem hidrofébica, utilizou-se como tampao de ligacao Sulfato de amoénio
1,5M a pH 8 e como tampao de eluicao Tris-HCl 10mM a pH8. Como poderemos verificar na
figura 20, a BSA estabelece uma ligacao forte com os ligandos da matriz 1, sendo que o
Sulfato de aménio promove a ligacdo proteina/ ligando. A adicao de Tris-HCl ndo promoveu a

eluicao da proteina. O mesmo se verifica para as restantes matrizes.
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Figura 20 - Cromatografia de afinidade realizada com a matriz 1. Ligacdo: Solucao de Sulfato de amonio
1,5M a pH 8; Eluicao: Tris-HCl 10mM a pH 8. Injeccdo de 34 pL de BSA (12,5 mg proteina/ mL de solugao
de Sulfato de amoénio 1,5M a pH8)

As proteinas lisozima e a-quimotripsina, perante a abordagem hidrofébica revelaram
nao estabelecer interaccoes com os ligandos presentes nas matrizes, isto porque como
poderemos verificar na figura 21, para a matriz 1 verifica-se que ao adicionar-se a solucao de
sulfato de aménio 1,5 M a pH8 nao é promovida a ligacdo da proteina, sendo que as proteinas

lisozima (em A) e a-quimotripsina (em B) eluem imediatamente na fraccao 2.
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Figura 21 - Cromatografia de afinidade realizada com a matriz 1. Ligacdo: Solucao de Sulfato de amonio
1,5M a pH 8; Eluicao: Tris-HCl 10mM a pH 8. Em A - Injeccdo de 34 pL de lisozima (12,5 mg proteina/ mL
de solucao de Sulfato de amoénio 1,5M a pH8); Em B - Injeccao de 34 uL de a-quimotripsina (12,5 mg

proteina/ mL de solucao de Sulfato de amoénio 1,5M a pH8).

Relativamente ao comportamento das proteinas lisozima e a-quimotripsina com os
ligandos presentes nas matrizes 2, 3, 4 e 5, é semelhante, ndo ocorrendo ligacao total com
1,5M de Sulfato de amoénio, o que leva a concluir que estas proteinas interagem mais em
condicoes idnicas do que hidrofobicas.

Portanto, com a realizacdo dos ensaios cromatograficos verificou-se que as proteinas
BSA, lisozima e o-quimotripsina interagem com os ligandos das matrizes 1, 2, 3, 4 e 5,
verificando-se uma interaccao mais forte em condicoes idnicas.

Seria de esperar que se verificassem diferencas de ligacdo e eluicao das proteinas as
matrizes. Relativamente a matriz 1 e 2, uma vez que tém a mesma indocarbocianina como
ligando, seria de esperar que a matriz 2 ligasse maior quantidade de proteina, uma vez que

teoricamente teria uma maior quantidade de ligandos. O mesmo se esperaria das matrizes 3
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e 4. No entanto a Unica matriz que apresentou valores mais elevados de absorvancia foi a
matriz 4, o que indica que continha uma maior quantidade de ligandos, facto comprovado por
analise elementar, na qual apenas esta matriz continha ligandos acima do limite de deteccao.
O facto da quantidade de ligandos imobilizados ser muito reduzida podera ter influenciado os
resultados e podera explicar o facto de nao terem sido obtidos resultados diferentes nas
matrizes.

Poderiam também ter-se verificado diferencas entre as matrizes devido a existéncia
de trés estruturas diferentes, sendo que o ligando das matrizes 1 e 2 apresenta uma cadeia
carbonada com 10 carbonos favorecendo as interaccbes hidrofobicas comparativamente a
matriz 5, que contém uma cadeia carbonada de 4 carbonos. Ja relativamente as matrizes 3 e
4, como na posicao 5 foi introduzido um anel aromatico seria de esperar que favorecesse
também as interaccoes hidrofobicas assim como as m-m.

Como a quantidade de ligandos imobilizados foi reduzida, nao foi possivel verificar
diferencas nas interaccdes das proteinas com as matrizes, ndo sendo possivel estabelecer
condicoes adequadas a separacao das trés proteinas.

Verificou-se que a proteina BSA embora estabeleca interaccoes fortes e ligue as
matrizes nao foi conseguida a sua eluicao, uma vez que esta continuou ligada as matrizes
mesmo em condicdes idnicas, hidrofdbicas ou para diferentes valores de pH. A lisozima e a-
quimotripsina revelaram um comportamento semelhante, eluindo nas mesmas condicdes de
concentracdo de NaCl, pH e concentracao de sulfato de amonio. Apresentam interaccoes de
caracter maioritariamente idnico no entanto, como é promovida a eluicdo com baixas
concentracoes de sal indica que a ligacdo ndo é muito forte, ou entdo a quantidade de

ligandos é reduzida.
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Conclusao

As cianinas marcaram o ramo da fotografia bem como diversas areas que
abrangem aplicacoes biomédicas, e mais recentemente a aplicacdo destas como ligandos em
cromatografia de afinidade.

Pela realizacao deste trabalho de investigacdo, verificou-se que as
indocarbocianinas sintetizadas pelo método do ortoéster revelaram rendimentos aceitaveis,
tendo-se verificado dificuldades no isolamento dos produtos, que foi conseguido com
posterior troca de contra-ido. Apos isolamento das indocarbocianinas foi feita a sua
caracterizacdo e, comparando com os dados tabelados ja existentes comprovou-se a
existéncia das cianinas no estado puro para imobilizacdo na celulose.

0 método de imobilizacdo utilizado, aparentemente revelou-se eficaz uma vez
que o suporte apresentava cor, no entanto apds analise elementar verificou-se que a cianina
ligada a celulose era de pequena quantidade, e para algumas matrizes a cianina presente
estava abaixo do limite de deteccdo do método de analise elementar.

Relativamente a realizacdo da cromatografia de afinidade, usando as
indocarbocianinas como ligandos, foi concluido que as proteinas padrdao BSA, lisozima e a-
quimotripsina estabelecem interac¢ées com os ligandos, maioritariamente de caracter idnico.
A proteina BSA revelou um comportamento diferente perante os ligandos, verificando-se que
esta proteina liga e ndo elui, mesmo fazendo variar as condicées de forca idnica, de pH ou
explorando interaccdes hidrofdbicas. Ja as proteinas lisozima e a-quimotripsina revelaram ter
um comportamento semelhante face aos suportes. Verificou-se que estas estabelecem
interaccoées maioritariamente ionicas com as matrizes. Assim, como as trés proteinas tem um
comportamento semelhante em todas as matrizes, verifica-se que a diferencas estruturais
entre as indocarbocianinas sintetizadas nao revelaram diferencas a nivel de ligacao e eluicao
das proteinas.

Embora o objectivo principal deste trabalho de investigacao nao tenha sido
cumprido na totalidade, uma vez que nao se conseguiu a eluicdo das proteinas em condicoes
diferentes, verificou-se que existe interaccao entre as proteinas e os ligandos.

No futuro poder-se-a sintetizar indocarbocianinas introduzindo outros grupos
funcionais no anel aromatico das cianinas, entre os quais grupos sulfénicos, uma vez que ja
esta descrito na literatura a obtencao de bons resultados com cianinas contendo grupos
sulfénicos na sua constituicdao, ou introduzir grupos carboxilicos ou nitro-. Uma outra
abordagem assenta na possibilidade de utilizacdo de outro método de imobilizacao, para
obtencdo de melhores resultados, uma vez que o método utilizado neste trabalho revelou
imobilizacao de uma quantidade reduzida, quase vestigial de ligandos.

Ja relativamente ao método cromatografico utilizado, poderia utilizar-se outro

tipo de abordagem para tentar eluir as proteinas a diferentes concentracdes, ou entao tentar
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ligar proteinas com outras caracteristicas. Poderia até utilizar-se as indocarbocianinas como
ligandos para separacao de moléculas de DNA, uma vez que estas cianinas tém carga positiva

e o DNA apresenta carga negativa, o que poderia resultar em diversas interaccoes.
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