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Resumo

As terapias baseadas em acidos nucleicos tém tido cada vez mais destaque no tratamento de
diversas doencas, nomeadamente em doencas autoimunes, oncoldgicas e neuro-
degenerativas. No entanto, para a utilizacdo destas biomoléculas é necessario que estas
estejam integras, puras e que mantenham a sua atividade biologica. Os liquidos idnicos (LIs)
sdo um grupo de sais organicos com bastante potencial na purificacao de acidos nucleicos pois
apresentam caracteristicas fisico-quimicas muito proprias e grande versatilidade para
manipular o design do catidao/aniao. Acrescendo a este facto, alguns Lls sao considerados
“green solventes”, tornando-se assim uma alternativa mais ecoldgica aos solventes organicos
normalmente utilizados.

O principal objetivo deste trabalho é investigar a aplicabilidade da cromatografia liquida
preparativa, com recurso a uma matriz macroporosa funcionalizada com liquidos ionicos, na
purificacdo de acidos nucleicos. Para concretizar este objetivo foram extraidos trés tipos
diferentes de amostra (ARN de baixo peso molecular; ADN genomico e ARN de baixo peso
molecular; ADN genomico, ARN ribossomal e ARN de baixo peso molecular) a partir da
Escherichia coli DH5a que foram utilizados em ensaios de ligacao em modo “batch” onde
diferentes liquidos idnicos estavam imobilizados em silica (S-Sil), usada como fase
estacionaria. Com estes ensaios foi possivel avaliar a capacidade dos diferentes tipos de S-Sils
(S-SilPrBenzCl;  S-SilPrMImCL;  S-SilPrNEt3Cl; S-SilPrMet2ButCl; e S-SilPrN(C8)3Cl) para
reconhecer e ligar as diferentes espécies de acidos nucleicos. Estes ensaios foram realizados
repetidamente de modo a ser possivel comprovar a sua reprodutibilidade e resisténcia a
regeneracao.

De uma forma geral os S-Sils demonstraram a possibilidade de promover diversas interacoes,
nomeadamente ionicas e hidrofobicas, com as diferentes espécies de acidos nucleicos, dando,
no entanto, destaque para S-SilPrNEt3Cl e S-SilPrMet2ButCl uma vez que demonstraram ser
ligandos promissores para a aplicacao na purificacao de acidos nucleicos.

Apds os referidos ensaios foi realizada a funcionalizacdo da matriz cromatografica
macroporosa como ligando mais promissor, SilPrNEt3Cl, para a realizacao dos ensaios de
purificacdo de ADN gendmico, ARN ribossomal e ARN de baixo peso molecular. No final, foi
possivel confirmar a separacao das trés espécies de acidos nucleicos num Unico ensaio

cromatografico.
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Abstract

Nucleic acids-based therapies are indispensable products of a modern society to treat several
life-threatening diseases such as cancer, autoimmune, and neurodegenerative diseases.
However, these biomolecules must be obtained with highintegrity, -purity and biologically
active, foreseeing their use as biopharmaceuticals in the (bio)pharmaceutical industry.
Particularly, nucleic acids stability is often hampered by their susceptibility to degradation by
nucleases. In this way, emerge the ionic liquids (IL), which are a group of organic salts that
present a high potential in the stabilization and purification of nucleic acids. This improved
ability results from their specific physical and chemical characteristics, and the large
versatility to manipulate the design of the cation/anion. Furthermore, due to their
oustanding biodegrability and biocompatibility and low toxicity, some ILs can be classified as
green solvents, becoming this way a more ecological and sustainable alternative to the
organic solvents usually applied in the purification process. Therefore, this work s main
objective is to investigate the applicability of macroporous-based matrices functionalized
with ILs fornucleic acids purification, in the context of preparative liquid chromatography. In
order to achieve this objective, three different samples of nucleic acids were extracted (Low
molecular weight RNA; genomic DNA and Low molecular weight RNA; genomic DNA, ribosomal
RNA and Low molecular weight RNA) from the bacteria Escherichia coli DH5a using
appropriate protocols; these samples were then used in binding/elution assays, which were
performed in a “batch” mode using immobillized silicas (S-Sil) with different ionic liquids, as
stationary phases. These assays evaluated the ability of the different types of S-Sils (S-
SilPrBenzCl; S-SilPrMImCL; S-SilPrNEt3CL; S-SilPrMet2ButCl; e S-SilPrN(C8)3Cl) to recognize and
bind the distinct species of nucleic acids. These assays were performed repeatedly in order to
demonstrate their reproducibility and resistance to regeneration. In general, the best results
were obtained with S-SilPrNEt3Cl and S-SilPrMet2ButCl silicas, indicating that NEt3Cl and
Met2ButCl are the most promising ligands for the purification of the different nucleic acids
classes. After the mentioned assays, the macroporous matrix was functionalized with the IL
SilPrNEt3Cl, yielding the matrix MP-SilPNEt3Cl. Then, this chromatographic matrix was used in
purification assays of distinct classes of nucleic acids - genomic DNA, ribosomal RNA and Low
molecular weight RNA -, and the separation of the three different classes of nucleic acids was
achieved. Overall, the chromatographic matrix MP-SilPNEt3Cl may represent an improvement
in the current methodologies used for nucleic acids purification in terms of robustness and

selectivity.
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Capitulo 1- Introducao

1.1 Bioquimica dos acidos nucleicos

Os acidos nucleicos sao macromoléculas constituidas por nucledtidos, que estabelecem
ligacoes fosfodiéster entre si através do acucar e o grupo fosfato de nucleoétidos consecutivos.
Assim, estas unidades monoméricas sao constituidas por uma base azotada - anel
heterociclico de atomos de carbono e azoto; uma pentose - acUcar/monossacarideo formado
por cinco atomos de carbono (ocorrem dois tipos: a desoxirribose e a ribose, dependendo do
acido nucleico); e um grupo fosfato - derivado da molécula do acido ortofosférico (fésforo
com quatro atomos de oxigénio). Relativamente as bases azotadas (Figura 1) estas podem ser
classificadas em dois tipos: purinas - das quais fazem parte a adenina (A) e a guanina (G)
sendo constituidas pela combinacdo de dois anéis de cinco e seis atomos (Figura 2); e
pirimidinas - das quais fazem parte a timina (T), a citosina (C) e o uracilo (U) sendo
constituidas por um anel de seis atomos (Figura 3) [1]. Consoante a sua composicao quimica,
existem dois tipos de acidos nucleicos: acido desoxirribonucleico - ADN e acido ribonucleico -
ARN. Os acidos nucleicos sao dois importantes componentes das células que estao envolvidos
em multiplos processos biologicos, tais como a codificacdo genética, a sintese proteica,

regulacao e expressao de genes.
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Figura 1 - Representacao estrutural dos compostos heterociclicos aromaticos pirimidina e purina.
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Figura 2 - Principais bases puricas. Derivados da purina: adenina (6-aminopurina) e guanina (2-amino-6-
oxipurina).
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Figura 3 - Principais bases pirimidicas. Derivados da pirimidina: citocina (2-oxi-4-aminopirimidina),
timina (5-metil-2,4-dioxipirimidina) e uracilo (2,4-dioxipirimidina).

1.1.1 Acido ribonucleico (ARN)

O acido ribonucleico (ARN) é um biopolimero composto por uma longa cadeia de
ribonucledtidos, que se assemelha ao acido desoxirribonucleico (ADN) uma vez que partilham
as mesmas unidades quimicas. No entanto, existem algumas diferencas fundamentais entre os
dois acidos nucleicos, nomeadamente que no ARN o nucledtido Timina é substituido pelo
nucleotido Uracilo e o ARN apresenta como agulcar a ribose (Figura 4) NOS seus nucleodtidos em
vez da desoxirribose encontrada no ADN. Os dois aguUcares diferem na presenca ou auséncia
de apenas um atomo de oxigénio, isto &, o aclcar do ARN contém um par oxigénio-hidrogénio
ligado ao carbono 2' (grupo 2’-OH), enquanto apenas um atomo de hidrogénio é ligado ao
carbono 2' nos aclcares do ADN. Esta Ultima diferenca faz com que o ARN seja uma molécula
menos estavel pois o seu grupo 2’-OH fica mais suscetivel a clivagem nucleofilica e, por isso,
é facilmente hidrolisado por ides hidroxido [2]. Relativamente a sua concentracao na célula,
esta biomolécula esta presente em quantidades muito mais elevadas que o ADN uma vez que
enquanto o ADN gendmico é igual em todas as células somaticas, pois corresponde sempre ao
genoma haploide, a concentracdo de ARN na célula varia de acordo com a atividade

metabdlica do tecido em causa [3].

D-Ribose

Figura 4 - Representacao estrutural da D-ribose [4].



De uma forma geral, o ARN é uma cadeia simples de nucleotideos, contudo, a cadeia de ARN
pode adquirir diversas estruturas secundarias (Figura 5) consoante a existéncia de
complementaridade entre as suas proprias bases, o que podera facilitar a interacdo com
outras moléculas, como proteinas, uma vez que pode ocultar ou expor determinadas bases da
sequéncia de modo a que haja um reconhecimento mais efetivo [2]. A estrutura secundaria
mais comum é denominada de “hairpin loop”, que consiste numa estrutura dobrada sobre si
mesma em forma de ansa, que resulta do emparelhamento intramolecular dos pares de bases
complementares de uma Unica molécula de ARN, que é estabilizada por pontes de hidrogénio
[5], [6]. As referidas ansas podem ocorrer em diferentes posicoes e em diferentes tipos de
ARN formando assim outro tipo de estruturas secundarias como ansas internas e
protuberancias, o que permite uma enorme variabilidade em termos de interacdes especificas
com proteinas [5]-[7]. O ARN pode ainda assumir estruturas terciarias que contém ambientes
internos com locais de ligacao a ides metalicos para que possam promover reacoes cataliticas.
Assim, as moléculas de ARN, que como as proteinas, podem catalisar importantes reacoes
biologicas, funcionando como enzimas, sao designadas de ribozimas. Esta alta reatividade
quimica proporciona mais instabilidade a biomolécula o que aumenta a sua suscetibilidade a
degradacao [8]. No entanto, esta instabilidade é bastante importante para as células pois
permite que os padroes de sintese proteica sejam alterados rapidamente de modo a dar

resposta as necessidades biologicas [9].
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Figura 5 - Estruturas secundarias que o ARN pode assumir. Onde A - “Hairpin-loop”; B - “Loops”
internos; C - Protuberancia “Bulge”; D - Pseudo-no; E - G-Quadruplex.

Independentemente da funcao bioldgica que os ARNs desempenham, estes sdao sempre
sintetizados através de copias de regides especificas e bem delimitadas do ADN, tendo este
processo o nome de transcricdo. Deste modo, a transcricdo constitui um processo bioguimico
fundamental na formacdo do ARN e os seus mecanismos celulares obedecem a principios
gerais inerentes a estrutura polinucleotidica das cadeias de ADN e ARN. Assim sendo, a

transcricdo de genes eucariotas € mais complexa devido a organizacao supramolecular do ADN



gendmico em cromatina e da sua compartimentalizacao no nlcleo da célula, o que nao existe
nos procariotas [10], [11].

A transcricdo pode considerar-se um processo assimétrico pois apenas uma das cadeias do
ADN molde é transcrita em ARN. Essa mesma cadeia, cuja sequéncia € complementar ao
produto, é designada de cadeia (-) “antisense”, por outro lado, a cadeia de ADN que nao é
transcrita e cuja sequéncia nucleotidica é idéntica a do ARN transcrito designa-se de cadeia
(+) “sense” [10], [11]. A transcricdo ocorre devido a acdo de enzimas designadas de ARN
polimerases. A reacao de sintese de ARN ocorre entre o grupo 3’OH do residuo da ribose do
primeiro nucledtido trifosfato percursor e o grupo 5’fosfato do nucleotido trifosfato seguinte
formando-se uma ligacao fosfodiéster, e dai resultando o crescimento da cadeia de ARN na
direcao 5’°P-3’0OH. Existe uma grande diversidade destas enzimas dependendo do tipo de
organismos. Por exemplo, nos procariotas apenas uma Unica enzima tem a capacidade de
reconhecer os sitios do ADN gendomico correspondentes ao inicio de cada gene e catalisa a
reacao de polimerizacao, por sua vez, nos organismos superiores existe uma maior variedade
de polimerases pois cada classe de genes é reconhecida por um tipo especifico de ARN
polimerase: ARN polimerase |, Il e Il sdo as enzimas responsaveis pela sintese do ARN
ribossomal, ARN mensageiro e ARN de transferéncia respetivamente. Nas células eucarioticas
ainda existe a ARN polimerase mitocondrial IV que transcreve todos os genes que constituem
o genoma mitocondrial [10], [11]. Estas enzimas sdao normalmente constituidas por duas

subunidades de alto peso molecular e varias pequenas subunidades [1].

1.1.2 Diferentes tipos de ARN

Os ARNs estao presentes nas células como produtos de genes que codificam para diferentes
tipos de ARNs e estes, por sua vez, vao desempenhar uma pandplia de funcdes fisiologicas e
biologicas. Existem essencialmente duas grandes classes de ARN: os regulatorios e os

estruturais.

ARNs Regulatérios

Os ARNs de interferéncia sao moléculas efetoras que podem regular a expressao de genes
indesejaveis que se inserem no genoma, nomeadamente genes de virus ou elementos
genéticos internos. Os ARNs de interferéncia sao ARNs de baixo peso molecular que derivam
de cadeias longas de ARNs de dupla cadeia. Uma vez que sao bastante especificos e eficientes
tém sido alvo de intensa investigacdo como elementos fundamentais no desenvolvimento de
uma técnica promissora no silenciamento de genes, sendo que esse silenciamento pode
ocorrer devido a: i) clivagem endonucleotidica dos ARNs mensageiros, ii) repressao da
traducao iii) repressao transcricional pela modificacao do ADN e/ou histonas e por fim, iv)

metilacao do ADN pela modificacao de histonas [10], [12].



Os farmacos baseados em ARNs de interferéncia possuem caracteristicas atrativas em relacao
aos farmacos tradicionais que incluem a sua simplicidade, o alto grau de seguranca, alta
eficacia, possibilidade de serem modificados quimicamente de modo a melhorar os seus perfis
farmacocinéticos e farmacodinamicos e, por fim, a capacidade de promover terapias de longa
duracdo reduzindo assim as despesas em tratamentos médicos. Por todas estas razoes, os
ARNi tornaram-se uma ferramenta bastante poderosa para o estudo da expressao de um gene
alvo e, atualmente, ja foram usados para regular varias vias envolvidas na origem e/ou
progressao de um vasto numero de doencas como as infecdes virais (hepatite C, por
exemplo), doencas metabodlicas, doencas cardiovasculares, doencas autoimunes (lUpus
eritematoso sistémico, artrite reumatoide, esclerose multipla, entre outras) doencas
inflamatorias, doencas neurodegenerativas (doenca de Huntington, doenca de Alzheimer e
doenca de Parkinson), doencas psiquiatricas e ainda diversos tipos de cancro [6]. Fazem parte
dos ARNs de interferéncia: os pequenos ARNs de interferéncia (siARNs), os microARNs
(miARNs) e os piwi-ARNs (piARNs), cujas caracteristicas principais sdo apresentadas na Tabela
1.

Tabela 1 - Resumo das propriedades gerais de ARNs nao-codificantes [13].
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(bp) de acdo Funcées
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Os siARNs provém de sequéncias repetitivas, pares “sense-antisense” ou ainda de percursores

longos de ARN de cadeia dupla desenhados especificamente para silenciar a expressao de



genes alvo [13]. Este tipo de ARN pode ser introduzido exogenamente na célula assumindo
uma forma curta, como por exemplo siARNs sintéticos, ou assumindo a forma de longas
moléculas de ARN de dupla cadeia. Apds a introducao no citoplasma, os ARNs longos de dupla
cadeia sdo reconhecidos e processados por uma combinacdo de proteinas que incluem a
enzima Dicer, a ribonuclease Ill, a TRBP e ainda a PACT acoplada a um ARN de dupla cadeia
curto, com grupos fosfato em ambas as extremidades 5’ juntamente com grupos hidroxilos e
duas saliéncias de nucledtidos nas extremidades 3’ [13]. Apds o seu processamento, o SiARN
consiste numa cadeia “sense” e uma cadeia “antisense” complementar. Este siARN duplex, é
nesta fase, incorporado no complexo RISC onde as cadeias “antisense” complementar e
“sense” sao separadas, sendo esta Ultima subsequentemente degradada pela proteina
Argonaute-2 (AGO2), que é um componente do RISC [13]. Posteriormente a cadeia
“antisense”, que se encontra no complexo RISC, serve de molde para reconhecer uma regiao
complementar da sequéncia de ARNm alvo. A interacdo resultante suprime a expressao
génica, levando a clivagem endonucleotidica do ARNm que desta forma inibe a traducéo para
a proteina correspondente. Apds o processo de silenciamento, os fragmentos existentes de
ARNm s&o libertados e o RISC encontra-se disponivel para se ligar a outro ARNm alvo e iniciar
uma nova clivagem [13].

Como ja foi referido é também possivel silenciar a expressao génica através da introducao
direta de siARNs ou ARNs de dupla cadeia obtidos sinteticamente. Quando os siARNs sintéticos
sdo introduzidos nas células, podem ser reconhecidos diretamente pela maquinaria dos ARNs
de interferéncia sem a necessidade de quaisquer etapas de processamento, o que evita a
reacdo catalisada por Dicer. No entanto, como a meia-vida do siARN é curta, existem
mecanismos para produzir siARN dentro da célula a partir de moléculas percursoras de siARN,
sendo os shARN mais comuns. Estas moléculas sdao geralmente transcritas no nucleo a partir
de um vetor de ADN de expressado externa. Um “hairpin-loop” é formado espontaneamente
devido a regido complementar, pela ARN polimerase Il ou lll. Nesta fase, o transcrito de
shARN é processado pela Drosha, uma endonuclease da RNase Ill, resultando num pré-shARN
que é exportado para o citoplasma onde é reconhecido pela maquinaria do ARNi e é
processado pela Dicer para formar o siARN ativo, sendo posteriormente incorporado no RISC
[13].

Os microARNs sdao uma classe de pequenos ARNs nado codificantes constituidos por 21 a 25
nucledtidos, que atuam como reguladores chave na expressdo génica através de um
mecanismo intracelular altamente conservado que envolve o reconhecimento e controlo da
traducdo de um ARNm especifico [3], [14]. Atualmente, sabe-se que o genoma humano
contém mais de 500 miARNs e cada um deles pode reprimir centenas de genes, regulando
uma diversidade de processos celulares [15]. A capacidade dos miARNs inibirem um ARNm
especifico é uma grande vantagem que tem bastante potencial como uma aplicacao
terapéutica em doencas que tém origem ou estao relacionadas com niveis desregulados de
ARNm e miARN [16].



No nucleo, os pri-miARNs (transcritos de miARNs primarios longos) sao constituidos por varios
pares de bases que contém a sequéncia do miARN maduro e sao transcritos pela ARN
polimerase I, a partir de sequéncias genomicas codificantes de miARN. Apds essa transcricdao
inicial, uma sequéncia comum de aproximadamente 11 nucledtidos é reconhecida e clivada
por um microprocessador complexo, constituido por ribonuclease Ill, Drosha e proteina de
ligacdo ao ARN - DGCRS8, o que leva a formacao de um percursor do miARN em forma de
“hairpin”, designado de pré-miARN, com aproximadamente 70 a 110 nucleotidos. Os referidos
pré-miARNs sdo exportados para o citoplasma pela Exportina-5, sendo este um transporte
nuclear complexo dependente de Ran-GTP. Este transporte atua reconhecendo uma saliéncia
de 2 a 3 pares de bases na extremidade 3’ do pré-miARN [17]. Uma vez no citoplasma, o pré-
miARN é processado e o seu “hairpin” é removido por um complexo que contém a enzima
Dicer- ribonuclease lll, e os seus cofatores - TRBP e PACT. Posteriormente, um miARN maduro
de cadeia dupla (miARN-miARN*), que pode variar no seu comprimento entre os 19 e 25
nucleotidos, é libertado. O mirARN corresponde a cadeia “antisense” e o miARN* a cadeia
“sense” [17], [18]. Apos a remocao via Dicer, os miARNs maduros sdao associados a proteina
Ago, sendo esta um componente central do RISC. Durante a abertura das cadeias, a cadeia
“sense” é libertada e posteriormente direcionada para a clivagem endonucleotidica -
catalisada por Ago2 - enquanto, a cadeia “antisense” é incorporada no RISC para formar o
complexo de silenciamento de miARN - miRISC. Este complexo identifica o ARNm alvo com

base na complementaridade da sequéncia com o ARNm [17].

Existem ainda os recém-descobertos ARNs de interacao piwi - piARN - que possuem 24 a 31
nucleotidos e sao amplamente expressos em diferentes tecidos e tipos celulares, mas em
particular em células da linhagem germinativa de mamiferos. Estes ARNs podem funcionar
como reguladores da expressdao génica em diferentes processos celulares eucarioticos, no
entanto os mecanismos de regulacao da transcricao ainda precisam ser compreendidos. Sabe-
se contudo que a via da biogénese destes ARNs é muito diferente dos miARN e siARN (Figura
6) pois é gerada por vias independentes da Ribonuclease Il (RNAse Ill) e ndo envolvem

precursores de ARNs de dupla cadeia nem da enzima Drosha ou Dicer [10], [19], [13].
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Figura 6 - Vias de silenciamento de ARN e seus componentes essenciais: siARN, miARN e piARN,
adaptado de [13].

ARNs Estruturais

Os ARNs estruturais sdo compostos por trés tipos de ARNs (Tabela 2): ARN ribossomico (ARNr)
80 a 90% do ARN celular, ARN de transferéncia (ARNt) que representa cerca de 10 a 15% do
ARN celular, e o ARN mensageiro (ARNm) que raramente representa mais do que 2% do ARN
total [2].

Os ARNs mensageiros sao responsaveis pelo transporte de informacao genética do ADN para o

citosol, local onde é utilizado como modelo para a sintese proteica. Durante os ultimos anos,



o ARNm tem despoletado interesse como alvo terapéutico uma vez que é o responsavel por
passar a informacao presente no gene podendo assim prevenir-se a traducao de uma
determinada proteina que esteja associada a uma patologia [21]. O ARNm apresenta uma
maior variedade de tamanhos e pode apresentar caracteristicas diferentes consoante o tipo
de células em questdo. Nos procariotas, uma molécula de ARNm pode codificar diversas
proteinas, sendo chamado de policistronico. Relativamente aos eucariotas, o ARNm
transporta informacao para codificar uma Unica proteina [22], [23]. Nas células eucariotas, o
transcrito primario é consideravelmente alterado apds a transcricao, sendo alvo de
modificacdes relativas a protecao da extremidade 5’, a adicdo da cadeia polyA (sequéncia de
40 a 200 nucledtidos de adeninas que se ligam a extremidade da maioria dos ARNsm) na
extremidade 3’ e a remocado dos introes [1], [22], [24]. A primeira modificacdo referida
ocorre devido a incorporacdo de um agente protetor, 7-metil-guanosina, com recurso a uma
ligacao trifosfato a extremidade 5’ do ARNm seguido da metilacao desse terminal de guanina.
Esta incorporacdo ajuda na estabilizacdo do ARNm. Relativamente a segunda modificacdo
referida, a adicdo da cadeia polyA, também ¢é importante para a estabilizacdo dos ARNms e
para o seu transporte do nlcleo para o citosol, no entanto, uma vez no citosol, esta
sequéncia vai sendo reduzida. Relativamente aos intrées, que sao sequéncias do transcrito de
ARNm que nado codificam proteinas, a sua remocao ocorre para se obter o ARNm maturo,
ficando desta forma apenas as sequéncias codificantes, os exdes, que ao serem unidas
formam o ARNm funcional [25]. Nos ultimos anos, o potencial da molécula de ARNm tem sido
explorado também numa perspetiva terapéutica. Em alternativa as vacinas de ADN, as vacinas
baseadas em ARN mensageiro surgiram como uma abordagem terapéutica no tratamento de
cancros e doencas infeciosas com foco em imunoterapias pois os antigénios codificados pelos
ARNm sdo capazes de estimular todos os efetores da resposta imune adaptativa. Além disso,
as moléculas de ARNm apresentam diversas vantagens como a sua alta viabilidade, seguranca
e eficacia. Esta nova abordagem terapéutica apresenta caracteristicas adicionais de
seguranca bastante importantes uma vez que nao se integram no genoma nem induzem a
formacao de auto-anticorpos. Outra vantagem é o facto dos ARNm produzidos in vitro serem
faceis de produzir em grandes quantidades e com uma pureza bastante elevada o que facilita
0 processo e garante a sua reprodutibilidade. Este processo de vacinacao pode ser alcancado
por varios métodos de entrega, nomeadamente recorrendo a injecao direta do ARNm, injecdo
do ARNm encapsulado em lipossomas, entrega do ARNm com particulas de ouro ou transfecao
in vitro do ARNm em células seguido de re-injecao das células nos pacientes. Por estes
motivos é facil perceber que o desenvolvimento desta terapéutica é uma area de bastante
interesse para as industrias farmacéuticas e biotecnoldgicas, no entanto apesar das inimeras
opcoes ja existentes apenas alguns medicamentos baseados em ARN estdo a ser utilizados na
pratica clinica. Esta aceitacao lenta pode estar relacionada com alguns problemas que ainda
estdo associados a utilizacdo desta molécula, como a sua baixa estabilidade e fraca

resisténcia a nucleases [6], [26].



O ARN ribossomico € o componente principal do ribossoma e esta envolvido na traducao do
ARNm em proteinas. Nos organismos eucariotas, os ARNs ribossomais sao sintetizados a partir
de um Unico transcrito primario de ARN que apresenta uma dimensao de 45S e cerca de 13kb.
0 referido transcrito é entdo processado em ARNs ribossomais de diferentes dimensdes: 28S,
185, 5.85 e 55, sendo que o primeiro e o terceiro se associam a proteinas ribossomais para
formar a subunidade grande do ribossoma. Por outro lado, o 18S liga-se a outras proteinas
especificas de modo a formar a subunidade pequena do ribossoma. No caso dos organismos
procariotas, os ARNs ribossomais atuam de forma similar, uma vez que também formam as
mesmas subunidades, no entanto sao caracteristicamente mais pequenos [27], [28].

Do ponto de vista funcional, o ribossoma é alvo de muitos agentes antibacterianos
importantes por isso a investigacdo nesta area e nos elementos envolvidos, nomeadamente do
ARNr, é crucial do ponto de vista terapéutico. Diversos antibioticos ligam-se as duas
subunidades ribossomais em locais especificos o que interfere com varios aspetos das suas
funcdes. A estrutura cristalina das referidas subunidades e dos seus componentes em ligacao
com os antibidticos sdo cruciais para interferir nos mecanismos de acdo e seletividade do
farmaco [29], [30]. Neste caso a seletividade é de extrema importancia, ja que o farmaco
devera reconhecer o ribossoma procariotico e interferir com a sua atividade, de forma a
estabelecer-se a acdo do farmaco, mas o ribossoma eucariotico nao devera ser reconhecido,
para que nao ocorra interferéncia na expressao proteica do hospedeiro.

Os ARNs de transferéncia sao os mais pequenos dos trés tipos referidos de ARNs estruturais,
com cerca de 74 a 95 nucleotidos [22]. A funcdo destes é transferir um aminoacido especifico
ativo para uma cadeia polipeptidica em formacdo no ribossoma, durante a traducdo. Para
cada aminoacido existe pelo menos um ARNt especifico [31]. Este tipo de ARNs de
transferéncia é definido como moléculas adaptadoras que traduzem as sequéncias
nucleotidicas do ARNm nas sequéncias de aminoacidos das proteinas. Todos os ARNs de
transferéncia possuem também uma organizacao conformacional em forma de trevo (quatro
ansas) sendo que a ansa designada por anticoddo é a estrutura responsavel pelo
reconhecimento do coddo complementar de uma molécula de ARNm. Esse reconhecimento
ocorre devido a complementaridade dos pares de bases entre as duas sequéncias
trinucleotidicas [31]-[33].
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Tabela 2 - Resumo das propriedades gerais de ARNs estruturais [6].

Classe Tamanho Estrutura Descricao Principais Fungdes
ARNms  Heterogéneo  Cadeia Simples O transcrito primario € Codificar proteinas
processado  pela ARN (transfere informacoes
polimerase e, genéticas
posteriormente, o ARNm é do nicleo para o
traduzido numa proteina. citoplasma, onde esta
informacéao é traduzida
para a proteina
correspondente.
ARNrs ~1.9kb Constituinte dos ARN que participa na
ribossomas  (subunidades traducao de ARNm em
estruturais e cataliticas proteina
dos ribossomas)
ARNts 74-95 Molécula adaptadora com Traducao do ARNm em
nucledtidos uma estrutura em L proteina (transporta os
invertido, sintetizada pelo aminoacidos ativados
processamento nuclear de para o local de
uma molécula precursora; traducdo, ou para o
Serve como a ligacao fisica ribossoma);
entre o ARNm e a
sequéncia de aminoacidos

das proteinas.

1.1.3 Acido Desoxirribonucleico (ADN)

O acido desoxirribonucleico (ADN) contém toda a informacdo genética que define as
caracteristicas hereditarias de cada organismo vivo, além de coordenar o desenvolvimento e
funcionamento de todos os seres vivos e alguns virus. Como mencionado anteriormente, a
pentose existente neste acido nucleico é a desoxirribose (Figura 7), uma vez que o carbono 2
deste aclicar nao contém um atomo de oxigénio. Quase todo o ADN existente nos organismos
procariotas localiza-se num Unico cromossoma, ja nos eucariotas existem inimeras moléculas
de ADN, dependendo do nimero de cromossomas em cada célula. Por esse motivo a maioria
do ADN situa-se no nicleo - ADN genémico - onde se combina com histonas [4], [34]. Os
segmentos de ADN que contém a informacdo genética sdao denominados genes, por sua vez os
restantes segmentos da sequéncia de ADN tém importancia estrutural ou estao envolvidos na

regulacao do uso da informacao genética.
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OH H
Desoxirribose

Figura 7 - Representacao estrutural da D-desoxirribose. Na posicao 2’ a desoxirribose esta desprovida do
atomo de oxigénio existente no grupo hidroxilo da ribose [4].

Sabe-se que o ADN é composto por duas cadeias simples, complementares, apresentando-se
em dupla hélice. Na parte exterior encontram-se ligagoes fosfato-acucar-fosfato que ligam o
atomo de carbono 5’ de uma desoxirribose ao atomo 3’ da desoxirribose adjacente podendo
dizer-se que esta ligacdo tem polaridade. Ja na parte interior da molécula encontram-se as
bases azotadas, que interagem formando os pares de base através das ligacoes de hidrogénio,
estabelecidos entre bases puricas e pirimidicas. Existem ainda interacdes hidrofdbicas e de
van der Waals entre bases empilhadas. Uma vez que cada ligacdo fosfodiéster tem carga
negativa, a suscetibilidade do ADN a hidrolise comparativamente com outros ésteres € menor.
Além disso, a carga negativa do fosfato tem a capacidade de repelir espécies nucleofilicas,
sendo este facto crucial para a manutencao da integridade da informacao armazenada nos
acidos nucleicos [24].

Independentemente do tipo celular, as moléculas de ADN apresentam sempre o mesmo tipo
de mononucleotidos (dAMP, dGMP, dTMP, dCMP), no entanto as proporcdes e sequéncias
destes mononucledtidos variam consoante a espécie bioldgica obedecendo sempre a duas
relacées fundamentais: 1) a soma das bases puricas é igual a das pirimidicas; 2) a proporcao
molar da adenina iguala a da timina enquanto a guanina equivale a citosina [4].

A quantidade do ADN de uma espécie é constante em todo o organismo independentemente
das alteracoes exteriores, do metabolismo celular e das condicbes nutritivas do meio, no
entanto quanto mais complexa € a célula maior é a proporcdo de ADN que contém, por
exemplo, enquanto nos mamiferos cada célula possui cerca de 6x 107 ®mg de ADN, os
moluscos possuem aproximadamente 1.2 x 107®mg. No caso dos eucariotas, as células
haploides tém metade do contelido de ADN das células somaticas (diploides) [4].

Como ja foi referido, o ADN contém a informacao genética necessaria para a sintese dos
produtos bioldgicos funcionais, sejam proteinas ou ARNs sendo desta forma essencial para o
desenvolvimento de todas as formas de vida conhecidas. A maioria das principais doencas tém
um componente genético complexo, onde varios genes “predispostos” contribuem para a
etiologia da doenca, tornando-se importante saber quais sao esses genes de forma a melhorar
a satde humana.

Desde a descoberta da estrutura basica e funcao do genoma humano que a manipulacao de

genes como terapia para cancros e distlrbios genéticos tem sido uma meta importante para a
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investigacao clinica. Um requisito imperativo para a aplicacao terapéutica de qualquer acido
nucleico é a entrega bem-sucedida na célula hospedeira seguido da libertacdo no
compartimento-alvo, citoplasma ou nlcleo caso seja ARN e ADN, respetivamente. Os acidos
nucleicos por si s6 sdao incapazes de induzir efeito terapéutico relevante quando
administrados sistemicamente in vivo pois sao facilmente degradados por nucleases, existindo
assim a necessidade de um vetor que melhore a superacédo das barreiras biologicas garantindo
a estabilidade num ambiente extracelular, interacdo com a superficie celular e absorcdo
celular, libertacao de vesiculas endossomais e lisossomais e ainda desintegracao do vetor

seguido de translocacdo do ADN para o nicleo quando necessario [35].

1.2 Métodos de Obtencao de ARN

Durante muitos anos, o ARN passou despercebido sendo considerado apenas um intermediario
no fluxo de informacéo entre o ADN e as proteinas, no entanto, nos dias de hoje sabe-se que
este desempenha diversas funcoes celulares e é responsavel por uma infinidade de processos
bioldgicos essenciais, o que tem elevado a sua importancia terapéutica. Portanto, ndo é
necessario apenas conseguir produzir grandes quantidades desta biomolécula mas também
obter e preservar a sua boa qualidade e atividade biologica, atendendo a potencial aplicacao
[13], [36].

Atualmente, as principais metodologias disponiveis para obter moléculas de ARN sdo a sintese
quimica, sintese enzimatica e a producdo recombinante. A sintese quimica é normalmente
usada para a producao de oligorribonucleodtidos curtos (< 50 nucledtidos). Este método
requer a protecao dos grupos hidroxilo 5’ e 2’ e reacdes sequenciais de desprotecao-ligacao-
oxidacao que permitem modificar cada grupo em separado para posteriormente serem
adicionados elementos especificos na sequéncia. Paralelamente as reacdes de sintese sao
incluidas modificacoes quimicas as moléculas de ARN que tém como objetivo proporcionar-lhe
uma maior estabilidade e afinidade. Apesar destas modificacdes permitirem um
melhoramento farmacocinético podem comprometer a dinamica estrutural, a atividade
bioldgica e os perfis de seguranca tornando-se assim uma desvantagem. Para além disso, os
solventes necessarios a sua realizagao e o alto custo de producdo também sao fatores menos
positivos associados a este método [36]-[38]. Por sua vez, a sintese enzimatica tem sido
utilizada para produzir cadeias simples de ARN com a utilizacdo da ARN polimerase. Este
método apresenta como vantagem a sua simplicidade e versatilidade uma vez que consiste na
producao de ARN com recurso a transcricdo “in vitro”, usando como molde uma sequéncia
linear de ADN, produtos de PCR ou oligonucledtidos sintetizados de forma especifica. No
entanto também apresenta desvantagens uma vez que a correta aplicacdo da ARN polimerase
pode ser posta em causa se a referida enzima nao identificar o promotor para a transcricao
levando a que o processo ocorra de forma nao reprodutivel [37], [39], [40]. Por fim, a

reproducao recombinante é considerada como o método mais rentavel uma vez que é possivel
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eliminar contaminantes e possiveis agentes de degradacdo do ARN que estdo presentes nos
métodos mencionados anteriormente [39]. Para a realizacao deste método tém sido utilizados
hospedeiros procariotas, transformados com plasmideos previamente desenhados de forma a
produzir o ARN de interesse durante a etapa de crescimento do sistema hospedeiro [41].

Apds a producdo do ARN é imprescindivel garantir os melhores métodos para que a
biomolécula de interesse se mantenha com qualidade, ou seja, ndo se degrade e mantenha as
suas funcbes para posterior aplicacdo. Sabe-se que o ARN é quimica e biologicamente mais
labil que o ADN, principalmente a temperaturas elevadas e na presenca de pH alcalino [42].
Para além disso, esta biomolécula tem também um tempo de meia vida muito curto e a
presenca das enzimas que catalisam a degradacao do ARN (RNAses) em praticamente todo o
lado (tais como amostras bioldgicas, tampdes aquosos, no laboratorio e ainda no proprio
operador) sao uma preocupacao constante pois comprometem a sua integridade. Portanto,
um dos grandes cuidados quando se pretende purificar o ARN é o ajuste de todas as condicdes
de trabalho, certificando-se sempre que todos os materiais de vidro, plasticos, instrumentos e
reagentes estejam lives de RNAses para deste modo poder garantir a sua estabilidade
estrutural e funcional e, assim, manter a sua atividade biologica [13], [36].

Devido a sua facil degradacado, consequéncia de uma estrutura quimica peculiar, os processos
de isolamento e purificacao ainda sdo etapas bastante criticas que podem comprometer a sua
integridade e atividade biologica. Além disso, existe também a necessidade de maximizar o
rendimento de recuperacdo, ou seja, remover contaminantes indesejaveis, minimizar a
transferéncia de amostra e, ainda evitar ligacdes nao especificas a contaminantes. Desta
forma, a qualidade e quantidade das amostras de ARN sao as principais preocupacoes, pois
quando uma destas esta comprometida ha a possibilidade de restricdo ao sucesso de diversos
procedimentos baseados em ARN em ensaios clinicos [36]. De uma forma geral, os protocolos
para o isolamento do ARN iniciam-se com a lise celular que ocorre devido a utilizacdo de
tampdes que se dividem em duas categorias: os agentes caotropicos que rompem a membrana
plasmatica e os organelos sub-celulares e ainda inativam as RNAses (sais de guanidina, N-
laurilsarcosina (sarcosyl), ureia, fenol, cloroféormico, entre outros); e os tampdes que
solubilizam gentilmente a membrana plasmatica enquanto mantém a integridade nuclear
[43]. Os restos celulares resultantes sao posteriormente removidos por centrifugacao
diferencial. Em 1987 foi descrito um método para o isolamento e purificacdo do ARN através
do tratamento das células com tiocianato de guanidina. Neste procedimento o ARN é isolado
através da adicao de sais de guanidina e posterior adicao de cloroférmio para facilitar a
compartimentacao do material aquoso e organico, sendo que o ARN fica retido na fase aquosa
e o ADN e as proteinas sdao repartidos entre a fase organica e a interface formada. De
seguida, o ARN é recuperado por precipitacdo com isopropanol e recolhido por centrifugacdo
[44]. Existem outros procedimentos para o isolamento de ARN, nomeadamente os que estao
presentes em diversos kits comerciais mas estes nao sao amplamente utilizados devido ao seu

elevado custo e ao facto de nao superarem a simplicidade da precipitacao [42].
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1.3 Meétodos de Obtencao de ADN

Uma técnica amplamente usada para obtencdo de ADN é a tecnologia de ADN recombinante.
E um método relativamente recente (inicio dos anos 80) mas desde a sua criacdo foi
responsavel por um aumento da compreensao da base molecular das patologias genéticas
humanas. O objetivo desta técnica é introduzir um gene de um organismo numa célula
hospedeira onde ele possa ser perpetuado [45].

Primeiramente comeca-se por clivar o fragmento de ADN que contém o gene de interesse,
recorrendo as enzimas de restricdo. Posteriormente o vetor onde esses fragmentos vao ser
inseridos é clivado pela mesma enzima de restricdo, de seguida é utilizada uma enzima
chamada de ligase que une os fragmentos de ADN ao vetor previamente clivado obtendo-se
uma molécula de ADN recombinante que é inserida numa célula hospedeira. Normalmente
cada célula hospedeira recebe apenas uma molécula de ADN recombinante, no entanto a
eficiéncia de absorcao dessas moléculas é muito baixa e por isso as células hospedeiras que
incorporaram o ADN alvo devem ser identificadas e separadas das que nao o fizeram através
da utilizacdo de um meio seletivo onde apenas as células que possuem o ADN recombinante

consigam crescer (figura 8) [45].
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Figura 8 - Representacao esquematica da clonagem de ADN.

Apds a producao do ADN é necessaria a sua extracao, que consiste no processo pelo qual esta
biomolécula é separada do meio de amostra. Isso € normalmente obtido usando métodos
fisicos e quimicos para lisar células e separar o ADN de quaisquer contaminantes ou
substancias inibitorias associadas ao material da amostra.

Apesar de na tecnologia de ADN recombinante o ADN estar presente em células hospedeiras,
existem diversas fontes de ADN e de onde ele pode ser extraido o que vai influenciar o modo
como essa extracao acontece. Existe uma variedade de kits comerciais para esse efeito que
sao escolhidos tendo em conta o local e o Taxén de onde se ira extrair como por exemplo o
DNeasy PowerSoil® e PowerMax® sao utilizados para extracdo de DNA do solo, sedimentos e
fezes, o DNeasy PowerSoil® para extracao de DNA do tecido vegetal, o DNeasy Sangue e
Tecidos para extracao de DNA de tecido animal e de macroorganismos em agua e gelo, por
sua vez o DNeasy PowerWater® é utilizado para extracao de DNA de microorganismos em

agua e gelo (figura 9 e 10) [46].
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Figura 9 - Kits de extracao de ADN e métodos usados para diferentes locais onde a amostra pode estar

presente.
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Figura 10 - Kits de extracao de ADN e métodos utilizados em estudos focados na analise de ADN
ambiental originario de diferentes taxas.

No entanto, apesar da maioria dos kits existentes serem consideravelmente eficazes, também
apresentam diversas desvantagens que sao comuns a todos eles, tais como o seu elevado
custo e o facto de necessitarem de protocolos por vezes demorados e complexos. Assim
sendo, continua a ser necessario a otimizacdo de um método que permita obter ADN livre de

impurezas de forma barata, rapida e eficaz.
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1.4 Cromatografia como método de purificacao

Apesar de todas as técnicas referidas de isolamento apresentarem resultados satisfatorios
ainda apresentam diversas limitacoes existindo assim a necessidade de implementar novos
métodos de purificacdo que sejam capazes de melhorar a qualidade do ARN de forma a que
este possa atender as exigéncias regulatorias [36]. Para além das estratégias referidas, nos
Ultimos anos a cromatografia tem sido explorada para superar os crescentes desafios na
purificacdo do ARN, nomeadamente a cromatografia de afinidade baseada em aminoacidos,
que foi bastante explorada pelo nosso grupo de investigacao [13], [38], [47]-[52], tendo sido
descrita como uma abordagem eficaz para a purificacdo de acidos nucleicos.

A cromatografia pode definir-se como o processo de separacao efetuado pela distribuicao dos
componentes de uma mistura em duas fases, uma fase estacionaria e uma fase moével. A
cromatografia permite através de um Unico passo separar componentes de uma mistura e
ainda ter uma estimativa da sua quantidade tornando-a assim, na técnica mais poderosa e
versatil. A vantagem de as moléculas presentes na amostra apresentarem diferentes
propriedades fisicas e quimicas faz com que se distribuam diferencialmente entre as duas
fases e como tal, os componentes preferencialmente mantidos na fase estacionaria sao
retidos mais tempo no sistema do que aqueles que sdo distribuidos seletivamente na fase
movel. Como consequéncia, os solutos sdao eluidos do sistema de acordo com os seus
coeficientes de distribuicdo em relacao a fase estacionaria [53], [54].

Um processo cromatografico, de uma forma geral, ocorre em cinco etapas: 1) Equilibrio das
fases, de forma a ajustar as fases movel e estacionaria as condicoes de ligacdo; 2) Aplicacao
da amostra; 3) Lavagem ou remocdo do material que ndo liga; 4) Eluicido da biomolécula
através da alteracdo da composicdo da fase movel; e, por fim, 5) Regeneracdo da coluna,
onde ocorre a eluicdo total e lavagem das impurezas da fase estacionaria [54]. Como ja foi
referido, todas as cromatografias sao realizadas recorrendo a uma fase movel e uma fase
estacionaria, portanto a classificacdo primaria desta técnica é baseada na natureza fisica

destes componentes (Tabela 3) e do principio de separacao.
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Tabela 3 - Classificacao primaria da cromatografia com base na natureza fisica da fase movel.

Fase Movel Fase Estacionaria

Gas Liquida
Cromatografia Gasosa Cromatografia Gasosa-Liquida

Solida
Cromatografia Gasosa-Sélida

Liquida Liquida
Cromatografia Liquida Cromatografia Liquida-Liquida

Solida

Cromatografia Liquida-Soélida

Através de uma escolha adequada do tipo de cromatografia conseguem-se separacoes efetivas
de moléculas mesmo que estas apresentem grandes homologias. Esta flexibilidade permitiu o
avanco da tecnologia cromatografica o que se traduz em constantes inovacdes em termos de
colunas o que leva a uma melhor resolucao, robustez, elevada capacidade e estabilidade
fisica.

Apesar de nem sempre ter sido assim, nos dias de hoje a cromatografia é reconhecida como
um método de separacdo bastante eficaz no que diz respeito a sua resolucao e versatilidade.
Também é reconhecido que o seu poder de resolucdo é superior a centrifugacdo e
ultracentrifugacdo e, que é capaz de efetuar isolamentos em larga escala [55]. Pode
considerar-se que a cromatografia é apropriada para praticamente todas as situacdes de
separacao em biotecnologia e pode ser dividida em cromatografia de particao e cromatografia
de adsorcdo. Na primeira, a fase estacionaria pode ser um solvente, um liquido, um sélido
imobilizado como papel ou ainda uma matriz em gel, e as interacdes especificas entre as
moléculas a serem separadas e as fases estacionarias sao infimas. Por outro lado, no segundo
tipo de cromatografia referido, a fase estacionaria compreende numa matriz granular fina ou
em esferas que por sua vez é empacotada numa coluna e equilibrada com um tampéao e a
amostra é adicionada ao topo dessa mesma coluna onde a sua difusao é permitida. Desta
forma, a amostra entra em contacto com as particulas da matriz e estabelecem-se interacoes
distintas com o tampao e com a matriz o que leva a um fracionamento das varias espécies

presentes na amostra [56].
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1.4.1 Tipos de Cromatografia

Uma grande vantagem da cromatografia € o facto de poder explorar diferentes tipos de
interacOes entre as duas fases existentes, o que faz com que existam quatro tipos principais
de técnicas cromatograficas que exploram determinada caracteristica especifica da

biomolécula de interesse: tamanho, carga, hidrofobicidade, entre outras.

Cromatografia de Interacao Hidrofébica

Este método cromatografico é baseado na agregacdao de moléculas ndo polares quando
expostas a um solvente polar, ou seja, este método esta relacionado com o efeito hidrofobico
como fator de grande importancia e fundamental na estrutura e estabilidade das
biomoléculas. Desta forma, a molécula apolar fica rodeada pelas moléculas polares do
solvente diminuindo assim a entropia. Para diminuir o decréscimo entrépico as moléculas
apolares tendem a diminuir a superficie de contacto. A fase estacionaria é normalmente um
material inerte, modificado com grupos hidrofdbicos funcionais, tais como o etil, propril,
hexil, octil e fenil. A amostra pode ser aplicada a coluna com um tampao que favoreca a
exposicao de regides hidrofobicas, como por exemplo o sulfato de amonio, o que leva ao
estabelecimento de interacdes hidrofébicas entre a biomolécula e a fase estacionaria. A
eluicdo, por sua vez, é promovida pela aplicacdo de um tampao com efeito contrario,
normalmente diminuindo a concentracdo de sal e consequentemente a forca ionica, o que
limita a exposicao de regides hidrofobicas, bloqueando a interacao com a fase estacionaria, o
que conduz a eluicdo das moléculas anteriormente retidas [57], [58],[56], [59].

0 facto de ser necessaria uma elevada concentracao de sal € uma desvantagem desta técnica,
nomeadamente em aplicacbes na industria, uma vez que esta caracteristica esta associada a
maiores custos, assim como um maior impacto ambiental [58]. No entanto, esta técnica
continua a ser usada uma vez que o dano causado as biomoléculas é bastante baixo e a sua
atividade biolégica permanece intacta uma vez que as interagdes estabelecidas sdao mais
fracas que noutras técnicas cromatograficas [57].

No caso dos acidos nucleicos, a sua separacdo € conseguida devido as diferencas de
hidrofobicidade entre o ADN plasmidico, os ARNs de cadeia simples e endotoxinas. Assim
sendo o tamanho, a composicao e a estrutura dos acidos nucleicos sao o que mais influenciam

a sua retencdo aquando a utilizacdo desta técnica [58].

Cromatografia de Exclusao Molecular

A cromatografia de exclusao molecular separa os componentes de um lisado com base nos
seus tamanhos. Devido a imensa diversidade de tamanhos que as espécies de acidos nucleicos
podem apresentar, a sua capacidade de resolucdo € baixa, podendo portanto ser utilizada de

forma mais eficiente na separacao de amostras menos complexas [58].
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A fase estacionaria consiste numa rede de poros de tamanho controlado, onde as moléculas,
cujas dimensdes nao ultrapassam o tamanho maximo do poro, conseguem entrar. Quando a
amostra é injetada na matriz, as moléculas de maiores dimensdes sao as primeiras a eluir
seguidas pelas moléculas de menores dimensdes uma vez que estas conseguem entrar nos
poros e, por isso, percorrem um caminho mais longo o que resulta nhum maior tempo de
retencao. Desta forma, as moléculas sdo eluidas por ordem decrescente do seu tamanho
molecular [57], [59], [60]. A cromatografia de exclusao molecular pode ser usada para
separar espécies com pesos moleculares entre os 10% e 10° Daltons [54].

Esta técnica cromatografica € bastante utilizada na separacao de acidos nucleicos uma vez
que as moléculas de alto peso molecular como o ADN gendmico, ADN plasmidico e ADN
complementar eluem perto do limite de exclusao da matriz, ja as moléculas de baixo peso
molecular, tais como ARN, proteinas e endotoxinas, apresentam uma retencao muito maior na
matriz. Para além deste facto, esta técnica permite que o tampao utilizado seja substituido
por uma solucao ou por um tampao de armazenamento, 0 que permite um controlo rigoroso
relativamente a pequenas quantidades de contaminantes que possam ser introduzidas durante
o processo. No entanto, esta técnica ndao é muito eficaz na separacdo de ARN presente em

amostras complexas e induz a diluicao da mesma [57].

Cromatografia de Troca l6nica

Esta técnica cromatografica separa as biomoléculas com base nas interacdes electroestaticas
que se estabelecem entre os grupos funcionais carregados das moléculas alvo e as cargas
presentes nos ligandos da fase estacionaria. Esta interacao é reversivel pois ao utilizar-se um
contra-ido na fase movel este vai competir com a molécula ligada a fase estacionaria e deste
modo ocorrera a separacdo das biomoléculas de acordo com a intensidade das interacdes.
Quando a amostra € injetada no suporte, as moléculas que tém a mesma carga que a fase
estacionaria ou as que nao apresentam carga, eluem de imediato, posteriormente e ap6s um
aumento gradual da concentracdo do contra-ido na fase movel ou alterando o pH, as
moléculas que interagem com a fase estacionaria sdo eluidas por ordem crescente de
intensidade de interacao [57], [58], [61].

Existem duas possibilidades de operacdo na cromatografia de troca ionica: a troca anionica
caso a fase estacionaria possua carga positiva e a molécula e o contra-ido tenham carga
negativa, ou caso se verifique o oposto, ou seja, a fase estacionaria possua carga negativa e a
molécula e o contra-ido possuam carga positiva designa-se por troca cationica [58].

A utilizacao desta técnica para a separacao de acidos nucleicos é possivel devido a interacdo
dos grupos negativos das referidas biomoléculas com as matrizes carregadas positivamente,
sendo que os primeiros compostos a eluir serao os que apresentam menor densidade de carga,
ou seja, os acidos nucleicos de cadeia simples como o ARN, seguido pelos acidos nucleicos de
maiores dimensOes que possuem interacoes mais fortes. Apesar de bastante utilizada, esta

técnica apresenta algumas limitacdes no caso da purificacao de ARN uma vez que se torna
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dificil separar espécies particulares uma vez que apresentam estruturas e propriedades fisico-

quimicas semelhantes [57], [58].

Cromatografia de Afinidade

A cromatografia de afinidade baseia-se no estabelecimento de mdultiplas interagoes
bioespecificas, que mimetizam processos de reconhecimento que ocorrem entre os dominios
proteicos e os acidos nucleicos nos sistemas biologicos, envolvendo em particular aminoacidos
basicos como a histidina ou a arginina [36], [47]. A cromatografia de afinidade enquadra-se na
categoria das cromatografias liquidas, sendo considerada a mais multifacetada e adaptavel,
pois é a Unica que utiliza um agente de ligacdo especifico - ligando - para purificar uma
biomolécula tendo em conta a sua funcao biologica ou estrutura individual quimica [57], [58].
A separacao ocorre tendo por base uma interacao reversivel entre a biomolécula alvo e o seu
ligando especifico que é acoplado a matriz cromatografica, através de uma conjugacao de
multiplas interacdes nao covalentes. Assim, as interacoes podem ser de varios tipos,
nomeadamente eletrostaticas, hidrofébicas, forcas de van der Waals e/ou pontes de
hidrogénio, entre outras. Os processos de eluicdo podem ser de dois tipos: especificos -
através da utilizacdo de agentes competitivos, ou ndao especificos - por manipulacido das
condicoes da fase movel através da alteracdo do pH, forca idnica ou polaridade, dependendo
da matriz em uso e das caracteristicas quimicas das biomoléculas em estudo [58].

Em comparacao com os outros tipos de cromatografia liquida, a cromatografia de afinidade
apresenta algumas vantagens, tais como a especificidade das interacées que confere elevada
seletividade e resolucao, permitindo eliminar etapas adicionais no processo, assim como
aumentar o rendimento e melhorar a componente econdémica. Contudo, a origem bioldgica
dos ligandos é tida como uma limitacdo uma vez que estes tendem a ser frageis e estao
normalmente associados a baixas capacidades de ligacao [58]. Devido as fragilidades
apontadas relativamente aos ligandos biologicos, existem estudos que visam desenhar e
sintetizar ligandos sintéticos tendo em conta as caracteristicas naturais das biomoléculas de
interesse, que teriam a seletividade dos naturais. No entanto, apesar de ja se terem
alcancado resultados promissores relativamente a ligandos para proteinas especificas, o seu
desenvolvimento para acidos nucleicos ainda nao foi largamente descrito [58].

Existe uma diversidade enorme de ligandos que podem ser utilizados neste tipo de
cromatografia como os aminoacidos, péptidos e proteinas. Na tabela 4 pode ver-se a
diversidade que ligandos que ja sao utilizados neste momento. No entanto, todas as
abordagens apresentam diversas desvantagens e devido a fragilidade dos ligandos e a sua
baixa capacidade de ligacao as matrizes, continuam a ser necessarias novas abordagens para
desenhar ligandos sintéticos que combinem a seletividade de um ligando natural com a

elevada capacidade e durabilidade dos atuais ligandos sintéticos [62].
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Tabela 4 - Métodos de cromatografia de afinidade disponiveis utilizados na biosseparacao de Acidos
Nucleicos [13], [63].

Método Alvo Vantagens Desvantagens
Cromatografia de ARNts -Isolamento de ARN a - Por vezes, a coluna
Afinidade com partir de extratos deve ser lavada com 6
Boronato celulares complexos; M de ureia antes da
-Alta pureza e qualidade lavagem com o tampao
do ARN purificado; de regeneracao
-Processo muito rapido;
-Eliminacao eficiente do
ADN gendmico
Cromatografia de shARN - Alta recuperacao e -Em alguns casos,
Afinidade com miARN pureza devido a selecdo contaminacdo do ARN

sequéncias de
oligoribonucleétidos

especifica das sequéncias
com elevada afinidade a
molécula alvo;
-Amplamente aplicavel a
qualquer ARN de
interesse

alvo com a sequéncia
ligando, que pode ser
libertada da coluna
durante as etapas de
lavagem e eluicao;

-Durante o processo de

purificacao,
modificacbes quimicas
podem levar a
perturbacoes

estruturais que podem
inibir a formacao de
complexos ou degradar
significativamente o}
ARN.

Cromatografia de Precursores de

afinidade baseada miARN
em aminoacidos ARNrs
ARNts

ARN total

- Isolamento de ARN alvo
a partir de extratos
celulares complexos num
Unico passo
cromatografico;

-Alta pureza e qualidade
do ARN purificado, ja que
as etapas envolvidas sao
muito rapidas;
-Purificacdo com
reprodutibilidade

alta

- Em alguns casos, sdo
necessarias elevadas
concentracoes de sal
para a eluicao das
moléculas alvo;

- Baixos rendimentos de
recuperacao

- Menor durabilidade
dos suportes

Portanto a utilizacdo de uma matriz macroporosa € bastante vantajosa pois devido a presenca

de poros com diametro elevado permite que haja um aumento da area de superficie e faz

com que parte da fase movel flua através desses poros e nao em torno deles, melhorando

desta forma a cinética de separacdo no seu interior reduzindo o comprimento do percurso de

difusdo. Para além disso a lenta difusdo dos solutos dentro dos poros nao restringe a

qualidade da separacdo e a pressdo de retorno da coluna também é melhorada [64].

Acrescentando a estas vantagens o uso de liquidos idnicos, consegue-se executar um processo

cromatografico bastante promissor ao nivel da separacdo de acidos nucleicos, uma vez que

estes compostos permitem uma imensidao de combinacdes entre os anides e os catides, que

sdao escolhidos em funcdo das caracteristicas pretendidas tornando-se assim altamente

seletivos. Acrescendo a este facto, os liquidos ionicos sdo uma alternativa muito mais
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ecologica que as misturas de solventes que normalmente sao utilizadas e sdo responsaveis
pela libertacdo de imensos compostos volateis. No caso concreto do presente trabalho sera
utilizada uma matriz macroporosa com SilPrNEt;Cl imobilizado (catidao: trietilamina; aniao

cloreto).

1.5 Liquidos Iénicos

Os liquidos ionicos (LlIs) sdo um conjunto de sais que tém estruturas e propriedades variaveis,
no entanto apresentam caracteristicas comuns como o ponto de fusao inferior a 100 0C o que
lhes confere uma grande estabilidade térmica e quimica, baixa pressao de vapor, alta
polaridade, elevado espectro eletroquimico, pouca inflamabilidade, baixa volatilidade e boa
capacidade de solubilidade [65]-[69]. Estas caracteristicas levam a que os liquidos ionicos
tenham uma variedade de aplicacdes, nomeadamente em diversas reacdes sintéticas,
separacoes e extracoes e processos nanotecnologicos, biotecnoldgicos e de engenharia [67],
[69]. Os liquidos idnicos sao normalmente constituidos por um catido organico de grande
dimensao e baixa simetria e por um anido que pode ser organico ou inorganico. Uma vez que
as combinacoes possiveis sao imensas, sdo chamados de “design solvents”, o que leva a que
sejam escolhidos de acordo com as caracteristicas pretendidas [67], [70], [71]. De acordo com
essas mesmas caracteristicas e também com as suas propriedades estruturais podem ser
classificados em liquidos aproticos (convencionais) que utilizam catides grandes e organicos
que podem ser derivados de imidazol, amonio, piridina, sulfénio, fosfonio e muitos outros.
Relativamente aos anides, estes podem ser organicos ou inorganicos. Por outro lado, existem
os liquidos ionicos proticos que surgem a partir da transferéncia de protdes de um acido de
Bronsted para uma base Bronsted [67], [72], [73].

Apesar da enorme variedade de catides e anides que se podem utilizar existem alguns que sao
utilizados com mais frequéncia, por exemplo no caso dos catides temos imidazodlio, o fosfonio,
0 amonio, entre outros; ja relativamente aos anides temos o cloreto, o iodeto, o brometo,

entre outros (figura 11 e 12).
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Figura 11 - Estruturas cationicas habituais em liquidos idnicos: 1 - imidazolios, 2 - piridinios, 3 -
amonios, 4 - pirrolidinios,5 - fosfonios, 6 - guanidinios.
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Figura 12 - Estruturas anionicas habituais em liquidos i6nicos: 7 - Cloreto, 8 - brometo, 9 -
tetrafluoroborato, 10 - hexafluorofosfato, 11 - trifluorometanosulfonato, 12 -
bis(trifluorometilsufonil)imidato, 13 - dicianamida, 14 - tiocianato e 15 - trifluoroacetato.

1.5.1 Utilizacao de Liquidos l6nicos na cromatografia

Nas técnicas cromatograficas por vezes sao utilizadas misturas de solventes que podem
libertar compostos volateis, como é sabido estes sdo bastante prejudiciais para o meio
ambiente e para a salde pulblica, e para além disso, sdo muito dispendiosos nos seus
processos de reciclagem [65]. Os liquidos i6nicos vém também ajudar neste aspeto uma vez
que sao considerados “green solvents” o que faz com que sejam uma alternativa bastante
promissora a utilizacdo de solventes [66]. A sua primeira utilizacdo nos processos
cromatograficos ocorreu em 1999, onde foram utilizados na separagao de moléculas organicas
de acordo com a sua polaridade [67]. Desde ai as diversas aplicacoes destes compostos em
cromatografia tém vindo a despertar grande interesse e atualmente sdo conhecidos mais de
200 liquidos idnicos [68], [69].
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A polaridade dos liquidos ionicos depende da combinacao feita entre os catides e os anides
devido as interacdes por pontes de hidrogénio e as densidades de carga, e como ja foi
referido existem inimeras combinacdes possiveis (cerca de 10° e 10®), portanto tém vindo a
ser aplicados em extracdes de fase solida uma vez que se podem controlar parametros como a
seletividade, afinidade e capacidade segundo o composto imobilizado na matriz solida [70],
[71]. A aplicacdo em cromatografia gasosa é também possivel, pois quando estao acoplados a
fase estacionaria conferem bastante estabilidade e seletividade tornando-se assim bastante
viaveis. A sua aplicacdo em cromatografia liquida apresenta como principal vantagem o facto
de ser possivel modelar as interacoes a explorar, devido as caracteristicas de “design” dos
liquidos ionicos [65].

Existe a possibilidade de imobilizar os liquidos i6nicos em suportes solidos de modo a serem
usados como ligandos. Existem diversas formas de realizar esta abordagem, como se pode ver
na figura 13. Na representacdo a) e b) ocorre a imobilizacdo do ido no suporte sélido e o
contra-ido apresenta-se livre o que vai facilitar a sintese e promove interacdes por troca
ionica, no entanto apresenta uma desvantagem pois pode provocar a remocao do contra-iao
durante os ensaios cromatograficos. Em c) e d) esta indicada um tipo de imobilizacdo que
ultrapassa a desvantagem apontada anteriormente, uma vez que os contra-ides estao ligados

covalentemente; e por fim em e) o anidao e o catiao estao imobilizados na matriz [72], [73].

a b ¢ d e

Figura 13 - Diferentes formas de funcionalizacao dos suportes [69].

Por outro lado, a aplicacdo dos liquidos ionicos na fase movel da cromatografia tem dois
grandes objetivos: a otimizacdo da resolucao da técnica através da otimizacdo na separacao
dos picos obtidos e a reducao dos tempos de retencao da amostra. Este melhoramento deve-
se ao facto dos catides dos liquidos ionicos conseguirem competir pela ligacdo aos grupos
silanol da superficie do suporte através de interacoes electroestaticas, o que provoca uma
repulsao dos adsorventes da amostra que estavam anteriormente retidos na matriz. Outra
explicacdo para esta competicao acontecer é a existéncia de interacdes hidrofébicas entre os
grupos alquil apolares da fase estacionaria e os grupos alquil de anéis heterociclicos e catides
quaternarios dos liquidos idnicos [74].

Portanto, a utilizacdo de liquidos ionicos supera a seletividade limitada de solventes
organicos volateis comuns e assim, permite o desenvolvimento de métodos de purificacdo

mais eficazes. A substituicdo de solventes organicos volateis por liquidos i6nicos nao volateis
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também elimina as perdas de solvente para a atmosfera o que diminuiu a pegada ambiental

assim como o custo do processo. Por estes motivos os liquidos idnicos tém recebido cada vez

mais atencao [75]

No entanto, independentemente do tipo de aplicacdo, a pureza e a integridade dos acidos

nucleicos sao parametros essenciais que dependem das condicdes sob as quais o processo de

purificacdo é conduzido. A possibilidade de criar abordagens eficientes de purificacao

depende do cumprimento de alguns critérios: rutura da célula para que ocorra a libertacdo

completa do material intracelular, inativacdo enzimatica para evitar a degradacao dos acidos

nucleicos e a recuperacao dos acidos nucleicos com alta pureza, ou seja, sem contaminantes.

Ja existem deste modo, diversos exemplos da utilizacao de liquidos i6nicos na separacdo de

acidos nucleicos como se pode ver na tabela 5 [75].

Tabela 5 - Extracdo e Separacdo de Acidos Nucleicos Utilizando Processos Baseados em LI.

Extracao
Liquida-Liquida

[C.Cim][BF4] + agua
[C4C4im]CL + agua

Acido Nucleico LI usado + Estratégia de
sistema/meio isolamento
ADN [C4C4im][PF6] + agua Precipitacao;
[C,C4im][PF6] + agua Imersao em
[CcC4im][PF6] + agua tampao.

ARN [N4gsg][Calc] + suspensao
de virus
[C1C4im][C4PO5] +
suspensao de virus

Precipitacao;

Extracao Solido-

ADN [C2C1]m][C1C02] +
tampao
[C¢Cqim]Cl + tampao

modificados com
LI para extracao
em fase solida

poly([VC10(0)C,im][PF¢])

Liquido [guan][C,CO,] + tampao
[guan][C5CO,] + tampao
Materiais ADN Microsferas de “Stripping” com

NacCl
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1.5.1.1 Fase estacionaria com liquidos idnicos com apenas um catiao

Neste tipo de fase estacionaria existem principalmente catides do grupo imidazol que se
encontram ligados a matriz e tém demonstrado resultados interessante na separacao de
alcaloides, catides e anides inorganicos [76], silose e glucose [77] e também compostos
polares [78]. Quando comparados com outros suportes, estes apresentam uma alta
estabilidade e eficiéncia [73]. Também tem sido estudada a adicdo de um espacador, entre a
matriz e o ido, constituido por compostos a base de sileno e grafeno. O objetivo da sua
utilizacao é influenciar a seletividade da matriz pois afeta a distribuicdo dos grupos polares
[79].

1.5.1.2 Fase estacionaria de liquidos idnicos com varios catides

Neste caso sao utilizadas varias espécies de catides que se encontram ligados a matriz por um
espacador. Esta estratégia permitiu melhorar o desempenho dos suportes pois a matriz
adquire um comportamento multimodal o que melhora a seletividade e a estabilidade térmica
uma vez que apresentam multiplos locais de interacdo [80]. Existem duas formas de
reproduzir esta técnica: dois catides e dois contra-ibes ou através da utilizacdo de um

espacador de trés bracos ligados a um grupo que apresente carga positiva [81], [82].

1.5.1.3 Fase estacionaria de liquidos idnicos poliméricos

O objetivo desta técnica é promover o aumento dos locais de interacdo o que ira promover
um comportamento multimodal da matriz através de interacbes por fase reversa, troca ionica
e ainda interacdes hidrofobicas. Para conseguir esta melhoria, a matriz é preparada através

da polimerizacao dos liquidos ionicos [83].

1.5.1.4 Fase estacionaria de liquidos idnicos quirais

A boa separacao conseguida com estes suportes deve-se a facil inclusao de complexos
na cadeia formada pelos compostos quirais e analitos [84]. Devido as suas caracteristicas, as
ciclodextrinas foram utilizadas na preparacdao de suportes cromatograficos solidos pois
apresentam uma cavidade que permite reter a molécula de interesse [85]. A sua ligacao ao
imidazol permite que a interacao com substratos seja maior e assim promova a separacao de

enantiomeros [85], [86].
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1.5.1.5 Monolitos funcionalizados com liquidos idnicos

Uma coluna monolitica possui estrutura sélida e altamente porosa que fornece alta
permeabilidade da fase movel através dos canais porosos. Esses podem ser classificados como
microporos, mesoporos e macroporos, dependendo do molde utilizado na sintese do mondlito.
Portanto, tendo em conta as caracteristicas dos monolitos, pode retirar-se vantagens da sua
utilizacdo como suporte para a funcionalizacdo dos liquidos idnicos. Estudos demonstram
interacdo com os compostos de interesse através de um comportamento multimodal onde a
separacao de compostos decorre de forma correta e sem alteracdo das caracteristicas dos
suportes, tais como a sua permeabilidade. No entanto, a principal vantagem das colunas
monoliticas € a reducdo do tempo de analise, uma vez que se podem utilizar caudais elevados

sem grande aumento da pressao do sistema [87]-[89].

Desta forma pode-se perceber o porqué da escolha dos liquidos idnicos imobilizados numa
matriz macroporosa como método de purificacdo de acidos nucleicos. Como foi possivel
perceber, os liquidos ionicos trazem diversas vantagens a diversos niveis. Uma vez que existe
uma enorme variedade de catides e anides, a sua escolha é altamente especifica e
selecionada de acordo com a sua finalidade melhorando desta forma a sua seletividade. Estes
compostos apresentam também uma elevada estabilidade e sdo uma alternativa muito mais
ecologica as que habitualmente sao usadas. Relativamente a matriz macroporosa, também se
apresenta como uma mais-valia uma vez que o seu elevado diametro de poros aumenta
bastante a area de superficie e facilita a passagem da fase movel uma vez que esta ocorre

através desses mesmos poros e nao em torno deles diminuindo assim o percurso de difusao.
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Capitulo 2 - Objetivos

Nos Ultimos anos tem-se assistido a um crescente interesse no estudo e caracterizacdo de
biomoléculas que podem apresentar potencialidades na utilizacio como novos
agentes/métodos terapéuticos. Um exemplo obvio dessas biomoléculas sao os acidos
nucleicos, uma vez que estes sao cruciais para a manutencao da viabilidade celular e dos
organismos, desempenhando papéis de extrema importancia ao nivel biologico. A sua
aplicacdo na biomedicina, como agentes terapéuticos, tem sido explorada quer em
estratégias de vacinacdo quer no tratamento de diversas doencas oncoldgicas,
neurodegenerativas, entre outras. Considerando este potencial, existe a necessidade de
investigar e desenvolver novos métodos, mais eficientes, para a separacao e purificacao de
acidos nucleicos, e cada vez mais esta vertente da ciéncia tem suscitado interesse.

Os liquidos ionicos (LIs) tém surgido como agentes muito interessantes, que podem estar
envolvidos no desenvolvimento de métodos alternativos muito viaveis a aplicar em estratégias
de recuperacdo e purificacio de biomoléculas, e tem sido um campo com um
desenvolvimento exponencial. O grande interesse nesta vertente advém do facto de estes
possuirem um conjunto de caracteristicas Unicas que fazem dos liquidos ionicos compostos
incrivelmente versateis nos elementos que os compdem, o que resulta também numa
diversidade de propriedades que podem ser adaptadas as aplicacdes em estudo. Para além
disso, os processos que usam liquidos idnicos permitem também a reducdo do impacto
ambiental e sao economicamente mais interessantes.

O objetivo principal deste trabalho é a utilizacdo de liquidos idnicos como ligandos
cromatograficos que permitam a separacao e purificacdo de acidos nucleicos, nomeadamente
ADN gendmico, ARN ribossomal e ARN de baixo peso molecular. A estratégia a utilizar prende-
se na avaliacdo do comportamento de ligacdo e eluicao dos acidos nucleicos em diferentes Lls
imobilizados em silica de modo a estudar o tipo de interacdes estabelecidas entre as referidas
biomoléculas e os diversos suportes em estudo de forma a perceber qual o mais indicado para
utilizar posteriormente num suporte cromatografico.

De uma forma geral, o trabalho pretende desenvolver um processo de separacao vantajoso e
com potencial para aplicagdo na purificacdo de diversas espécies de acidos nucleicos com

possivel aplicacao terapéutica.
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Capitulo 3 - Materiais e Métodos

3.1 Materiais

Para o crescimento bacteriano da estirpe Escherichia coli (E. coli) DH5a, utilizou-se Extrato
de levedura e Triptona adquiridos a empresa Bioakar (Beauvais, Franca), Glicerol da Himedia,
Hidrogenofosfato de potassio (K,HPO,) da Panreac (Barcelona, Espanha), Dihidrogenofosfato
de potassio (KH,PO4) da Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA) e “Luria-Broth Agar” da
Pronalab (Mérida, lucata, México). Os reagentes utilizados na lise celular foram B-
mercaptoetanol da Merck (Whitehouse Station, EUA), Isopropanol da Thermo Fisher Scientific
Inc. (Waltham, EUA), Citrato de sodio, Tiocianato de guanidina e Sarcosyl da Sigma-Aldrich
(St. Louis, Missouri, EUA). Para os ensaios cromatograficos foram usados os seguintes
reagentes: Cloreto de sodio (NaCl) e Sulfato de amonio ((NH4),50,4) da Panreac (Barcelona,
Espanha) e Tris(hidroximetil)aminometano (Tris) da Merck (Darmstadt, Alemanha). Todas as
solucdes utilizadas na lise celular bem como nos ensaios cromatograficos foram previamente
preparadas utilizando agua Milli-Q [agua desionizada ultra-pura, purificada com o sistema
Milli-Q da Milipore (Billerica, MA, EUA)] tratada com 0,05% de Pirocarbonato de dietilo (DEPC)
da Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA). Os tampdes cromatograficos foram ainda filtrados
através de membranas com poros de 0,20 pm e sonicados durante 15 minutos antes de cada
utilizacdo. O marcador de peso molecular foi obtido através da Vivantis Technologies
(Selangor DE, Malasia). Na eletroforese em gel de agarose foi utilizado GreenSafe da Grisp

(Porto, Portugal), como agente intercalante.

3.2 Métodos

3.2.1 Suportes de silica com liquidos i6nicos imobilizados

Para o estudo das interacdes entre os Lls e os acidos nucleicos, os Lls foram primeiramente
imobilizados em suportes de silica (S-Sil) [90]. Resumidamente, a ativacdo da silica (5 g) foi
efetuada por contacto com 37% de HCL. Apos a lavagem com agua, adicionaram-se 5 mL de 3-
(cloropropil)trimetoxisilano (agente de ligacdo ao grupo epoxi da silica), 0,5 mL de
trietilamina (catalisador da reacao) e 60 mL de tolueno (solvente principal). A reacao ocorreu
a 115 °C durante 24 horas a 550 rpm de agitacdo, apos a qual se efetuou uma lavagem com
100 mL de tolueno, 200 mL de MeOH/H,0, 500 mL de H,0 e 100 mL de MeOH. Por fim,
adicionaram-se 5 mL de LI a 60 mL de tolueno e, apds 24 horas a 115 °C e 550 rpm, foi

efetuada uma nova lavagem do mesmo modo que foi descrito anteriormente. As silicas foram
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caracterizadas por RMN, SEM, DLS e Analise Elementar para comprovar a sua funcionalizacdao

com os diversos Lls.

3.2.2 Suporte de metacrilato macroporoso com liquidos idnicos imobilizados

A imobilizacdo de Lls na matriz macroporosa foi realizada de modo idéntico ao descrito
anteriormente para os suportes de silica. No entanto, devido as caracteristicas da matriz

macroporosa nao foi necessaria a sua ativacao inicial com HCL.

3.2.3 Fermentacao

As amostras de lisado bacteriano foram obtidas a partir de uma cultura bacteriana da estirpe
Escherichia coli (E. coli) DH5a. Inicialmente, efetuou-se a cultura celular em meio solido
“Luria Broth-Agar”, durante a noite a 37 °C. A pré-fermentacdo e fermentacdo foram
realizadas em Erlenmeyers usando o meio de cultura “Terrific Broth” (TB) composto por: 12
g/L de Triptona; 24 g/L de Extrato de levedura; 5,5 x 10 M de Glicerol; 0,017 M de KH,PO, e
0,072 M de K,HPO,. Apds o crescimento em placa, as colénias bacterianas foram inoculadas no
meio da pré-fermentacdo e incubadas a uma temperatura de 37 °C, num agitador orbital a
250 rpm. Foi medida a Densidade otica (DO) a 600 nm, de hora a hora durante a pré-
fermentacao e quando esta atingiu um valor proximo de 2,6 iniciou-se a fermentacao, sendo
transferido um determinado volume de meio de cultura da pré-fermentacdo para a
fermentacao de modo a que esta se iniciasse a uma DO de 0,2, de acordo com a seguinte

formula:

X V. (1)

retirar da pré—fermentacic

DO

pré—fermentacio

= [F:l'ati:l'm* da pré—fermentacio + I{fﬂrmantn;ﬁo) X Dufa:l'msurnpao

A DO da fermentacdo foi também medida ao longo do processo de producao utilizando o
espectrofotometro Pharmacia Biotech Ultrospec 3000 UV/Visible (Cambridge, Inglaterra). O
crescimento foi interrompido apds 3 horas de fermentacdo se o objetivo fosse a obtencao de
ADN gendmico, ARN ribossomal e ARNs de baixo peso molecular, ou apo6s 7 horas para
obtencao de ADN gendémico e ARNs de baixo peso molecular. Em qualquer dos casos, as
células foram recuperadas através de uma centrifugacdo durante 10 minutos a 3900 g e,

posteriormente, os pellets celulares foram armazenados a -20 °C.
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3.2.4 Extracao - Recuperacao dos acidos nucleicos

De modo a extrair o material genético das células bacterianas obtidas durante a fermentacao,
realizou-se uma lise quimica. Inicialmente, os pellets celulares foram ressuspendidos em 5 mL
de Solucao D (4 M de Tiocianato de Guanidina; 0,025 M de Citrato de sddio; 0,5 % de Sarcosil e
0,1 M de B-mercaptoetanol), de modo a proceder-se a desintegracdo da membrana celular.
De seguida, os tubos de lise foram incubados durante 10 minutos em gelo e, posteriormente,
foram sujeitos a uma centrifugacao a 4°C durante 30 minutos a 16000 g. Os sobrenadantes
foram recolhidos para novos tubos de lise, onde se adicionaram 5 mL de Isopropanol
(armazenado a -20°C) para precipitacdo dos acidos nucleicos. Os tubos foram novamente
incubados em gelo durante 30 minutos e, por fim, centrifugados a 16000 g durante 20 minutos
a uma temperatura de 4 °C. Apds descartar o sobrenadante, adicionaram-se 2,5 mL de Etanol
a 75% (em agua DEPC) e procedeu-se a uma incubacdo a temperatura ambiente por 10
minutos, de modo a remover eventuais residuos da solucdo D. O sobrenadante foi descartado
apos uma centrifugacdo de 5 minutos a 16000 g e o pellet de acidos nucleicos foi incubado a
temperatura ambiente durante 15 minutos, sendo posteriormente solubilizado em 2 mL de
agua DEPC. Os tubos de lise foram incubados num banho a 60°C durante 10 minutos e,
finalmente, procedeu-se a uma centrifugacao de 30 minutos a 16000 g e o sobrenadante foi
recuperado para eppendorfs. A concentracao de acidos nucleicos foi determinada com o
espectrofotometro NanoPhotometer (IMPLEN, Reino Unido) e a integridade das amostras foi

verificada por eletroforese em gel de agarose. As amostras sao armazenadas a -80°C.

3.2.5 Eletroforese em Gel de Agarose

A analise das amostras obtidas apos a lise celular e os ensaios cromatograficos foi efetuada
por eletroforese horizontal em gel de agarose a 1% (Hoefer, Holliston, MA, EUA). Para se
proceder a visualizacado do gel usou-se 0,012 pyL/mL de Greensafe Premium (NZYTech, Lda.-
Genes and Enzymes, Lisboa, Portugal). A eletroforese foi realizada a 120 V, durante 30
minutos em tampao TAE (40 mM Tris base, 20 mM acido acético e 1 mM EDTA, pH 8,0). O gel
foi visualizado com recurso a exposicao a luz ultravioleta (UV) no equipamento Uvitec
Cambridge FireReader equipado com uma camara UV (UVITEC Cambridge, Cambridge, Reino
Unido).

3.2.6 Ensaios de ligacao em modo “batch” utilizando os suportes de silica

De modo a avaliar as condicoes de ligacao e eluicdo das diferentes espécies de acidos
nucleicos nos suportes de silica funcionalizados com Lls, pesou-se 0,2 g de silica a usar como

fase estacionaria. Devido a diversidade de interacdoes que os Lls podem promover com os

33



diferentes acidos nucleicos, foram testadas estratégias de ligacdo/eluicdo que podem

promover maioritariamente interacdes idnicas ou hidrofobicas.

Condicoes que favorecem as Interacdes lénicas

Para promover maioritariamente as interacdes ionicas foram utilizados os seguintes tampdes
cromatograficos: 10 mM de Tris-HCl como tampao de equilibrio e de ligacdo e 2 M de NaCl em
10 mM de Tris-HCl como tampao de eluicao. A fase de equilibrio da silica foi efetuada com a
adicao de 1 mL de 10 mM de Tris-HCl seguido de 10 segundos de vortex. Apds a remocao do
sobrenadante, foi adicionado 1 mL de 10 mM de Tris-HCl + 100 pg/mL de Lisado efetuando-se
uma agitacao lenta durante 10 minutos a 4 °C, para promover a ligacao dos acidos nucleicos.
Para o passo de eluicdo foi adicionado 1 mL de 2 M NaCl em 10 mM de Tris-HCl também
seguido de uma agitacdo lenta durante 10 minutos a 4 °C. Por fim, de modo a lavar a silica,
adicionou-se 1 mL de agua DEPC efetuando-se novamente uma agitacao no vortex de 10
segundos. Apds cada passo do gradiente foi efetuada uma centrifugacao a 5000 g durante 2
minutos e o sobrenadante foi recuperado para posterior leitura da absorvancia a 260 nm no
espectrofotdmetro Pharmacia Biotech Ultrospec 3000 UV/Visible (Cambridge, Inglaterra). As
fracoes recuperadas durante os passos de ligacao e de eluicao foram adicionados 2 mL de
agua DEPC e de seguida foram sujeitas ao processo de concentracdo e dessalinizacdo usando
concentradores Vivaspin (Vivascience) até se obter um volume de 100 pL. Todos os
sobrenadantes foram analisados através de uma eletroforese horizontal em gel de 1% de
agarose. Apos cada utilizacdo realizou-se a regeneracao do suporte de acordo com o descrito

no ponto 3.2.8.
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Pesar 0,2g de Silica Equilibrio: 1mL de Vortéx durante 10s 2min, 5000g
Tris-HCL 10mM

Eluicdo: 1mL de NaCl
1M 2min, 5000g 10min em agitacio Ligacdo: 1mL de
lenta a 4°C Tris-HCL 10mM+
amostra 100 pg/mL

=
-U-~b

2min, 5000g Lavzzi?i)é?é de

Vortéx durante 10s

10min em agitacao
lenta a 4°C

2min, 5000g
Figura 14 - Esquema Representativo dos ensaios cromatograficos para interagoes ionicas.

Condicdes que favorecem as Interacoes Hidrofébicas

Para promover maioritariamente as interacées hidrofébicas foram utilizados os seguintes
tampoes cromatograficos: 2 M de Sulfato de amonio em 10 mM de Tris-HCl como tampéo de
equilibrio e de ligacdo e 10 mM de Tris-HCl e 2 M de Cloreto de sodio em 10 mM de Tris-HCl
como tampdes de eluicdo. Como descrito anteriormente, de modo a equilibrar a silica foi
adicionado 1 mL de 2 M de Sulfato de amonio em Tris-HCl, seguido de 10 segundos de vortex.
Posteriormente, foi adicionado 1 mL de 2 M de Sulfato de amonio + 100 pg/mL de Lisado
efetuando-se uma agitacao lenta durante 10 minutos a 4 °C. Para o passo da primeira eluicao
foi adicionado 1 mL de 10 mM de Tris-HCl também seguido de uma agitacao lenta durante 10
minutos a 4°C. No caso de ndo se verificar a eluicdo total das espécies de acidos nucleicos
nesta condicao, recorreu-se a uma segunda eluicao por adicao de 1 mL de 2 M de NaCl
efetuando-se também uma agitacdo lenta durante 10 minutos a 4 °C. Por fim, de modo a

lavar a silica, adicionou-se 1 mL de agua DEPC efetuando-se novamente uma agitacdo durante
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10 segundos no vortex. Entre cada passo do gradiente foi efetuada uma centrifugacao a 5000g
durante 2 minutos e o sobrenadante foi recuperado para posterior leitura da absorvancia a
260 nm no espectrofotometro Pharmacia Biotech Ultrospec 3000 UV/Visible (Cambridge,
Inglaterra). As fracdes recuperadas durante os passos de ligacio e de eluicdo foram
adicionados 2 mL de agua DEPC e de seguida foram sujeitas ao processo de concentracao e
dessalinizacdo usando concentradores Vivaspin (Vivascience) até se obter um volume de 100
pL. Todos os sobrenadantes foram analisados através de uma eletroforese horizontal em gel
de 1% de agarose. Apos cada utilizacao realizou-se a regeneracdo do suporte, de acordo com

o descrito no ponto 3.2.8.
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Pesar 0,2g de Silica Equilibrio: 1mL de Vortéx durante 10s 2min, 5000g
Sulfato de Amonio
12 Eluicdo: 1mL de .
Tris-HCl 10mM 2min, 5000g 10min em agitacao Ligacdo: 1mL de
lenta a 4°C Sulfato de amonio
2M + amostra 100
pg/mL

= =)

. o = i 22 Eluicao: 1mL de
10min em agitacao Zmin, 5000g NcaCl " 10min em agitacao
lenta a 4°C lenta a 4°C

- R
*E - -
V.

2min, 5000g Vortéx durante 10s Lavagem: 1mL de 2min, 5000g
agua DEPC

Figura 15 - Esquema Representativo dos ensaios cromatograficos para interacoes
hidrofébicas.
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3.2.7 Ensaios cromatograficos em coluna

Os ensaios cromatograficos foram realizados no equipamento AKTA Avant com o software
UNICORNTM 6.3 (GE Healthcare Biosciences Uppsala, Suécia) utilizando a matriz macroporosa
funcionalizada com o LI, Net3Cl. Para realizar os ensaios cromatograficos, a matriz foi
empacotada numa coluna de 10 mm de diametro x 6,5 mm de altura. Para a purificacdo do
ARN, a coluna foi equilibrada com uma solucao de NaCl em tampao Tris-HCl 10 mM (pH 8), a
um caudal de 1 mL/min. Posteriormente, a amostra de lisado bacteriano que resultou da lise
quimica foi injetada utilizando um loop de 200 pL a um caudal igual ao utilizado durante a
fase de equilibrio. Neste primeiro passo do gradiente, as espécies eluidas sdo as que nao
ligam a matriz sendo seguidas da eluicao das espécies que ligaram a coluna através do
aumento da forca idnica do tampao para 1 M NaCl em Tris-HCl 10 mM (pH 8). Todas as
experiéncias foram realizadas a temperatura ambiente. A absorvancia das espécies que eluem
da coluna foi constantemente monitorizada a 260 nm. As fracdes foram recuperadas de
acordo com os cromatogramas, e de seguida procedeu-se a sua dessalinizacdo usando
concentradores Vivaspin (Vivascience) até atingirem um volume de 100 pL sendo

posteriormente analisadas por eletroforese horizontal em gel de agarose.

3.2.8 Procedimento para a regeneracao dos suportes funcionalizados

0 estudo das interacdes estabelecidas entre os suportes e os acidos nucleicos, requer diversas
utilizacoes das matrizes, para tal & necessario um processo de regeneracdo eficaz de modo a
manter as condicdes de utilizacdo dos suportes entre varios ensaios. No caso da matriz
macroporosa utilizada nos ensaios cromatograficos realizados no equipamento AKTA Avant, a
sua regeneracao foi realizada através de uma lavagem com 150 mL de agua DEPC seguida da
adicdo de 150 mL de 0,2 M de NaOH com o objetivo de remover qualquer residuo de amostra
presente na matriz. Para repor o contra-idao Cloro do LI foi adicionado 150 mL de 0,5 M de
HCl. Por fim, foi efetuada uma nova lavagem com 150 mL de agua DEPC. Relativamente a
regeneracao das silicas utilizadas nos ensaios em batch o processo é semelhante, apenas o

volume das solucdes foi ajustado para 4mL.
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Capitulo 4 - Resultados e Discussao

Devido a enorme diversidade de aplicacdes dos liquidos ionicos (LIs) e as diversas interacoes
que podem ser estabelecidas por manipulacdo da estrutura quimica dos mesmos, surgiu a
ideia de estudar a potencial aplicacdo de suportes cromatograficos com LlIs imobilizados como
ligandos, para a separacao e purificacao de diferentes acidos nucleicos. Com esta abordagem,
espera-se que a diversidade de interacOes estabelecidas possa refletir-se numa maior
especificidade na ligacdo de acidos nucleicos o que, consequentemente, levara a uma
otimizacdo nos processos de purificacdo ja estabelecidos para essas biomoléculas.
Primeiramente, foram realizadas varias técnicas de caracterizacdo, tais como analise
elementar, potencial zeta e espetroscopia por ressonancia magnética nuclear, para verificar a
correta imobilizacdo dos liquidos i6nicos em estudo nos suportes. Todos esses testes foram
previamente elaborados e descritos no nosso grupo de investigacao [90]. Para o trabalho,
foram utilizados diversos liquidos ionicos como ligandos, tendo havido a necessidade de
realizar um estudo inicial de modo a perceber qual o mais promissor para a purificacao de
acidos nucleicos, considerando os diferentes perfis de interacao dos Lls com os diferentes
tipos de acidos nucleicos. Estes ensaios iniciais foram realizados através da modificacdo da
matriz de silica, uma vez que € um material mais barato e adequado para uma fase inicial de
otimizacao de condicoes sem comprometer a aplicabilidade e reprodutibilidade dos referidos

ensaios.

4.1 Suportes de silica funcionalizada com liquidos i6nicos

No estudo inicial, foram utilizadas silicas modificadas com diferentes Lls, nomeadamente,
cloreto de benzilmetilamina (S-SilPrBenzCl), cloreto de 1-metilimidazol (S-SilPrMimCl),
cloreto de trietilamina (S-SilPrNEt;Cl), cloreto de dimetilbutilamina (S-SilPrMet,ButCl) e
cloreto de trioctilamina (S-SilPrN(Cs)sCl) (Figura 16). E importante mencionar que em todos os
ensaios foram também testadas a silica ativada (Si0;) e a silica apenas modificada com o
agente de acoplamento (S-SilPrCl), como controlos, de modo a perceber qual a sua
participacdo na retencdo da amostra e quais as interacoes efetivas que cada liquido idnico
estabelece com as diversas classes de acidos nucleicos em estudo.

Nos Lls, os catides sdao tipicamente grandes, volumosos e assimétricos, apresentando baixos
pontos de fusdo, sendo que ao aumentar o comprimento da cadeia alquilica do catido, a
solubilidade em agua tende a diminuir aumentando assim a sua hidrofobicidade. De uma
forma geral, os anides sdo escolhidos para controlar as propriedades quimicas dos Lls, uma
vez que a sua mudanca afeta drasticamente a estabilidade do liquido idnico. Ja os catides sao

essencialmente escolhidos de forma a determinar as propriedades fisicas [91].
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Figura 16 - Representacao da estrutura quimica das silicas modificadas com os liquidos idnicos: A - S-
SilPrBenzCl; B - S-SilPrMImCL; C- S-SilPrNEt;CL; D - S-SilPrMet,ButCl; e E - S-SilPrN(Cs)sCL.

Os ensaios realizados permitiram em primeiro lugar avaliar as diversas interacoes
estabelecidas entre os suportes de silica funcionalizados com Lls e as diferentes classes de
acidos nucleicos, adaptando as condicbes experimentais, de forma a promover
maioritariamente as interacdes ionicas ou hidrofobicas. Apos esta analise, foi também
possivel verificar qual ou quais dos suportes poderiam ser mais promissores para a purificacdo
dos acidos nucleicos presentes em misturas complexas. Assim, de modo a explorar ao maximo
a ja referida versatilidade dos LIs foram realizados ensaios com amostras contendo diferentes
tipos de acidos nucleicos, nomeadamente: 1° ARN de baixo peso molecular; 2° ADN gendomico
e ARN de baixo peso molecular; 3° ADN genomico, ARN ribossomal e ARN de baixo peso

molecular.
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4.1.1 Ensaios de ligacao/eluicao com ARN de baixo peso molecular nos

suportes de silica funcionalizada com liquidos ionicos

Como referido, os estudos iniciais foram realizados, adaptando as condicdes experimentais,
nomeadamente com utilizacao de diferentes tipos de gradiente para determinar os perfis de
ligacao/eluicao das amostras nos suportes modificados com Lls.

Para favorecer maioritariamente as interacdes electroestaticas, os ensaios em batch
incluiram a realizacdo de um passo de ligacdo com o tampéao Tris-HCl 10 mM pH 8, um passo
de eluicao com adicao de NaCl 1M em tampao Tris-HCl 10 mM pH 8, de modo a aumentar a
forca ionica do tampao. Todos os ensaios apresentam no minimo um n=2 e o resultado do
comportamento de ligacao/eluicdo das diferentes espécies de acidos nucleicos nos suportes
de silica foi analisado pela medicao da absorvancia a 260 nm (Figura 17) e por eletroforese
em gel de agarose.

Os resultados permitiram verificar que no caso do suporte S-SilPrMImCl nao foi possivel
visualizar qualquer banda no gel de agarose (figura 18), o que significa que pode nao ter
ocorrido uma correta ligacdo do ARN de baixo peso molecular ao referido suporte. Ainda
assim, neste caso seria de esperar a visualizacao de banda no passo inicial de ligacao, o que
também nao se verificou, sugerindo que ocorreu alguma interferéncia ou problema no ensaio.
Este resultado pode ser justificado pelo facto de o S-SilPrMImCl apresentar um
comportamento bastante hidrofobico, pois quando era adicionado o tampao Tris-HCl 10 mM
formavam-se agregados que permaneciam em suspensao mesmo apos centrifugacdo, o que
podera ter limitado todo o ensaio. Também o suporte S-SilPrN(Cg)sCl apresentava o mesmo
comportamento, no entanto a formacao de agregados nao era tao intensa e quando era
efetuado o passo da ligacao, a sua formacao era praticamente inexistente podendo desta
forma ter facilitado a ligacao do ARN de baixo peso molecular ao suporte. De uma forma
geral, este poderia ser um resultado esperado, ja que a ligagdo de ARN a suportes
hidrofobicos podera ndo ser efetiva quando exploramos condicées que favorecem
essencialmente o estabelecimento de interacdes idnicas.

Relativamente ao suporte S-SilPrMet,ButCl é notorio através do gel de agarose (figura 19),
que houve uma perda significativa da quantidade da amostra, ja que se confirmou a retencao
total de ARN, mas aparentemente, a recuperacao é apenas parcial, a avaliar pelo baixo valor
de absorvancia obtido, e pela fraca intensidade de banda (linha 5, figura 19). Este resultado
pode indicar que sera necessario um aumento da concentragao de sal no passo da eluicao de
forma que a totalidade de ARN ligado possa ser recuperada. Por outro lado, o suporte S-
SilPrNEt;Cl apresentou um resultado mais favoravel no que diz respeito a interacdo com a
amostra, uma vez que pela analise do gel de agarose (figura 19) todo o ARN se ligou a coluna.
Relativamente ao suporte S-SilPrBenzCl ocorre uma retencao parcial da amostra, que é

confirmada pela presenca de uma banda no gel de agarose (linha 6,figura 18).
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Relativamente aos controlos, SiO, e S-SilPrCl, é possivel verificar que existe alguma retencao
da amostra (Figura 18) o que pode contribuir para a ligacdo dos acidos nucleicos ao suporte.
No entanto, é expectavel que sejam os liquidos ionicos responsaveis pela seletividade entre

as diferentes espécies de biomoléculas.
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Figura 18 - Eletroforese representativa dos ensaios realizados em condicdes que promovem interacoes
ionicas, aplicando uma amostra de ARN de baixo peso molecular em silicas modificadas com diferentes
Lis:1 - Amostra inicial; 2- SiO,: Ligacao; 3 - SiO,: Eluicao; 4 - S-SilPrCl: Ligacao; 5 - S-SilPrCl: Eluicao; 6 -
S-SilPrBenzCl: Ligacao; 7 - S-SilPrBenzCl: Eluicao; 8 - S-SilPrMImCl: Ligacao; 9 - S-SilPrMImCl: Eluicao.

Figura 19 - Eletroforese representativa dos ensaios realizados em condicdes que promovem interacoes
ionicas, aplicando uma amostra de ARN de baixo peso molecular em silicas modificadas com diferentes
Lls: 1 - Amostra inicial; 2 - S-SilPrNEt;Cl: Ligacao; 3 - S-SilPrNEt;Cl: Eluicao; 4 - S-SilPrMet,ButCl:
Ligacao; 5 - S-SilPrMet,ButCl: Eluicdo; 6 - S-SilPrN(Cs);Cl: Ligacao; 7 - S-SilPrN(Csg);Cl: Eluicao.

Numa segunda abordagem foram realizados ensaios estabelecendo condicdes que favorecem
maioritariamente interacées hidrofobicas que incluiam, inicialmente, a realizacdo de um
passo de equilibrio/ligacdo com Sulfato de Aménio 2M em tampao Tris-HCl 10mM pH 8,
seguido de um passo de eluicao por diminuicao da forca ionica do tampao para Tris-HCl 10 mM
pH 8. Durante a realizacao destes estudos verificou-se que poderia ser necessario mais um
passo de eluicdo de modo a promover a eluicdo total da amostra retida a matriz. Assim, foi
incluido mais um passo no gradiente, que consistiu na eluicdo com NaCl 1M em tampao Tris-
HCl 10mM pH 8. Este facto é indicativo que estas matrizes possuem um comportamento

multimodal onde varios tipos de interacées podem ocorrer em simultaneo.
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No caso dos ensaios com sulfato de amoénio, o suporte S-SilPrMImCl apresentou mais uma vez
um comportamento altamente hidrofobico em todos os passos, 0 que comprometeu a ligacao
da biomolécula pois esta nao eluiu em nenhum passo como se pode verificar na figura 21.
Relativamente ao suporte S-SilPrN(Cg)s;Cl, este apresentou um comportamento mais
hidrofobico, em todos os passos do ensaio, quando comparado com o ensaio realizado em
condicoes que favorecem as interacdes idnicas. A amostra nao liga totalmente ao suporte,
comprovada pela banda ténue presente na eletroforese em gel de agarose (Figura 22),
podendo portanto ser necessario iniciar os passos de equilibrio e ligacdo com uma
concentracao de sulfato de aménio mais elevada de modo a favorecer a retencao e a ligacao
total da amostra. Relativamente aos suportes S-SilPrNEt;Cl e S-SilPrMet,ButCl (Figura 22)
ambos apresentaram bons resultados ao promover interacao com ARN, uma vez que a amostra
parece ter ligado completamente ao suporte eluindo apenas no segundo passo de eluicao
(com NaCl 1M). Isto é indicativo que foi promovida a ligacdo do ARN através de interagoes
hidrofébicas mas na auséncia de um sal estas interacoes sao desfavorecidas ocorrendo assim
outro tipo de interacoes que permitem o ARN permanecer ligado eluindo apenas na segunda
alteracao de gradiente. Este resultado é indicador do comportamento multimodal do ligando
que permite que ocorram diferentes tipos de interacdes com os acidos nucleicos.

Tal como aconteceu nos ensaios onde as interacoes ionicas era favorecidas, os controlos
apresentaram alguma retencao da amostra (Figura 21), no entanto mais uma vez é esperado

que sejam as propriedades dos liquidos i6nicos responsaveis pela seletividade dos suportes.
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Figura 21 - Eletroforese representativa dos ensaios realizados em condicées que promovem interacées
hidrofdbicas, aplicando uma amostra de ARN de baixo peso molecular em silicas modificadas com
diferentes Lls: 1 - Amostra inicial; 2- SiO,: Ligacao; 3 - SiO,: Eluicdo com Tris-HCL; 4 - SiO,: Eluicao com
NaCl; 5 - S-SilPrCl: Ligacdo; 6 - S-SilPrCl: Eluicdo com Tris-HCL; 7 - S-SilPrCl: Eluicdo com NaCl; 8 - S-
SilPrBenzCl: Ligacao; 9 - S-SilPrBenzCl: Eluicao com Tris-HCL; 10 - S-SilPrBenzCl: Eluicao com NaCl; 11 -
S-SilPrMImClL: Ligacao; 12 - S-SilPrMImCL: Eluicao com Tris-HCL; 13 - S-SilPrMImCl: Eluicdo com NacCl.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 22 - Eletroforese representativa dos ensaios realizados em condicées que promovem interacoes
hidrofobicas, aplicando uma amostra de ARN de baixo peso molecular em silicas modificadas com
diferentes LIs: 1 - Amostra inicial; 2 - S-SilPrNEt;Cl: Ligacdo; 3 - S-SilPrNEt;Cl: Eluicdo com Tris-HCL; 4 -
S-SilPrNEt;Cl: Eluicdo com NaCl; 5 - S-SilPrMet,ButCl: Ligacao; 6 - S-SilPrMet,ButCl: Eluicao com Tris-
HCL; 7 - S-SilPrMet,ButCl: Eluicao com NaCl; 8 - S-SilPrN(Cs);Cl: Ligacao; 9 - S-SilPrN(Cg)sCl: Eluicao com
Tris-HCL; 10 - S-SilPrN(Cs);Cl: Eluicdo com NacCl.

Com estes ensaios foi possivel verificar que a matriz S-SilPrMImCl apresenta um
comportamento bastante hidrofobico uma vez que existia a formacdo de agregados em
suspensao mesmo apos a sua centrifugacdo quer nos ensaios em que o passo de ligacao era
realizado com tampao Tris-HCl 10 mM, quer nos ensaios em que esse passo de ligacao era
realizado com sulfato de amodnio, o que é justificado pela presenca de um anel imidazol no
seu catido. Este comportamento dificulta bastante a realizacao dos ensaios pelo que nao seria
dos suportes com melhores caracteristicas para aplicacdo em cromatografia. Também a

matriz S-SilPrN(Csg);Cl tornava os ensaios bastante morosos e dificeis uma vez que também
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apresentava elevada hidrofobicidade, pois apesar de geralmente as aminas apresentarem alta
solubilidade, neste caso concreto existem 3 longas cadeias alquilicas, que contribuem para o
aumento da hidrofobicidade e da massa molecular diminuindo drasticamente a solubilidade.

Ja as matrizes S-SilPrNEt;Cl e S-SilPrMet,ButCl foram as que demonstraram melhores
resultados, no entanto, uma vez que a segunda leva a uma pequena perda na quantidade de
amostra que fica retida na matriz, pode-se considerar a primeira como a mais eficaz nos
ensaios realizados com ARN de baixo peso molecular. Todas as matrizes apresentam valores
de absorvancia mais ou menos residuais no passo de equilibrio que pode estar associado a

pequenas interferéncias provocadas por possiveis suspensoes de silica.

4.1.2 Ensaios de ligacao/eluicao de ADN genémico e ARN de baixo peso

molecular nos suportes de silica funcionalizada com liquidos idnicos

Posteriormente, foram realizados os mesmos ensaios de ligacao, que anteriormente foram
descritos para favorecer maioritariamente as interacoes electroestaticas, utilizando neste
caso uma amostra de lisado que continha ADN genomico e ARN de baixo peso molecular. No
passo de ligacao foi usado o tampao Tris-HCL 10 mM pH 8 e no passo de eluicao foi adicionado
NaCl 1 M em tampao Tris-HCl 10 mM pH 8. Todos os ensaios apresentam no minimo um n=2 e
o resultado do comportamento de ligacdo/eluicdo dos acidos nucleicos aos suportes foi
analisado por medicdo da absorvancia, que se encontram descritas na figura 23 por
eletroforese em gel de agarose (Figuras 24 e 25). Com a mudanca da amostra em estudo, os
comportamentos das diferentes matrizes mantiveram-se semelhantes ao descrito no ponto
anterior. No caso das matrizes S-SilPrMImCl e S-SilPrN(Cg);Cl mais uma vez apresentaram um
comportamento bastante hidrofébico com a adicdo de Tris-HCL 10 mM. No caso da primeira
matriz, uma vez mais nao foi possivel confirmar a eluicdo dos acidos nucleicos em nenhum
passo, como se pode verificar na figura 24 (linhas 8 e 9 da eletroforese). Em relacao a
segunda matriz a formacao de agregados nao foi tao intensa, no entanto acabou por tornar o
ensaio de dificil realizacdo. Mais uma vez os suportes S-SilPrNEt;Cl e S-SilPrMet,ButCl foram os
que apresentaram resultados mais promissores para a retencao e/ou separacao das diferentes
espécies de acidos nucleicos, no entanto a primeira destaca-se uma vez mais, porque no
passo de eluicdo com NaCl 1M praticamente nao ocorreu eluicdo de ADN genomico tendo este
eluido imediatamente no passo de ligacdo. Este resultado pode indicar que, otimizando as
condicoes, serda possivel a separacao entre ADN e ARN. Por outro lado, na matriz S-
SilPrMet,ButCl ocorre eluicdo de ADN genomico quer no passo de ligacdo quer no passo de
eluicao (Figura 25, linhas 4 e 5) nao favorecendo tanto a separagao. Relativamente ao suporte
S-SilPrBenzCl, apesar da banda de ADN gendmico ser de fraca intensidade, pode observar-se
alguma diferenca na seletividade pois ocorreu maior interacao com o ARN uma vez que o ADN

genomico eluiu no passo de ligacdo (Figura 24, linhas 6 e 7).
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Observando os resultados obtidos nos controlos (Figura 24, linhas 2,3,4 e 5) pode verificar-se
que tendencialmente o ADN gendmico nao liga ao suporte, o que passa a acontecer com
alguns suportes modificados com Lls. Este facto demostra a ligacdo e o efeito dos liquidos

ionicos na retencao da amostra o que pode favorecer a sua separacao.
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Figura 23 - Valores médios das absorvancias nos diferentes passos do ensaio e respetivos desvio-padrao:
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Figura 24 - Eletroforese representativa dos ensaios realizados em condicdes que promovem interacoes
ionicas, aplicando uma amostra de ADN gendmico e ARN de baixo peso molecular em silicas modificadas
com diferentes Lls: 1 - Amostra inicial; 2- SiO,: Ligacdo; 3 - SiO,: Eluicdo; 4 - S-SilPrCl: Ligacao; 5 - S-
SilPrCl: Eluicdo; 6 - S-SilPrBenzCl: Ligacao; 7 - S-SilPrBenzCl: Eluicao; 8 - S-SilPrMImCl: Ligacao; 9 - S-
SilPrMImCl: Eluicao.

Figura 25 - Eletroforese representativa dos ensaios realizados em condicoes que promovem interacoes
ionicas, aplicando uma amostra de ADN gendmico e ARN de baixo peso molecular em silicas modificadas
com diferentes Lls: 1 - Amostra inicial; 2 - S-SilPrNEt;Cl: Ligacao; 3 - S-SilPrNEt;Cl: Eluicao; 4 - S-
SilPrMet,ButCl: Ligacao; 5 - S-SilPrMet,ButCl: Eluicdo; 6 - S-SilPrN(Cg)sCl: Ligacdo; 7 - S-SilPrN(Cg)sCl:
Eluicao.

Também com este tipo de amostra foram realizados ensaios em condicées que favorecem
maioritariamente interacdées hidrofébicas que mais uma vez incluiam, inicialmente, a
realizacdo de um passo de equilibrio/ligacdo com Sulfato de Amdnio 2 M em tampao Tris-HCl
10 mM pH 8, seguido de um passo de eluicdo por diminuicdo da forca ionica com o tampao
Tris-HCl 10 mM pH 8. Também neste caso foi notoria a necessidade de realizar um passo de
eluicdo adicional de modo a promover a eluicao total da amostra retida na matriz. Assim
sendo, foi incluido mais um passo no gradiente que consiste na eluicdo com NaCl 1 M em
tampao Tris-HCl 10 mM pH 8. Todos os ensaios apresentam no minimo um n=2 e o resultado

do comportamento de ligacdo/eluicdo dos acidos nucleicos aos suportes foi analisado pela
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medicao da absorvancia, que se encontram descritas na figura 26 e por eletroforese em gel
de agarose (Figuras 27 e 28).

Com estas condicoes foi possivel observar a eluicdo da amostra, aquando da utilizacao da
matriz S-SilPrMImCl, tendo o ARN de baixo peso molecular eluido com NaCl 1M e o ADN
genodmico com Tris-HCl 10mM. Nestas condicbes foi possivel verificar a seletividade do
suporte, que resultou na total separacao entre o ADN e o ARN de baixo peso molecular,
confirmando-se ainda a maior afinidade para o ARN. Verificou-se ainda que o ADN ligou a
matriz maioritariamente por interacdes hidrofobicas e por isso a sua recuperacao foi possivel
quando se alteraram as condicoes de forma a quebrar este tipo de interacées. No entanto, o
ARN que também estava retido, nédo foi igualmente recuperado, e tera sido sujeito a retencao
associado a diferentes interacdes, que s6 quebraram quando foi aplicado o segundo passo de
eluicdo. Relativamente a matriz S-SilPrN(Cg);Cl manteve o seu comportamento hidrofobico e é
possivel verificar pela figura 28 que o ARN de baixo peso molecular eluiu na ligacdo com
sulfato de amonio e em ambas as eluicoes, quer com Tris-HCl 10mM, quer com NaCl 1M, no
entanto no caso do passo de ligacao a quantidade de amostra que eluiu foi bastante inferior.
Mais uma vez a matriz S-SilPrNEt;Cl apresentou um bom resultado, que sugere ser possivel a
separacao entre as espécies de ADN e ARN. No passo de ligacdo é possivel observar a eluicdo
de ADN genomico, o que ja tinha acontecido no ensaio anterior para as condicdes ionicas. No
entanto, no ensaio com sulfato de amonio a eluicdo de ARN ocorreu nos dois passos de
eluicdo, apos adicao de Tris-HClL 10 mM e NaCl 1 M. Apesar desta diferente distribuicdo, este
€ um resultado que pode ser um bom indicador para a aplicacao do suporte na separacao de
ARNs especificos. A amostra de ARN de baixo peso molecular apresenta alguma
heterogeneidade e diversidade de ARNs, sendo por isso natural que se possam encontrar
diferentes perfis de retencao nos suportes e interacao com os ligandos.

Com a utilizacao da matriz S-SilPrMet,;ButCl ocorreu a ligacao total da amostra e a eluicao das

espécies de acidos nucleicos apenas ocorreu no passo de eluicdo com NaCl 1M.
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Figura 26 - Valores médios das absorvancias nos diferentes passos do ensaio e respetivos desvio-padrao:

A - SiO; B - S-SilPrCl; C - S-SilPrBenzCl; D - S-SilPrMImCL; E - S-SilPrNEt;Cl; F - S-SilPrMet,ButCl; G - S-
SllPrN(C3)3Cl.
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Figura 27 - Eletroforese representativa dos ensaios realizados em condicées que promovem interacoes
hidrofébicas, aplicando uma amostra de ADN genomico e ARN de baixo peso molecular em silicas
modificadas com diferentes Lls: 1 - Amostra inicial; 2- SiO,: Ligacao; 3 - SiO,: Eluicdo com Tris-HCl; 4 -
SiO,: Eluicao com NaCl; 5 - S-SilPrCl: Ligacao; 6 - S-SilPrCl: Eluicdo com Tris-HCL; 7 - S-SilPrCl: Eluicao
com NaCl; 8 - S-SilPrBenzCl: Ligacao; 9 - S-SilPrBenzCl: Eluicao com Tris-HCL; 10 - S-SilPrBenzCl: Eluicao
com NaCl; 11 - S-SilPrMImCL: Ligacao; 12 - S-SilPrMImCl: Eluicao com Tris-HCL; 13 - S-SilPrMImCl: Eluicao
com NaCl.

Figura 28 - Eletroforese representativa dos ensaios realizados em condicdes que promovem interacoes
hidrofébicas, aplicando uma amostra de ADN genomico e ARN de baixo peso molecular em silicas
modificadas com diferentes Lls: 1 - Amostra inicial; 2 - S-SilPrNEt;Cl: Ligacao; 3 - S-SilPrNEt;Cl: Eluicao
com Tris-HCL; 4 - S-SilPrNEt;Cl: Eluicdo com NaCl; 5 - S-SilPrMet,ButCl: Ligacado; 6 - S-SilPrMet,ButCl:
Eluicdo com Tris-HCL; 7 - S-SilPrMet,ButCl: Eluicdo com NaCl; 8 - S-SilPrN(Cg);Cl: Ligacao; 9 - S-
SilPrN(Cg)sCl: Eluicdo com Tris-HCL; 10 - S-SilPrN(Cg)sCl: Eluicdo com NacCl.

Os resultados obtidos com a amostra de lisado destacam uma vez mais a matriz S-SilPrNEt;Cl
pela positiva, uma vez que no passo de ligacdo os valores de absorvancia sao
consideravelmente baixos o que reflete uma correta ligacao do ARN ao suporte. No caso da
matriz S-SilPrBenzCl foram obtidos valores ligeiramente superiores na absorvancia dos
sobrenadantes no passo de ligacdao, isto pode ser indicativo de uma ligacao incompleta das
espécies ao suporte, outra possibilidade para apresentar valores elevados nesse passo € uma

possivel interferéncia provocada pelo anel aromatico presente na constituicao da matriz.
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4.1.3 Ensaios de ligacao/eluicao de ADN gendémico, ARN ribossomal e ARN de
baixo peso molecular nos suportes de silica funcionalizada com liquidos

jonicos

Nestes ensaios foi utilizada uma amostra de lisado mais complexa contendo ADN gendmico,
ARN ribossomal e ARN de baixo peso molecular. Tal como nas amostras anteriores, também
neste caso foram realizados ensaios que favorecem maioritariamente as interacdes ionicas,
estes incluiram também a realizacdo de um passo de ligacdo com o tampao Tris-HCl 10 mM pH
8 e um passo de eluicao com a adicao de NaCl 1 M em tampao Tris-HCl 10 mM pH 8. Todos os
ensaios apresentam no minimo um n=2 e o resultado do comportamento de ligacdo/eluicao
dos acidos nucleicos aos suportes foi analisado pela medicdo da absorvancia, que se
encontram descritas na figura 29 e por eletroforese em gel de agarose (Figuras 30 e 31).

Mais uma vez os resultados sao coerentes com os obtidos anteriormente, e as matrizes S-
SilPrMImCl e S-SilPrN(Cg);Cl voltaram a demonstram o seu comportamento hidrofobico
tornando dificil a visualizacdo dos acidos nucleicos no gel de agarose, devido a formacao de
aglomerados.

0O comportamento da matriz S-SilPrNEt;Cl também se demonstrou concordante, pois uma vez
mais no passo da ligacdo ocorreu a eluicdo de ADN gendmico e ARN de baixo peso molecular,
mas desta vez também existia a presenca de ARN ribossomal. Ja no passo da eluicdo com NaCl
1M apenas ocorreu a eluicdo de ARN de baixo peso molecular, o que demonstra que havera
uma interacdo de maior intensidade com este tipo de biomolécula. Por sua vez, na matriz S-
SilPrMet,ButCl, o ARN de baixo peso molecular apenas eluiu no passo em que foi adicionado
NaCl 1M, o que nao tinha acontecido com a amostra anterior, enquanto que o ADN genomico
e ARN ribossomal eluiram no passo de ligacao. Neste caso verificou-se total seletividade entre
as biomoléculas de maior peso molecular (ADN e ARN ribossomal) e as de mais baixo peso.

No caso da matriz S-SilPrBenzCl, nao ocorreu interacdo da amostra com o suporte uma vez
que todas as espécies eluiram no passo de ligacdo tendo havido apenas uma retencdo muito

residual (Figura 30, linhas 6 e 7).
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Figura 30 - Eletroforese representativa dos ensaios realizados em condicoes que promovem interacoes
ionicas, aplicando uma amostra de ADN gendmico, ARN ribossomal e ARN de baixo peso molecular em
silicas modificadas com diferentes LIs: 1 - Amostra inicial; 2- SiO,: Ligacdo; 3 - SiO,: Eluicdo; 4 - S-
SilPrCl: Ligacao; 5 - S-SilPrCl: Eluicao; 6 - S-SilPrBenzCl: Ligacao; 7 - S-SilPrBenzCl: Eluicao; 8 - S-
SilPrMImCl: Ligacao; 9 - S-SilPrMImCl: Eluicao.

Figura 31 - Eletroforese representativa dos ensaios realizados em condicées que promovem interacoes
ionicas, aplicando uma amostra de ADN genomico, ARN ribossomal e ARN de baixo peso molecular em
silicas modificadas com diferentes Lls: 1 - Amostra inicial; 2 - S-SilPrNEt;Cl: Ligacdo; 3 - S-SilPrNEt;Cl:
Eluicao; 4 - S-SilPrMet,ButCl: Ligacao; 5 - S-SilPrMet,ButCl: Eluicdo; 6 - S-SilPrN(Cg);Cl: Ligacao; 7 - S-
SilPrN(Cg);Cl: Eluicao.

Por fim, foram realizados ensaios que favorecem maioritariamente interagdes hidrofdbicas
gue mais uma vez incluiam, inicialmente, a realizacdo de um passo de equilibrio/ligacdo com
Sulfato de Amonio 2 M em tampao Tris-HCl 10 mM pH 8, seguido de um passo de eluicao com
a adicao de Tris-HCL 10 mM pH 8. Também neste caso foi notdria a necessidade de realizar
mais um passo de eluicdo de modo a promover a eluicdo total da amostra ligada a matriz.
Assim foi incluido um passo que consiste na eluicao com NaCl 1M em tampao Tris-HCl 10 mM
pH 8.
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Os suportes S-SilPrNEt;Cl S-SilPrMet,ButCl apresentaram comportamentos diferentes
relativamente ao ensaio em que eram promovidas as condicbes ionicas. Relativamente ao
primeiro, no caso dos ensaios em condicdes idnicas nao apresentava seletividade e neste caso
ja existe uma diferenca na eluicdo dos acidos nucleicos de maior peso molecular (ADN
genodmico e ARN ribossomal) em relacao aos de menor peso molecular (Figura 34, linhas 2,3 e
4). Ja no caso do segundo suporte ocorreu o oposto, em condicdes ionicas apresentava
seletividade e em condicoes hidrofobicas todas as espécies de acidos nucleicos eluiram no
Ultimo passo (Figura 34, linhas 5,6 e 7). Confirma-se desta forma a versatilidade dos suportes
e a possibilidade de adaptar condicoes dependendo da amostra e do que se pretende
recuperar.

Em todos os ensaios realizados € notoria a dificuldade em visualizar bandas de ARN ribossomal
completamente integras, este facto pode dever-se as condicoes de elevada concentracao de

sal que sao utilizadas.
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Figura 33 - Eletroforese representativa dos ensaios realizados em condicdes que promovem interagoes
hidrofobicas, aplicando uma amostra de ADN genomico, ARN ribossomal e ARN de baixo peso molecular
em silicas modificadas com diferentes Lls: 1 - Amostra inicial; 2- SiO,: Ligacdo; 3 - SiO,: Eluicdo com
Tris-HCL; 4 - SiO,: Eluicao com NaCl; 5 - S-SilPrCl: Ligacao; 6 - S-SilPrCl: Eluicdo com Tris-HCl; 7 - S-
SilPrCl: Eluicdo com NaCl; 8 - S-SilPrBenzCl: Ligacao; 9 - S-SilPrBenzCl: Eluicdo com Tris-HCl; 10 - S-
SilPrBenzCl: Eluicao com NaCl; 11 - S-SilPrMImCl: Ligacao; 12 - S-SilPrMImCLl: Eluicdo com Tris-HCL; 13 -
S-SilPrMImCL: Eluicao com NaCl.

Figura 34 - Eletroforese representativa dos ensaios realizados em condicdes que promovem interacoes
hidrofébicas, aplicando uma amostra de ADN gendmico, ARN ribossomal e ARN de baixo peso molecular
em silicas modificadas com diferentes Lls: 1 - Amostra inicial; 2 - S-SilPrNEt;Cl: Ligacdo; 3 - S-
SilPrNEt;Cl: Eluicao com Tris-HCL; 4 - S-SilPrNEt;Cl: Eluicdo com NaCl; 5 - S-SilPrMet,ButCl: Ligacao; 6 -
S-SilPrMet,ButCl: Eluicao com Tris-HCl; 7 - S-SilPrMet,ButCl: Eluicdo com NaCl; 8 - S-SilPrN(Cg)sCl:
Ligacao; 9 - S-SilPrN(Cg);Cl: Eluicdo com Tris-HCL; 10 - S-SilPrN(Cg);Cl: Eluicdo com NaCl.

Em suma, os resultados sugerem que as matrizes apresentam um comportamento multimodal
pois nos ensaios realizados com sulfato de amonio seria esperado que ocorresse a eluicao das
biomoléculas com a diminuicao da forca ionica para Tris-HCl 10 mM, mas o que se verificou

foi que as biomoléculas permaneciam retidas a matriz, provavelmente devido ao facto da
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condicao de eluicao que quebra as interacdes hidrofébicas acabar por favorecer as interacoes
ionicas e assim as biomoléculas permaneciam ligadas.

Considerando os ensaios realizados com todas as diferentes amostras considerou-se que
existem duas matrizes bastante promissoras: a S-SilPrNEt;Cl e a S-SilPrMet,ButCl uma vez que
demonstraram ser as que apresentavam resultados com uma coeréncia mais elevada. No

entanto o presente trabalho avancou para os ensaios seguintes com a S-SilPrNEt;CL.

4.2 Ensaios cromatograficos com a matriz macroporosa

funcionalizada com SilPrNEt;Cl

Apds a realizacdo dos ensaios screening nos suportes de silica e avaliacdo dos resultados
obtidos, procedeu-se a modificacdo da matriz macroporosa com o liquido idnico mais
promissor. A matriz escolhida foi a AF- Epoxy-650 uma vez que apresenta uma alta
capacidade de funcionalizacdo através dos grupos epoxi, sendo por isso altamente versatil
para a funcionalizacao de novos grupos quimicos, além de ser uma matriz macroporosa, o que
pode resultar numa maior capacidade de ligacao.

Apesar de existirem varias silicas funcionalizadas com Lls que demonstraram potencial, o
trabalho foi elaborado com o LI tendo como catidao a trietilamina e aniao o cloreto, Mp-
SilPrNEt;Cl. Recorremos a uma técnica cromatografica em que as condicdes de ligacao
favoreciam maioritariamente interacdes ionicas, pois os ensaios em silica modificada com o
mesmo LI mostraram que esta interacao poderia ter um comportamento promissor na
separacao das diferentes espécies de acidos nucleicos. Embora nas condicdes hidrofobicas
também se tenham obtidos resultados positivos, no entanto, a utilizacdo de sulfato de amonio
requer um maior tempo para a remocao do sal, além disso tem também um maior impacto
ambiental.

Assim, para separar os diferentes acidos nucleicos presentes na amostra complexa de lisado
foi iniciado o equilibrio das duas fases com uma solucdo de NaCl 170 mM em Tris-HCL 10 mM
pH 8 seguindo-se a injecao da amostra. Pode observar-se na figura 35 (A) que no primeiro
passo foi obtido um pico no cromatograma, que através da analise da eletroforese em gel de
agarose, figura 35 (B) confirmou-se corresponder ao ADN gendémico, desta forma percebemos
que a referida biomolécula nao interage com o suporte nas condices estabelecidas, eluindo
assim de forma imediata apo6s a injecdo do lisado. De seguida, a concentracdo de sal foi
aumentada para os 300 mM de NaCl em Tris-HCl 10mM tendo-se obtido outro pico, ou seja, foi
provida a eluicao de outras espécies de acidos nucleicos. Analisando a eletroforese em gel de
agarose percebemos que neste passo eluiu ARN de baixo peso molecular, tendo desta forma
interagido mais fortemente com o suporte modificado com o liquido i6nico em estudo. Como
terceiro passo do ensaio cromatografico foi utilizada a concentracao de 500 mM de NaCl em

Tris-HCl 10 mM. Mais uma vez foi obtido um pico no cromatograma que se revelou tratar da
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eluicao de duas espécies distintas, justificando assim o valor elevado do referido pico, sendo
elas ARN ribossomal e uma pequena quantidade de ADN gendmico. No final do ensaio a
concentracao de sal foi aumentada para 1M de NaCl em Tris-HCl 10mM de modo a verificar se

todas as biomoléculas tinham eluido do suporte.
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Figura 35 - (A) Cromatograma representativo do estudo da interacao dos acidos nucleicos com a matriz
Mp-SilPrNEt;Cl. O gradiente usado esta representado pela linha a tracejado (B) Electroforese em gel de
agarose para analise das fragcdes recolhidas do cromatograma. 1: Amostra Inicial; 2: Fracdo
correspondente ao pico 1; 3: Fracao correspondente ao pico 2; 4: fracao correspondente ao pico 3.

No poco n°1 da corrida de eletroforese em gel de agarose foi injetada a amostra inicial onde é
possivel observar as 3 espécies de acidos nucleicos presentes na amostra complexa de lisado.
Apos concentracao e remocao do excedente de sal das amostras correspondentes aos picos 1,
2 e 3 do cromatograma, as mesmas foram injetadas na eletroforese confirmando-se as
espécies que eluiram em cada condicao.

De modo a melhorar a separacdo das 3 espécies presentes foram realizados ensaios com
condicbes ajustadas tendo-se iniciado o equilibrio das duas fases com uma solugao de NaCl
150mM em Tris-HCl 10mM, seguindo-se a injecao da amostra. E possivel observar na figura 36
que o primeiro pico corresponde a eluicdo de AND genémico que mais uma vez nao interagiu
com o suporte tendo sido desta forma a primeira biomolécula a eluir. De seguida, a
concentracao de sal foi aumentada para 300 mM de NaCl em Tris-HCl 10 mM tendo-se obtido
desta forma mais um pico correspondente ao ARN de baixo peso molecular, como se pode
observar pela figura 36 B. De forma a obter o Ultimo pico, a concentracdao de NaCl foi

ajustada para 500 mM em Tris-HCl 10mM, que por analise da eletroforese em gel de agarose,
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figura 36 B, de confirmou que se tratava do ARN ribossomal. Tal como nas condicoes
anteriores, também neste caso se realizou um Gltimo passo em que a concentracdo de NaCl
era de 1M em Tris-HCl 10 mM de modo a verificar se toda a amostra tinha eluido do suporte, o

que se confirmou uma vez que nao ocorreu a formacao de nenhum pico.
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Figura 36 - (A) Cromatograma representativo do estudo da interacao dos acidos nucleicos com a matriz
Mp-SilPrNEt;Cl, em que o gradiente usado esta representado pela linha a tracejado. (B) Electroforese
em gel de agarose para analise das fracoes recolhidas do cromatograma. 1: Amostra Inicial; 2: Fragao
correspondente ao pico 1; 3: Fracao correspondente ao pico 2; 4: fracdo correspondente ao pico 3.

Também neste ensaio foi injetado no poco n°1 da corrida de eletroforese em gel de agarose a
amostra inicial onde é possivel observar as 3 espécies de acidos nucleicos presentes na
amostra complexa de lisado. Apds concentracao e remocao do excedente de sal das amostras
correspondentes aos picos 1, 2 e 3 do cromatograma, as mesmas foram injetadas na
eletroforese confirmando-se as espécies que eluiram em cada condicéo.

Através do ajuste das concentracdes de sal foi assim possivel separar de forma mais eficiente
as diferentes espécies de acidos nucleicos presentes na amostra inicial. Uma vez que estes
ensaios cromatograficos sdo realizados de uma forma consideravelmente rapida (em média 40
minutos) as biomoléculas sdo recuperadas rapidamente o que € uma vantagem uma vez que
os acidos nucleicos sdo bastantes sensiveis a temperatura, desta forma pode ser mais facil

garantir a sua estabilidade e integridade.

De forma a poder verificar os resultados obtidos e verificar a reprodutibilidade da coluna
foram efetuados oito ensaios onde foram mantidas as condicdées de equilibrio, ligacdo e
eluicdo. Desta forma foi obtido um perfil cromatografico semelhante em todos os ensaios

como se pode observar na figura 37. Existem variacées na quantidade de amostra eluida,
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verificada pelas diferentes alturas dos picos. Este facto pode estar relacionado com o
manuseamento da amostra aquando da sua homogeneizacao. Outra diferenca visivel é o facto
de os picos serem obtidos em volumes diferentes o que é justificavel pelo facto dos ensaios
nao terem todos a mesma duracao.

E assim possivel observar que matriz macroporosa funcionalizada com o liquido idnico permite
a realizacdo de diversos ensaios nao comprometendo a separacao das trés espécies de acidos

nucleicos presentes na amostra.

== Epsaio1 == Ensaio 5

Ensaio 2 Ensaio 6
== Ensaio 3 Ensaio 7
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Figura 37 - Cromatograma representativo dos ensaios de reprodutibilidade da coluna em condicdes de
interacao iodnica.
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Capitulo 5 - Conclusdées e Perspetivas

Futuras

E inegavel a importancia bioquimica e clinica das diferentes espécies dos acidos nucleicos,
pois todas tém um papel crucial em diversos processos bioldgicos e celulares. Cada vez mais
sao utilizados em diferentes tipos de terapias, como por exemplo o uso de ARN ribossomal
para estudo e caracterizacao da acdo de antibioticos e o ARN de interferéncia como agente
terapéutico e, por isso tém vindo a ganhar um enorme interesse para a obtencao de novos
métodos mais efetivos para o combate de patologias que afetam grande parte da populacao
mundial. No entanto, a aplicacdo clinica destas biomoléculas estda dependente da
implementacao de técnicas adequadas que garantam a sua estabilidade assim como a sua
purificacdo. Apesar das diversas opcbes ja disponiveis, ainda existe um extenso caminho até
se conseguir obter um processo biotecnolégico ideal com o qual se consiga realizar a
separacao das biomoléculas para posterior aplicacao.

Dentro dos diversos processos biotecnologicos, a cromatografia liquida é um método que
permite, tendo por base interacbes reversiveis, a separacdo e a purificacdo seletiva dos
diferentes tipos de biomoléculas. No entanto, a grande desvantagem desta técnica sdo os
tipos de suportes disponiveis, a limitada capacidade ou os solventes normalmente usados que
podem ser economicamente desvantajosos ou representar algum impacto negativo para o
meio ambiente. E neste campo que os liquidos i6nicos se apresentam como uma grande
vantagem pois possuem Otimas caracteristicas fisico-quimicas que permitem uma alta
manipulacdao de modo a anular os referidos efeitos prejudiciais.

Com este trabalho, através de um screening inicial verificou-se que os liquidos i6nicos com os
catides trietilamina e dimetilbutilamina sdo os que apresentam melhores caracteristicas de
modo a promover interacdo com as diferentes espécies de acidos nucleicos. Além disso
apresentam um comportamento multimodal potenciando desta forma a utilizacao de
interacoes ionicas e hidrofobicas na separacao. Apos a funcionalizagao em silica, foi realizada
a funcionalizacdo da matriz cromatografica macroporosa com o liquido idnico cloreto de
trietilamina e foram realizados ensaios de purificacdo com as diferentes espécies de acidos
nucleicos: ADN genomico, ARN ribossomal e ARN de baixo peso molecular a partir de lisados
de E. coli. Neste estudo foi confirmada a separacao das trés referidas espécies através de dois
passos cromatograficos. Foi possivel ainda demonstrar a reprodutibilidade da coluna onde se
verifica que ocorre sempre a separacdo das espécies presentes na amostra embora a
eficiéncia seja variavel.

Considerando os resultados obtidos pode-se considerar esta técnica bastante promissora e
com grande potencial para a purificacao de acidos nucleicos.

No futuro podera testar-se esta matriz na separacao e purificacao dos diversos ARNs nao-

codificantes como os mMiARNs uma vez que cada vez mais revelam ter uma enorme
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importancia bioldgica e sao 6timas opcdes como agentes terapéuticos. Também devera ser
efetuado um estudo da matriz funcionalizada com liquidos ionicos baseados em
dimetilbutilamina como ligandos na matriz macroporosa para cromatografia liquida uma vez
que também demonstrou excelentes interacées com as espécies de acidos nucleicos aquando
da funcionalizacdao em silica. Também devera ser avaliada a possibilidade da utilizacao de
uma técnica onde é aplicado o conceito multimodal das matrizes uma vez que esta

caracteristica € uma mais-valia para esta técnica de separacao.
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