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“O 1nicio da sabedoria ¢ a admissao da propria ignorancia. Todo o meu saber consiste em
saber que nada sei. E o fato de saber isso, me coloca em vantagem sobre aqueles que acham
que sabem alguma coisa.”

Socrates
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RESUMO

SANTOS, C. M. S. Desenvolvimento de adsorventes monoliticos macroporosos com
concanavalina A imobilizada para a purificacao de lectinas. Itapetinga — BA: UESB,
2016. 78 p. dissertagdo. (Mestrado em Engenharia e Ciéncia de Alimentos, Area de
Concentracdo em Engenharia de Alimentos).*

Técnicas cromatograficas estdo entre as mais importantes nas estratégias de purificacdo de
biocompostos, sendo constante o desenvolvimento de novos adsorventes para tal uso. Nesse
sentido, ganha destaque a producdo de mondlitos, estruturas porosas, interconectadas, em
corpo unico. Mondlitos poliméricos podem ser produzidos a partir da mistura de monémeros
e um agente porogénico, polimerizada in situ em um molde. A ampla variedade de
combinacbes de mondmeros e reagentes modificadores da superficie permite que o0s
mondlitos se adequem a diversos processos cromatograficos de separacdo. Na presente
pesquisa foi avaliada a modificacdo de suportes monoliticos macroporosos de poliacrilamida
por seis distintos métodos de ativacdo, baseados na reatividade de radicais epOxi presentes na
estrutura dos criogéis e na formacdo de ligacdes covalentes, para a imobilizacdo de
concanavalina A (ConA) visando ao seu uso na purificacdo de lectinas por cromatografia. Foi
avaliada a capacidade de imobilizacdo de ConA e aspectos fisicos e quimicos dos mondlitos,
além do seu potencial de uso para a adsorcdo de lectinas. Verificou-se que o incremento de
radicais epdxi utilizando-se epicloridrina e a adi¢do de bragos espagcadores com o uso do
glutaraldeido aumentaram a quantidade de ConA imobilizada, sendo que os monolitos
funcionalizados mantiveram a estrutura macroporosa predominante e baixa resisténcia ao
escoamento. A capacidade adsortiva na melhor condicdo estudada foi superior a 100 mg-de
lectina por grama de mondlito desidratado, mantendo-se constante apds cinco ciclos de uso,
demonstrando a estabilidade do mesmo. Os resultados obtidos sugerem que os monolitos
desenvolvidos sdo promissores na purificacdo de lectinas por cromatografia de afinidade,

sendo necessarios mais estudos visando a sua otimizagé&o.

Palavras —chave: Lectinas, cromatografia de afinidade, criogel.

* QOrientador: Rafael da Costa Ilhéu Fontan, DSc.,UESB e Co-orientadores: Renata Cristina
Ferreira Bonomo, DSc. UESB e Leandro Soares Santos, DSc., UESB.
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ABSTRACT

SANTOS, Carilan Moreira Souza, M.S. Development of monolithic macroporous
adsorbents functionalized with concanavalin A for lectin purification. Itapetinga - BA:
UESB, 2016. 78 p. (Master’s of Engineering and Food Science, Concentration Area in Food
Engineering) *.

Chromatographic techniques are important in biocompounds purification strategies. It has
been observed the development of new adsorbents for such use, including the production of
monoliths, porous structures, interconnected in a single body. Polymer monoliths are
produced from a monomer mixture and a porogenic agent, polymerized in situ in a mold. A
wide variety of monomer combinations and surface-modifying reagents makes monoliths
suited to almost any kind of separation. In the present study it was evaluated the modification
of macroporous polyacrylamide monolithic supports by six different activation methods,
based on the reactivity of epoxy radical present in their structures and the formation of
covalent bonds, for the immobilization of concanavalin A (Con A) in order to their
application in lectins purification by affinity techniques. It was evaluated ConA
immobilization capacity and physical and chemical aspects of the monoliths, besides its
potential use for the lectins adsorption. It was found that the increase of epoxy radicals using
epichlorohydrin and the addition of spacer arms using glutaraldehyde increased the amount of
immobilized ConA, and the functionalized monolithic maintained predominantly
macroporous structure and low flow resistance, desirable characteristics for the
macromolecules purification. The adsorptive capacity of the activated monoliths by the most
effective method was superior to 100 mg of lectines per g of dried monolith, keeping constant
after five consecutive cycles of use, demonstrating the stability of the column. The results
suggest that developed monoliths are promising in lectin purification by affinity techniques,

requiring more studies to its optimization.

Key words: Lectins, affinity chromatography, cryogel.

* Advisor: Rafael da Costa Ilhéu Fontan, DSc., UESB. Co-advisors: Renata Cristina Ferreira
Bonomo, DSc. UESB; Leandro Soares Santos, DSc., UESB
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1. REFERENCIAL TEORICO
1.1 INTRODUCAO

A demanda da industria de alimentos e farmacéutica por biocompostos ativos é
crescente, buscando-se 0 emprego de técnicas que mantenham ao maximo a bioatividade
desses compostos (GUIOCHON; BEAVER, 2011). O desenvolvimento de novas estratégias
de biosseparacdo e purificacdo de compostos de interesse tem se tornado uma necessidade
continua e os adsorventes e trocadores idnicos surgiram como alternativas para tal. Entre os
adsorventes existentes estdo os monolitos poliméricos, estruturas porosas altamente
interconectadas formadas em corpo Unico, considerados a quarta geracdo dos materiais
cromatograficos (JUNGBAUER; HAHNA, 2008). Essas estruturas sao versateis no seu uso,
podendo ser produzidos na forma de colunas, discos ou membranas, e apresentam baixo custo
se comparados a matrizes tradicionais na cromatografia (GUIOCHON, 2007).

As lectinas constituem um grupo de glicoproteinas encontradas em muitos
organismos, tais como bactérias, plantas e animais (PERCIN; AKSOZ, 2012). Uma das
lectinas mais estudadas é a concanavalina A, isolada da leguminosa Canavalia ensiformes.
Essa proteina liga-se a moléculas que contem a a- D -manopiranosil, o-D -
glicopiranosil (anémeros o de manose e glicose) e estruturas estericamente relacionadas, além
de se complexar com uma série de substancias que contenham esses acgucares. Imobiliza¢des
com Concanavalina A tem sido utilizada para o isolamento, fracionamento, caracterizacdo
estrutural e imobilizacdo de glicoproteinas e outros glicoconjugados biologicamente
importantes (CARLSSON et al., 1998).

As funcbes biologicas dessas proteinas ainda ndo sdo devidamente conhecidas,
contudo, estudos realizados revelam que lectinas de diferentes especificidades, imobilizadas
sobre suportes cromatograficos podem ser usadas como matrizes de afinidade para fins
variados. Assim, elas tém sido utilizadas para caracterizacdo e andlise de glicoconjugados
(OLAJOS, 2010; CERRADA et al.,, 2010) podendo ser usadas para explorar superficies
celulares, ligando-se a por¢do carboidrato de glicoproteinas ou glicolipideos (GHAZARIAN
et al.,, 2011; NUNES et al., 2012). Varias lectinas tém demonstrado possuir atividade
imunomoduladora e antitumoral in vivo e in vitro; elas tém sido utilizadas como agentes
terapéuticos, sendo capazes de se ligar a membrana celular ou seus receptores, causando
citotoxicidade, apoptose e inibicdo do crescimento tumoral (GONZALEZ DE MEIJIA;
PRISECARU, 2005).

Para a obtencdo de lectinas purificadas, alguns métodos vém sendo avaliados, como a

precipitacdo com etanol, filtragdo em gel e troca i6nica (SANTANA et al., 2008), contudo, a
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cromatografia por afinidade é a mais efetiva quando se deseja obter um grau de pureza mais
elevado, além de manter a bioatividade da molécula (PERCIN; AKSOZ, 2012). Para a
purificacdo de lectinas por cromatografia de afinidade, € muito explorado o uso de interacfes
gue se baseiam na capacidade destas se ligarem especifica e reversivelmente a carboidratos
(GERLACH et al., 2002). A propriedade de ligagdo das lectinas a carboidratos facilita a
purificacdo através de suportes cromatograficos, por exemplo, a imobilizacdo de lectinas para
o isolamento de glicoconjugados (PEUMANS; VAN DAMME, 1998).

Géis monoliticos poliméricos apresentam inimeras aplicacdes em diferentes areas da
biotecnologia, incluindo o wuso em materiais cromatograficos, matrizes para
eletroforese/imuno-difusdo, assim como suportes de imobilizacdo de moléculas e células.
Criogéis sdo matrizes de géis formados a partir de solucdes de polimeros submetidas a
temperaturas inferiores ao ponto de cristalizagdo do solvente, gerando macroporos
interconectados que permitem que ndo ocorra problemas de difuséo de solutos, na ordem de
micrdmetros a nanémetros.

Apesar das vantagens apresentadas pelos referidos suportes cromatograficos
poliméricos (criogéis), sua estrutura fisica possui uma area superficial significativamente
menor se comparada a de um leito fixo empacotado, razdo pela qual sua eficiéncia pode ser
diminuida. Por isso, o estudo de modificacfes na estrutura dos criogeis € uma area essencial e
gue vem se desenvolvendo rapidamente. Modificacdes quimicas ou fisicas, podem ser feitas
visando aumentar a eficiéncia dos processos de separacdo (YAO et al., 2007; YUN et al.,
2007; WANG et al., 2008). As modificacdes da matriz polimérica sdo normalmente realizadas
por meio da circulagdo de solugdes contendo os reagentes de ativacdo (grupos ligantes), ou
por imersdo do suporte na referida solucéo, tornando consequentemente, 0 monolito em uma
estrutura quimicamente ativada (KIM; HAGE, 2005). Essas modificagdes sdo realizadas
objetivando alcancar maiores indices adsortivos quando solugdes aquosas sdo difundidas
sobre essas superficies macroporosas para retencdo dos compostos de interesse.

Tem-se entdo adotado alguns métodos de imobilizacdo de ligantes e biomoléculas para
serem empregados nesses criogéis. O método de imobilizacdo tem como principio a interagdo
fisica das biomoléculas ao longo do suporte com retencdo de sua atividade bioldgica. Essa
tecnologia tem por finalidade facilitar a separacdo entre a biomolécula e os demais
constituintes da solucdo aquosa, além de melhorar a estabilidade do suporte para seu reuso em
aplicagbes continuas, com efeito positivo no processo econémico (QIU et al., 2010;
JARZEBSKI et al., 2007).

Entre os métodos de imobilizacdo estudados, estdo o Método Epoxi, Método da Base

de Schiff, Método do Carbonildiimidazol, Método do Dissuccinimidil Carbamato, Método de
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Troca Catibnica, Método do Glutaraldeido (LUO et al., 2002), dentre outros. (MALLIK;
JIANG; HAGE, 2004; HAGE; RUHN, 2005).

O criogel ativado pelo método do glutaraldeido tende a ter uma taxa de imobilizacéo
maior do que o suporte ativado pelo método epdxi e alguns dos demais métodos, devido a um
maior espacamento entre a biomolécula imobilizada e a superficie do criogel, por meio da
formacéo de bracos espacadores (LUO et al., 2002). A introducéo destes bracos espacgadores
contribui para prevencdo dos efeitos de impedimento estérico e limitacBes difusionais,
proporcionando uma melhor posicdo para acdo biolégica ap6s imobilizacdo (LUO et al.,
2002; KNEZEVIC et al., 2006).

A grande aplicabilidade dos mondlitos poliméricos para purificacdo de biocompostos
justifica o interesse da presente pesquisa, uma vez que estes possuem superficies passiveis de
modificacGes para introducdo de funcionalidades, adaptando-se as necessidades de cada
processo. Foi percebido que a imobilizacdo de um ligante a superficie do mondlito melhorou
sua capacidade adsortiva. Contudo, é necessario que o ligante seja compativel com as
solucdes usadas durante o processo de imobilizacdo, que possuam no minimo um grupo
funcional através do qual ele sera acoplado & matriz (-NHz, amino; -COOH, carboxilico; -
CHO aldeido; -SH, tiol; -OH, hidroxilico) e que este grupo funcional ndo seja essencial para a
sua funcdo biologica, ou seja, sua capacidade de ligacdo ndo deve ser afetada pela
imobilizacdo (JANSON; RYDEN, 1989). As proteinas possuem um ndimero grande de grupos
reativos e podem ser imobilizadas sem a destrui¢do de sua estrutura ou fungédo. A capacidade
de lectinas imobilizadas interagirem especificamente com carboidratos as torna excelentes
ferramentas para a purificagdo de glicoproteinas, soltveis ou derivadas de membranas. Desta
forma, o desenvolvimento e caracterizacdo de novos adsorventes de menor custo, com
lectinas imobilizadas, para a purificacdo de biocompostos, constitui uma potencial iniciativa

para a expansédo do seu processamento e utilizagdo nos diversos segmentos industriais.
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1.2 REVISAO DE LITERATURA
1.2.1 Glicoproteinas: Lectinas

Lectinas sdo proteinas de origem ndo imunoldgica que reconhecem, de forma
reversivel, carboidratos livres ou conjugados a superficies celulares, através de seus sitios de
ligagdo (CORREIA, COELHO e PAIVA, 2008). Estdo amplamente distribuidas na natureza,
sendo encontradas em todas as classes e familias dos organismos vivos, desde animais a
plantas, virus, bactérias e fungos (BRANCO et al., 2004). Entre as plantas, tém sido relatadas
ocorréncias em folhas, frutos, raizes, tubérculos e rizomas (COSTA et al., 2010; YAN et al.,
2010), sendo especialmente purificadas a partir de sementes, onde constituem até 10% do
conteddo total de proteinas dos extratos (PAZ et al., 2010; SANTOS et al., 2009).

O termo lectina, originado do latim “legere”, que significa selecionar (LAM; NG,
2011) é empregado para nomear todas as proteinas que possuem ao menos um dominio nao
catalitico capaz de ligarem-se seletivamente e reversivelmente a mono ou oligossacarideos
(SHARON; LIS, 2002), o que permite as lectinas distinguirem acucares semelhantes (LAM;
NG, 2011).

O primeiro relato sobre lectinas ocorreu em 1888, quando Stillmark observou que
extratos de Ricinus communis (mamona) aglutinava eritrocitos devido a presenca de uma
proteina extraida, a ricina (KENNEDY et al., 1995). Em 1891, Hellin descobriu que extratos
toxicos de sementes de Abrus precatorius (jequiriti) também produziam aglutinacdo de
células vermelhas. A medida que aumentavam os fatores aglutinantes e comegavam a ser
descobertos em outras plantas, o termo hemaglutinina, que fora introduzido anteriormente, foi
se tornando constante e comum para todas as substancias que exibiam esta propriedade
biolégica particular (ELFSTRAND, 1898). Todavia, com a descoberta de que algumas
hemaglutininas aglutinavam seletivamente eritrocitos de um grupo sanguineo humano
particular dentro do sistema ABO, o termo comegou a ser introduzido para ressaltar este
aspecto de escolha (BOYD; REGUERE, 1949). Posteriormente foi percebido que as
propriedades de aglutinacdo das lectinas estavam baseadas no reconhecimento especifico e
ligacdo a carboidratos (WATKINS; MORGAN, 1952; MILHOME, 2003).

Movidos por este novo conhecimento, pesquisadores passaram a definir lectinas como
proteinas de origem ndo imune, ligantes a carboidratos que aglutinam células ou precipitam
glicoconjugados (GOLDSTEIN et al., 1980) e ndo modificam bioguimicamente o0s
carboidratos ligantes (RUDIGER; GABIUS, 2001).

Somente com o desenvolvimento biotecnoldgico, que resultou na purificacdo das

lectinas, foi possivel um melhor entendimento da estrutura, acdo e emprego destas moléculas.
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Presentes nos variados tecidos, elas parecem atuar como proteinas de reserva vegetal
(MACEDO et al., 2011); de reconhecimento, de defesa contra fitopatogenos e predadores (SA
et al., 2008; KAUR et al., 2006); de regulacdo e sinalizacdo celular (JIANG et al., 2006);
estdo envolvidas no estabelecimento de simbiose entre organismos (KVENNEFORS et al.,
2008), podendo ainda serem especificas para eritrocitos de diferentes origens animais ou
tipagens (JUNG et al., 2007; WU et al., 2009) ou podem ser ndo especificas para grupos
sanguineos (LIU et al., 2008). Elas atuam na comunicacdo entre células, na interacdo entre
hospedeiro-patdgeno, na embriogénese, na metastase do céncer, no desenvolvimento de
tecidos, na apoptose (LI et al., 2011), na deteccdo, purificacdo, caracterizacdo e andlise de
glicoconjugados (OLAJOS, 2010; CERRADA, et. al., 2010) onde podem ser usadas para
explorar superficies celulares, ligando-se a por¢cdo carboidrato de glicoproteinas ou
glicolipideos (GHAZARIAN et al., 2011).

Com base na estrutura das subunidades das lectinas, mais precisamente, nos produtos
priméarios da traducdo dos genes, Peumans et al. (2001) classificaram-nas em quatro grupos
principais: merolectinas, hololectinas, quimerolectinas e superlectinas, apresentadas na Figura
1.

As merolectinas sdo proteinas pequenas, formadas exclusivamente por um Unico
dominio ligante aos carboidratos. Por definicdo sdo monomeéricas e estruturalmente simples, e
devido a sua natureza monovalente, ndo apresentam atividade hemaglutinante ou capacidade
de precipitar glicoconjugados. Poucas merolectinas foram descobertas, talvez pelo fato de ndo
apresentarem atividade hemaglutinante. Exemplos bem conhecidos sdo as heveinas, lectinas
de latex de Hevea brasiliensis (seringueira), e as proteinas ligantes monomeéricas de orquideas
(PEUMANS; VAN DAMME, 1998).

As hololectinas sdo proteinas oligoméricas, formadas por um Unico tipo de dominio
ligante, mas contém dois ou mais desses dominios que podem ser idénticos ou muito
homdlogos e se ligam ao mesmo carboidrato ou a um outro estruturalmente similar. S&o
capazes de aglutinar células e/ou precipitar glicoconjugados. Ocorrem normalmente na forma
de dimeros ou tetrameros. Diversas lectinas extraidas de plantas sdo classificadas como
hololectinas, pode-se citar como exemplo a Concanavalina A (ConA), Canavalia brasiliensis
(ConBr) e Artocapus integrifolia (Jacalina) (PEUMANS; VAN DAMME, 1998).

As quimerolectinas sdo fusdes de proteinas tendo um ou mais sitios de ligacdo para
carboidratos, todavia, um destes sitios deve conter um aglcar com atividade bioldgica
definida, agindo de forma independente dos demais sitios, e 0 segundo dominio pode ter uma
atividade catalitica ou uma outra atividade biologica independente do dominio de ligantes a

carboidratos. Tais proteinas geralmente apresentam dupla funcdo, mas que se complementam,
19



como por exemplo, proteinas envolvidas na invasividade celular, que utilizam o dominio de
reconhecimento para aglcar como ponto de ancoragem e subsequentemente age com 0 outro
dominio para efetivar a entrada na celula ou até mesmo demolicdo de membranas. Com
relacdo direta ao numero de sitios de ligacdo, quimerolectinas podem se comportar como
merolectinas ou hololectinas. As proteinas inativadoras de ribossomos (RIPs) do tipo Il e as
quitinases tipo | de plantas exemplificam respectivamente os dois casos citados (PEUMANS
& VAN DAMME, 1998).

As superlectinas sdo proteinas formadas por dois ou mais sitios de ligacdo para
carboidratos, porém com especificidades a carboidratos diferentes. Seu dominio catalitico
pode reconhecer aglcares estruturalmente ndo relacionados. S&8o encontradas com menos
frequéncia do que as hololectinas, porém novas estruturas para esse grupo vém sendo
elucidadas, como a lectina da banana que possui dois sitios distintos de reconhecimento a
carboidratos e a lectina de bulbos de tulipa (PEUMANS & VAN DAMME, 1998).

Figura 1: Classificacdo das lectinas quanto a estrutura

Merolectina Hololectina Quimerolectinas

e e X9 e X

Superlectinas

D&

= . Dominio de reconhecimento de carboidrato
(&3] Dominio catalitico

© Cadeia polipeptidica

Fonte: Adaptado de PEUMANS e VAN DAMME, 1998.

Monteiro e Oliveira (2002) ampliaram essa classificagdo criando o termo
Multilectinas, ao mostrar a existéncia de lectinas que possuem dois ou mais dominios
ligantes de carboidratos, idénticos, mas que podem se ligar a carboidratos diferentes. E o caso
da jacalina, lectina de sementes Artocarpus intergrifolia (MOREIRA; AINOUZ, 1977), e da
frutalina, lectina de sementes de Artocarpus incisa (MOREIRA et al., 1998), que se ligam

tanto a D-galactose quanto a D-manose.
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Devido a grande diversidade estrutural, especificidade sacaridica e ocorréncia, ndo se
justifica esperar por uma funcdo comum a todas as lectinas de plantas. Mesmo uma lectina
particular pode assumir diferentes fungdes dependendo de onde e quando € expressa
(RUDIGER et al., 2000). Em grande parcela das lectinas de plantas estudadas, nota-se
semelhangca em aspectos estruturais, como a sequéncia primaria, os sitios de ligacdo para
carboidratos e a funcdo bioldgica. Tais semelhancas, embora ndo sejam exatas, resultam em
diferentes atividades bioldgicas (CAVADA et al., 2001). Esses compostos sdo utilizados
como importantes ferramentas em processos biotecnoldgicos.

As lectinas podem ser classificadas ndo s6 em razdo da funcdo que desempenham,

como quanto a ocorréncia, como pode ser verificado na Tabela 1.

Tabela 1: Classificagdo das lectinas de plantas quanto a ocorréncia.

Grupo Numero de Lectinas Identificadas
Lectina de Leguminosas >100

Ligantes & Quitina >100

Inativadoras de ribossomos (RIPS) > 20

Relacionadas a Jacalina <10

Monocotileddneas ligantes de Manose >50

Floema de Curcubitaceas <10

Familia das Amarantaceas <10

Fonte: Adaptado de PEUMANS & VAN DAMME, 1998.

Lectinas originarias de plantas, em particular, tém sido usadas no reconhecimento
proteina-carboidrato. Muitas aplicacfes biomédicas tém sido desenvolvidas aos longo dos
anos a partir da descoberta dessas lectinas, algumas encontram-se citadas na Tabela 2 com as
respectivas fontes e ano de descoberta (SHARMA; SUROLLA, 1997).

Tabela 2:Denominacéo de algumas lectinas

Lectina Espécie Nome vulgar Referéncia
Abrina Abrus precatorius Jequiriti Erlich, 1881
Con A Canavalia ensiformes Feijdo de porco  Somner e Howell, 1936
Croatina Croton triglium — Stillmark, 1888
Favina Vicia faba Fava Boyd e Reguera, 1949
Frutalina Arthocarpus incisa Fruta pao Moreira et al., 1998
Heveina Hevea brasiliensis Seringueira Van Parijs et al., 1991
Jacalina Arthocarpus integrifélia Jaca Young et al., 1989
PHA Phaseolus vulgares Feijdo comum Nowel, 1960
Ricina Ricinus communis Mamona Stillmark, 1888

Fonte: Adaptado de SHARON; LIS, 1987.

O interesse dos pesquisadores pelas lectinas foi intensificado consideravelmente a

partir das décadas de 80 e 90 do século XX, devido a propriedade aglutinante e ligante dessas
21



biomoléculas. Desta forma, estas passaram a ser usadas como ferramentas para a deteccéo,
isolamento e caracterizacdo parcial de glicoconjugados (SILVA et al., 2011) assim como
possibilitaram estudos de mudangas que ocorrem em superficies celulares durante processos
fisiolégicos a partir do reconhecimento aos diferentes carboidratos (PETROSSIAN,
BANNER e OPPENHEIMER, 2007). Algumas lectinas tém sido estudadas também como
mediadoras de drogas (GAO et al., 2007), outras como marcadores taxondmicos de
microorganismos diferentes (SLIFKIN; DOYLE, 1990). H& aquelas com atividade
antibacteriana podendo ser Uteis em aplicacGes terapéuticas e microbiologia clinica
(HOLANDA et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2008). Estudos tém empregado lectinas como
potenciais anticarcinogénicos (DE MEIJA et al., 2003), conjugadas a agentes quimioterapicos
Uteis no tratamento de tumores induzidos em animais (HASEENABEEVI et al., 1991) ou

como uma sonda alternativa em imagens celulares e biomarcadores (WENG et al., 2006).
1.2.1.1 Concanavalina A

A concanavalina (ConA) é uma lectina extraida de leguminosas, mais precisamente do
feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis). Isolada pela primeira vez em 1916 (LI et al., 2011),
foi a primeira lectina a ter sua estrutura cristalina determinada por difragdo de raios-X em
1972 por Gerald M. Edelman et al., e por Karl D. Hardman e Clinton F. Ainsworth. O estudo
de sua interagdo especifica com carboidratos foi detalhadamente realizado por Z. Derewenda
et al., em 1989, por difracdo de raios-X a uma resolucdo de 2,9 A, da lectina complexada a
metil-a-D-manopiranosil (DEREWENDA et al., 1989). E a lectina mais amplamente estudada
para cromatografias de afinidade e separacdo de glicoenzimas, devido a sua capacidade de
formar complexos com moléculas que contém residuos a-D-manopiranosil e a-D-
glicopiranosil. Os estudos mostram que a ligacdo de afinidade é baseada principalmente em
ligacGes de hidrogénio e interacbes de Van der Waals (WEN; NIEMEYER, 2007).
Concanavalina A é uma proteina que apresenta mudanca na conformacdo de sua estrutura
quaternéria, em solucdo aquosa, com variacdo do pH, temperatura e forga iénica da solucao
(McKENZIE; SAWYER e NICHOL, 1972). A estrutura dessa lectina é altamente sensivel ao
pH, favorecendo ou ndo a agregacao de seus dimeros em tetrameros. Em pH> 5,5 ela adquire
forma de tetrdmero, mantendo-se na forma de dimero em pH< 5,5 (LI et al., 2011), como
pode ser verificado na Figura 2. A subunidade monomérica € constituida por 237 residuos de
aminoacidos, de massa molecular 26,5 kDa, cuja agregacdo de dois monémeros, forma um
dimero de MM ~53 kDa (pH < 5,5), conhecido como dimero can6nico. A mudanca do pH a
valores superiores a 7,0, resulta na agregacdo de dois dimeros em um tetramero (MM = 104

kDa; pH > 7,0), chamado de dimero de dimeros (NAEEM; KHAN; KHAN, 2005).
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Figura 2: Representagdo estrutural da Concanavalina A.
pH< 5,5-dimero

O\

pH 5,6- tetramero

A Monémero

(a) Mondmero; (b) Estrutura quaternaria dimérica da Con A em pH <5,5;
(c) Tetramerizagdo da estrutura quaternaria da Con A em pH > 5,5.

Fonte: LI et al., 2011.

A conformacéo da estrutura quaternaria da Con A também exerce influéncia sobre sua
atividade bioldgica. Na conformacéo tetramérica (pH 7,0) a constante de associagdo, Ka (M),
a oligomanoses semelhantes a glicopeptidios, é cerca de quatro a dez vezes maior quando
comparada a sua forma dimérica (pH 5,5) e a seus derivados diméricos irreversiveis, succinil-
e acetil-Con A (pH 7,0) (GUNTHER et al., 1973). Maior capacidade hemaglutinante, indugéo
do capeamento por receptores glicoprotéicos e inibicdo do capeamento dos receptores de
imunoglobulinas, em linfocitos, também sdo atividades melhor observadas para a
conformacdo tetramérica. Estudos recentes sobre cancer tém empregado esta lectina em
marcacOes histoquimicas de variados tipos teciduais e como agente indutor da apoptose
(morte celular programada do tipo I) em diversas linhagens celulares (LI et al., 2011; LIU et
al., 2009).

O enovelamento dos monomeros formam uma estrutura com 2 folhas 3 anti-paralelas,
superiormente cobertas por uma terceira folha-p: uma folha dorsal com seis fitas, uma folha
frontal com sete fitas e uma folha superior com cinco fitas, Figura 3, estabilizadas por dois
cations divalentes: o fon calcio (Ca?*) e o ion de um metal de transicdo (Mn?*, Cd?", Zn?*" e
Co?"), ligados a proteina através das cadeias laterais dos residuos de aminoéacidos
(CHATTERJEE; MANDAL, 2003). O ion Ca?" é responsavel pela coordenacéo e fixagdo das
cadeias laterais dos aminoacidos que interagem com o aglcar (1* camada de coordenacao) e
das posicOes dos elementos estruturais dos aminoacidos que estdo em contato com estes (22
camada), estabilizando a arquitetura geral do sitio de ligacdo. O ion Mn?* ndo coordena
nenhuma interacdo direta com a proteina, entretanto sua funcgdo é fixar a posicao do ion célcio
(WEISS; DRICKAMER, 1996).
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Figura 3: Representacdo do monémero da concanavalina A.
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(A) Diagrama em fitas de Con A. Os ions célcio (roxo) e manganés (verde) estdo indicados. A folha
dorsal com 6 fitas, em vermelho, a folha frontal com 7 fitas, em amarelo e a folha superior com 5
fitas, em cinza. O primeiro e o Ultimo residuo de amino&cido estéo destacadas em ciano e cinza.

(B) Diagrama topoldgico do enovelamento do mondmero representado em (A). A estrela indica a posi¢ao
onde os cétions divalentes interagem com 0 mondmero.

Fonte: Protein Data Banking: 2CNA (LORIS et al.,1998).

1.3 Métodos de purificacdo

O isolamento e purificacdo de proteinas é alicercado pelos estudos das caracteristicas
fisico-quimicas, estruturais, bem como suas propriedades bioldgicas e é estimulado pela sua
potencial utilizacdo em diversas areas da medicina clinica, bem como em pesquisa quimica e
biologica (BANERJEE et al., 2004; VAN DAMME et al., 1996; SPILATRO et al., 1996).
Tratam-se de teécnicas especificas, que devem ser projetadas para cada proteina
individualmente, uma vez que faz-se necessario aplicar estratégias cada vez mais sensiveis
para alcancar a separacdo desejada em pequenas diferengas, afim de se obter proteinas
extremamente puras.

A separacdo e purificacdo de uma determinada proteina, presente numa dada amostra,
pode ser feita com base em uma ou mais caracteristicas da sua molécula que as diferenciem
dos restantes constituintes da amostra. Assim, pode-se recorrer a diferentes métodos, tais
como: precipitagdo — com base em diferencas de solubilidade em funcdo do pH, forga idnica e
constante dielétrica do solvente; filtracdo em gel e centrifugacdo em gradiente de densidade —
com base em diferencgas de dimensdo molecular; cromatografia de troca ibnica — com base em
diferengas de carga molecular; cromatografia de afinidade — com base nas interagdes
especificas entre as moléculas; cromatofocagem e focagem isoelétrica — com base em

diferencas nos pontos isoelétricos; eletroforese de zona em gel — com base em diferencas de
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carga e dimensdo molecular. Para se conseguir graus elevados de purificacdo, torna-se,
geralmente, necessaria a utilizacdo sequencial de mais do que um método, baseados em
critérios de separacéo diferentes (ACTAS BIOQUIMICA, 1991)

Métodos convencionais utilizados na purificacdo de biomoléculas tém sido aplicados
para lectinas. ExtracOes podem ser feitas a partir de solugfes salinas, como no isolamento da
lectina das sementes de Erythrina speciosa (KONOZY et al., 2003) ou usando tampdes, como
na obtencdo das lectinas de cotilédones de Luetzelburgia auriculata (OLIVEIRA et al., 2002),
dos tubérculos de Helianthus tuberosus (SUSEELAN et al., 2002) e da entrecasca de Hevea
brasiliensis (WITITSUWANNAKUL et al., 1998), Sambucus sieboldiana (ROJO et al.,
1997) e Morus nigra (ROUGE et al., 2003).

A purificacdo de biomoléculas exige o uso de muitas técnicas para cada estagio de
separagdo, uma vez que 0 uso dos métodos convencionais € aplicado apenas para que seja
conseguido uma extracdo parcial dos compostos presente na solucdo aquosa. As técnicas
cromatograficas estdo presentes ao longo de todos os processos de purificacdo. Por essa razéo,
Niven (1995) afirmou que a cromatografia representava o estado da arte na purificacdo de
proteinas. A disponibilidade de diferentes técnicas cromatograficas com diferentes
propriedades fornece combinagdo poderosa para a purificacdo de qualquer biomolécula
(PHARMACIA BIOTECH, 1999).

Dentre os métodos cromatograficos citados anteriormente, Collins et al. (1997),
afirmam em seus estudos que as lectinas podem ser purificadas através de cromatografia de
afinidade, cromatografia de troca i6nica ou cromatografia de filtracdo em gel. O que varia, séo
as matrizes que sdo utilizadas nestas técnicas, cuja escolha depende da especificidade a
carboidratos (cromatografia de afinidade), carga liquida (cromatografia de troca idnica) e
tamanho molecular da proteina (cromatografia de filtracdo em gel).

No esquema proposto por Belter (1986), a purificacdo de biomoléculas exige o
emprego de varios métodos devendo-se buscar 0 mais apropriado para cada estagio de
separacdo. Assim, sdo empregados procedimentos diferentes na remocdo de compostos
insoldveis ou clarificacdo, no isolamento do produto ou captura, na purificagdo intermediaria
e no polimento (Tabela 3). A quantidade e a variagdo nas metodologias usadas dependerdo da
natureza e das caracteristicas das amostras, assim como o grau de pureza desejado no produto
final (PASECHNIK; PHLS, 1995).
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Tabela 3 - Técnicas de separacdo usadas nas diferentes etapas de purificacdo de biocompostos.

Estagios ou etapas

Técnicas de separacao Clarificacdo Capturaou Purificacdo  Polimento
1° intermediaria
purificacdo
Precipitacéo * * *
Centrifugacéo *
Homogeneizacgéo *
Filtracdo *
Cristalizacdo *
Sistemas aquosos bifasicos * * *
Cromatografia de troca ibnica *AA *AA Ak
Cromatografia com ligante oA *Ex **
especifico (afinidade)
Cromatografia por interagédo ** *Ex *
hidrofébica
Cromatografia por excluséo * o
molecular
Diafiltracdo *
Ultrafiltracdo *
Cromatografia em fase reversa ** a

Fonte: Adaptado de MATEJTSCHUK et al., (1998); BROCKLEBANK (1990); PHARMACIA
BIOTECH (1999).

Apesar do longo histérico de imobilizacdo de biomoléculas (STRAATHOF; PANKE e
SCHMID, 2002) estima-se serem poucos e novos o0s testes com lectinas. A tecnologia de
imobilizacdo de lectinas para utilizacdo em processos quimicos e fisicos tém despertado
atencdo devido suas aplicabilidades e o uso em processos industriais tradicionais. Nesta
vertente utilizar-se-4 uma lectina pura, para purificar outras presentes em extratos aquosos, a
partir do método de adsor¢édo e afinidade quimica pelo radical livre, tornando-se atrativo no
setor industrial por se tratar de um método simples, eficiente, com capacidade de reutilizacdo
do sistema, conducgéo do processo em modo continuo e facilidade de separacédo do ligante para
com a biomolécula adsorvida.

Com as propriedades relatadas anteriormente, tais como, atuam na comunicagdo entre
celulas, na metéstase do céancer, no desenvolvimento de tecidos, como proteinas de reserva
vegetal, dentre outras, aliadas a estabilidade geralmente elevada, lectinas de diferentes
especificidades foram imobilizadas sobre suportes inertes e usadas como matrizes de
afinidade para diversos fins. Assim, elas tém sido utilizadas em cromatografia de afinidade
ndo s6 para o isolamento, como para a demonstragdo da natureza glicoproteica de receptores
de hormonios, fatores de crescimento, neurotransmissores, imunoglobulinas e compostos
relacionados (PEUMANS; VAN DAMME, 1995).
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1.3.1 Método adsortivo

A purificacdo de uma determinada biomolécula, além de envolver uma série de etapas
convenientemente ordenadas, visando a obtencdo do maximo de rendimento e pureza, devem
gerar custos compativeis com os de mercado. O estudo adsortivo biosseletivo torna-se uma
alternativa atraente por ser um método que apresenta alta seletividade e que vem sendo usado
com muito sucesso na purificacdo de diversas enzimas e proteinas (TEOTIA et al., 2001)

A escolha do suporte cromatografico € um ponto crucial para a obtencdo de bons
resultados em processos de purificacdo, podendo influenciar na distincdo da alta ou baixa
eficiéncia do método (MENDES et al., 2011). S0 muitas as caracteristicas requeridas para tal
suporte ser considerado ideal para determinado processo de purificagdo. Um suporte ideal
para processos cromatograficos de proteinas ndo deve conter grupos que se liguem de forma
ndo seletiva as moléculas destas, porém devem conter grupos funcionais que permitam a
reacdo controlada de uma ampla variedade de adsorventes da proteina (JANSON e
JONSSON, 1998).

Ademais, a coluna cromatografica deve ser quimica e fisicamente estavel a fim de
resistir a condi¢Ges extremas ao longo dos processos, regeneracdo e manutencao sem perder a
capacidade de inchamento de sua estrutura, ser reativo para a introducdo de bracos
espacadores quando de interesse, resistente ao ataque microbiano, ser permeavel (sendo
analisada sua area superficial e distribuicdo dos poros) e ser viavel financeiramente
(CARDOSO et al., 2009; FREITAS et al., 2007).

1.3.1.1 Cromatografia liquida de afinidade (CLAF)

A forma mais comum de efetuar separacGes biosseletivas é por cromatografia de
afinidade, sendo esta, a segunda técnica de purificacdo mais usada, dentre os métodos
cromatogréaficos existentes, devido ao alto grau de resolugdo, capacidade e seletividade que se
pode obter. O principio deste método consiste em melhorar a capacidade de separacdo de
biomoléculas a partir de ligacbes especificas, ndo covalentes a suportes insolaveis,
favorecendo a obtencdo de biosseparagfes com elevada seletividade (NIVEN, 1995;
PHARMACIA BIOTECH, 1999).

A técnica consiste no processo de separagdo de biomoléculas com base nas suas
interacdes especificas com ligantes acoplados a uma fase sdlida (JANSON et al., 2011).
Pesquisas sobre o isolamento e purificacdo de proteinas usaram cromatografia de particéo
como o Ultimo passo no processamento, no entanto, estratégias recentes mudaram esse padrao

no sentido de usar a cromatografia de afinidade como um processo de etapa Unica para
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deteccdo e separagdo molecular (MOSER; HAGE, 2010; DUHITA, et al., 2009). A
cromatografia de afinidade utilizando lectinas como ligantes tem sido utilizada para a
purificacdo de glicoconjugados, devido a sua especificidade de ligacdo por carboidratos
(ANIULYTE, et al., 2006; WEN, NIEMEYER, 2007). Nessa técnica, 0s compostos (com
afinidade pelo ligante) sdo adsorvidos mediante ligagdo seletiva reversivel do ligante com a
molécula de interesse presente na solucdo aquosa (NIVEN, 1995). E ideal para a captura ou
purificacdo intermediaria de biomoléculas, podendo ser usada sempre que houver ligantes
adequados para a proteina de interesse (PHARMACIA BIOTECH, 1999). A seletividade do
método é garantida pela especificidade Unica bio-inerente a interacdo molécula e alvo. A
dependéncia absoluta da interacdo de afinidade em reconhecimento bioldgico, em vez de
propriedades fisico-quimicas, implica que esta técnica preserva as atividades bioldgicas e
imunolégicas dos produtos isolados (NARAYANAN, 1994).

As caracteristicas que o ligante deve ter, incluem ser compativel com as solugdes
usadas durante o processo de imobilizacdo, possuir no minimo um grupo funcional através do
qual ele sera acoplado a matriz (-NHz, amino; -COOH, carboxilico; -CHO aldeido; -SH, tiol; -
OH, hidroxilico) e que este grupo funcional ndo seja essencial para a sua funcdo bioldgica, ou
seja, sua capacidade de ligagio ndo deve ser afetada pela imobilizacdo (JANSON & RYDEN,
1989). Assim, a proteina desejada é obtida com alto grau de pureza alterando-se apenas as
condicdes de pH (KENNEDY et al., 1995), forca idnica (FREIRE et al., 2002) ou pela elui¢édo
com uma solucdo contendo um competidor (KONOZY et al., 2003; BANERJEE et al., 2004).

O esquema de adsorcdo e eluicdo é representado na Figura 4.
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Figura 4: Etapas da cromatografia de afinidade em suportes contendo lectina
imobilizada.
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Fonte: Adaptado de SANTOS FILHO, 2001.

Contudo um problema observado na cromatografia de afinidade contendo proteinas
imobilizadas é a baixa eficiéncia de ligagdo da matriz, decorrente de impedimento estérico
que inviabiliza o acesso da molécula a ser isolada ao ligante. O uso de bracos espacadores em
varias matrizes cromatograficas, minimiza ou resolve este problema, ampliando as
possibilidades de interacdo, uma vez que aumenta a acessibilidade a todos os centros de
ligacdo disponiveis numa proteina. Por outro lado, a incorporacdo de bracos espacadores pode
promover interacdes nao-especificas de varias proteinas a matriz (DEMARTINO, 1989;
KARMALLI, 2001). Como as lectinas interagem especificamente com carboidratos, esse grupo
de proteinas se constitui em excelentes ferramentas para a purificacdo de glicoproteinas
soliveis (SANTOS FILHO, 2001). Na Tabela 4 estdo listadas algumas das lectinas mais
usadas, bem como suas especificidades monossacaridicas (PEUMANS; VAN DAMME,
1998).

29



Tabela 4: Lectinas comumente usadas como ligantes em colunas cromatograficas por
afinidade.

Lectina Especificidade Matriz
Canavalia ensiformis Glc/Man Sepharose-4B
Dolichos biflorus GalNAc Agarose
Hellix pomatia GalNAc Agarose

Lens culinaris Glc/Man Sepharose-4B
Phaseolus vulgaris GalNAc Agarose
Pisum sativum Glc/Man Agarose
Arachis hypogea Gal/GalNAC Agarose
Glycine max GalNAc Agarose
Triticum vulgaris GIcNAC Agarose

Man, manose; Glc, glicose; GIcNAc, N-acetilglicosamina; Gal, galactose; GalNAc, N-
acetilgalactosamina.

Fonte: Catalogo Sigma, 2000.

Dentre os diferentes radicais encontrados na estrutura de proteinas, os radicais amina
tem sido os radicais usados para a sua imobilizagdo. No método mais amplamente empregado
a imobilizacdo da proteina é feita por reacdo entre o grupo amino da lectina e o residuo
imidocarbonato da Sepharose-CNBr ativada. Dentre os suportes que foram largamente
utilizados para imobilizacdo de lectinas, podem ser citados a Sepharose e a agarose que Sao
resinas comerciais utilizadas em técnicas cromatograficas (YOSHIDA et al., 1997).

Varios tipos de suporte podem ser usados para aumentar a seletividade de técnicas
com baixa resolucdo na separacdo de biomoléculas, mediante a introducdo de elementos de
afinidade. Nos monolitos poliméricos, por exemplo, um dos métodos de imobilizacdo do
ligante no suporte é por meio da adsorcdo. Resumidamente este método € descrito em dois
estagios, o primeiro, onde a solucdo a ser purificada ¢ misturada com o adsorvente, e as
biomoléculas que nédo se ligarem ao suporte serdo descartadas, enquanto o complexo proteina-
ligante permanece adsorvido. No segundo estagio, a proteina ¢é eluida e recuperada no final do
processo. Desta forma, torna-se possivel o isolamento seletivo de uma biomolécula ou grupo

de biomoléculas em amostras complexas.

1.4 Mondlitos Poliméricos organicos

Criogeis sdo mondlitos poliméricos formados em meio congelado e que foram
introduzidos como uma nova matriz de separacdo para aplicacdo em varios processos de

biosseparacdo (LOZINSKY et al., 2001). Os monolitos poliméricos orgénicos sdo sintetizados
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a partir da mistura de mondmeros, agentes reticulantes e solvente formador de poros (agente
porogénico), que sdo polimerizados in situ em um molde. A imensa variedade de
combinacbes de mondmeros e reagentes modificadores da superficie permite que o0s
mondlitos se adequem a quase qualquer tipo de separagdo (GUIOCHON, 2007).

A superficie do mondlito pode ser modificada a fim de funcionalizar a coluna. Essa
modificacdo pode ser obtida pela copolimerizacdo de mondmeros funcionais (WIEDER et al.,
2006; LI et al., 2009), pela modificacdo dos grupos funcionais da superficie (ADRIANO et
al., 2008; RODRIGUES et al., 2008; MENDES et al., 2011) ou imobilizacdo de mondmeros
funcionais na superficie ap6s a polimerizacdo (SAVINA et al., 2005a; HANORA et al., 2006;
YAO et al., 2007).

Devido a estrutura de poros interconectados de grandes dimensdes, o fluxo escoa
através destes de forma puramente convectiva e a resisténcia a transferéncia de massa é baixa
(HAHN et al., 2002; PODGORNIK et al., 2000), tornando os monolitos uma fase estacionaria
muito atrativa para cromatografia, principalmente no processamento de grandes biomoléculas
como proteinas, DNA e outras possiveis nano particulas. Além disso, podem ser usados
diretamente na captura de biomoléculas a partir de solugbes concentradas ou contendo
particulas.

Na Figura 5 é mostrado esquematicamente redes poliméricas em diferentes
concentracdes, evidenciando o maior grau de entrelagcamentos fisico-quimicos entre as cadeias
com o0 aumento da concentragdo de polimero e, consequentemente, diminui¢do do tamanho

dos poros e da porosidade (conectividade entre 0s poros).

Figura 5: Efeito da concentracdo do polimero sobre a formacao de poros nas colunas
cromatograficas.

Polimero em baixas concentracdes Polimeros em altas concentragdes

\@‘ Representacdo das interagdes quimicas das cadeias poliméricas
:_-‘:‘3; =~ Representacio do didmetro de poro das cadeias poliméricas

Zonas formadoras de poros

Fonte: Adaptado de FAGUNDES, 2011.
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1.4.1 Criogel monolitico supermacroporoso

Os criogéis, sdo géis poliméricos formados em condicdes de congelamento moderado
(temperatura entre -10°C e -20°C). Estes foram introduzidos como nova matriz de separacéo
para aplicagdo em varios processos de biosseparacé@o no final da década de 90 (LOZINSKY et
al., 2001). Possuem um sistema continuo de macroporos interconectados com tamanho que
varia de 10 a 100 um e se diferenciam das demais matrizes de separagdo por fornecer uma
baixa resisténcia ao escoamento e uma difusdo desobstruida de solucao.

Em decorréncia de possuir a parede dos poros mecanicamente fortes, 0s criogeéis
podem suportar altas vazbes sem praticamente nenhuma compressdo, permitindo assim o
transporte de massa convectivo dos solutos e de particulas de pelo menos 10 wm de tamanho
(PLIEVA et al., 2004 e PERSSON et al., 2004).

Os criogéis consistem em um sistema ‘polimero-solvente imobilizado’ em que
macromoléculas conectadas via ligacBes quimicas formam uma rede tridimensional (por
ligacbes que, na grande maioria das vezes, permanecem inalteradas com o tempo). A
conformacdo das cadeias é determinada pela natureza das ligagdes e 0 método de producdo do
gel. Tendo por base a natureza intermolecular das ligagbes nas unides das cadeias de
polimeros, os geéis podem ser divididos em dois grandes grupos: géis quimicos quando
macromoléculas sdo ligadas por interagbes eletrostaticas e géis fisicos quando
macromoléculas sdo ligadas por interagdes hidrofobicas e ligagBes de hidrogénio
(LOZINSKY et al., 2003).

Os géis poliméricos podem ser produzidos por duas principais vias: na primeira via, 0
inchamento limitado devido a ligagfes ndo-cruzadas de polimeros, ou via inchamento de um
xerogel (produzido por evaporacdo simples do solvente dentro do gel). A segunda e, mais
comumente usada, parte da formacdo em um sistema liquido. Neste caso, 0 sistema inicial
consiste de uma solucdo de mondmeros em que a geleificacdo acontece como resultado da
polimerizagdo ramificada, ou de uma solugdo de polimeros em que a formagdo do gel €
resultado das liga¢6es quimicas-cruzadas (LOZINSKY, 2002).

A geleificacdo criotropica (tambeém conhecida como criogeleificagdo ou
crioestruturacdo) é um tipo especifico de sintese de géis poliméricos onde a formacéo deriva-
se do tratamento criogénico de sistemas potencialmente capazes de formar géis. Os produtos
dessa criogeleificagdo obtidos sob condi¢cdes de congelamento podem ser chamados de
criogéis. A cristalizacdo do solvente € o principal fator de diferenciacdo entre a
criogeleificacdo com a geleificacdo induzida por refrigeracdo. Os produtos deste Gltimo sdo os
géis psicrotropicos, isto €, géis formados em condicGes de temperaturas mais baixas, por

exemplo, a gelatinizacdo da gelatina, sem que ocorra transi¢do de fase do solvente. Estes géis
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sdo termoreversiveis diferenciando assim dos criogéis formados sob condicdes de
congelamento (PLIEVA et al., 2004b).

Dois métodos principais para producdo de criogéis tem sido utilizados: (a) reticulacdo
de polimeros, tais como alcool polivinilico, dissolvidos em agua (PLIEVA et al., 2005) e (b)
polimerizacdo de mondmeros dissolvidos na &gua. Em ambos casos a solucdo deve ser
congelada antes da reacdo. Usando o ultimo método, uma grande variedade de criogéis foi
preparada a partir de mondmeros, incluindo 2-hidroxietil metacrilato (PLIEVA et al., 2007),
acrilamida (PLIEVA et al., 2004a; YAO et al., 2006b; YAO et al., 2007; CHEN et al., 2008),
dimetilacrilamida (KUMAR et al., 2003), N-isopropilacrilamida (GALAEV et al., 2006;
PEREZ et al., 2007), e N- N-vinilcaprolactama (PETROV et al., 2009).

Sobre as necessidades das condi¢cdes de congelamento durante a polimerizacdo do
mondlito, pode-se inferir que os cristais de gelo em crescimento atuam como agentes
porogénicos. A forma e o tamanho dos cristais determinam a forma e o tamanho dos poros
que se desenvolvem ap0s o descongelamento da dgua presente, como pode ser observado na
Figura 6. Estes materiais poliméricos altamente porosos podem ser produzidos essencialmente
a partir de qualquer precursor de formacéo de gel e com uma ampla variedade de morfologias
e porosidades (PLIEVA et al., 2008).

Figura 6: Representacao da producgéo do criogel.
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Fonte: Adaptado de PLIEVA et al., 2004a.

Plieva et al. (2007) fizeram uma andlise comparativa através da microscopia eletronica
de varredura de criogéis preparados a partir de uma mesma composi¢do, mas submetidos a
reacdo de polimerizacdo em diferentes temperaturas (-20 e 20° C), e observaram que,

enquanto a estrutura do material preparado a temperatura ambiente (20° C), é compacta e
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praticamente sem funcionalidade para cromatografia, o criogel (-20°C), apresenta grandes
poros interconectados, separados por paredes solidas poliméricas, que permitem o fluxo de
fluidos por sua estrutura, como pode ser observado na micrografia apresentada na Figura 7.

Esta caracteristica porosa vai ao encontro com o que foi observado por Carvalho et al.
(2014) ao produzirem criogéis com semelhantes concentracbes de monémeros poliméricos
para avaliar o processo de adsorcdo da proteina lactoferrina nos referidos suportes. Estas
colunas cromatograficas com poros suficientemente grandes, permitem que soluc¢des contendo
fragmentos celulares e materiais particulados em geral possam ser escoados sem provocar sua
obstrucdo (LOZINSKY et al., 2002.).

Figura 7: Imagem por microscopia eletrénica de varredura de (A) criogel a base de
dextrana preparado a -20°C e (B) gel de dextrana convencional preparado em temperatura
ambiente.

Fonte: PLIEVA et al., 2007

1.4.2 Criogel de poliacrilamida

Por sua acessibilidade, biocompatibilidade e biodegradabilidade, hidrogéis de pAAmM
constituem uma das matrizes mais utilizada na preparacdo de hidrogéis semi-interpenetrante,
que consiste em uma combinagdo de dois polimeros, sendo um deles em forma de rede
sintetizado ou reticulado em presenga imediata de outro. Essa caracteristica é conseguida
através da ligacdo cruzada da polimerizacdo de acrilamida na presenca de monémeros
sintéticos ou naturais. Tais hidrogeis tém inUmeras aplicagdes, como sistemas de
administracdo de farmacos (RISBUD; BHONDE, 2000; EKICI; SARAYDIN, 2004),

condicionadores de solo e de remediacao de aguas residuarias (ZOHURIAAN et al., 2010).
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Na producdo de géis poliméricos de poliacrilamida, os componentes comumente
utilizados para a construcdo das matrizes sao acrilamida, N,N’-metileno-bis(acrilamida),
tetrametilenodiamina, também chamado de TEMED, e persulfato de amonio, também

conhecido por APS (Figura 8).

Figura 8: Reacdo de crio-copolimerizacao dos mondémeros AAm, AGE e MBAAM para 0
preparo do criogel.
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Fonte: MALLIK e HAGE, 2006

Yao et al. (2006) propuseram um criogel continuo supermacroporoso com particulas
de ferro imobilizadas durante a criopolimerizacdo para a utilizacdo de proteinas (BSA) em
cromatografia. A sintese dos criogéis foi feita pela co-polimerizacdo criogénica dos radicais
de uma solucdo de Acrilamida (AAm), N,N’-metileno-bis-acrilamida (MBAAm), alil glicidil
éter (AGE) e nanoparticulas de FesO4 sob temperatura de congelamento. A matriz, além de
alta porosidade (poros 10-50 um), possuiu alta permeabilidade e baixo coeficiente de
dispersdo axial em uma ampla faixa de velocidade do fluido. A capacidade de adsorcdo da
proteina (BSA) na matriz de criogel foi superior quando comparada com a mesma matriz de
criogel (reportada em trabalhos anteriores do referido autor) sem as nanoparticulas
imobilizadas.

A combinacdo Unica das propriedades dos criogéis, tais como sua estrutura
macroporosa, biocompatibilidade e robustez quimica e mecanica, abrem novas oportunidades
para a concepcao desses materiais macroporosos. Condi¢cdes moderadas para a imobilizacdo
aliada a elevada estabilidade mecénica dos criogéis permitem a preparacdo de colunas
cromatograficas eficientes para serem empregadas em solugdes aquosas Ou pouco Viscosas,

podendo ser utilizados para a deteccéo analitica e captura seletiva de células especificas.
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1.5 ModificacGes de funcionalizacdo nos suportes cromatograficos para imobilizacdo de
proteinas

Embora ja exista uma ampla variedade de suportes monoliticos disponiveis, ndo ha um
que seja uma solucdo universal, visto que cada tipo de biomolécula e cada sistema apresentam
suas peculiaridades. Visando aperfeicoar a utilizacdo desses criogéis como suporte para
imobilizacdo e purificacdo de biomoléculas, varias metodologias de funcionalizacdo de sua
superficie sdo apontadas. Essas funcionalizacdes sdo realizadas por meio da circulacdo de
solucBes contendo agentes reticulantes através da matriz polimérica ou por imersdo do suporte
(geralmente para criogeis em formato de disco) na solucdo contendo os grupos ligantes (KIM,;
HAGE, 2005). Os grupos reativos sdo introduzidos na superficie do suporte para permitir a
formagdo de ligacdo covalente entre a biomolécula e o suporte na etapa subsequente. Com a
introducdo de novas estruturas quimicas na superficie do mondlito é possivel obter fases
estacionarias que interajam mais ou menos especificadamente com um composto em
particular, garantindo assim a imobilizagdo do mesmo, para que a partir de entdo, ele possa
adsorver a biomolécula de interesse presente na fase movel (JANSON; JONSSON, 1998).

Cada método de imobilizacdo apresenta uma diferente reacdo quimica para atingir o
méaximo de adsorcdo das biomoléculas percoladas. Como técnicas de funcionalizacdo dos
criogéis tem-se a imobilizacdo via ligacdo covalente, adsorcdo bioespecifica, ativacdo
cationica, dentre outras (KIM; HAGE, 2005; MALLIK; HAGE, 2006).

Suportes poliméricos com grupos epoxi sobre a superficie estdo entre 0s mais
utilizados devido ao fato destes grupos poderem facilmente reagir com grupos amina (NHz),
tiol (SH) ou hidroxila (OH) das proteinas e formar uma ligacdo covalente estavel (MATEO et
al., 2000; MATEO et al., 2003). Além disso, grupos epdxi sdo muito estaveis em valores de
pH préximo ao neutro, 0 que torna o suporte contendo esses grupos adequados para longos

periodos de armazenamento.
1.6 Modificac6es para funcionalizacdo da superficie do criogel

Com fins comparativos diferentes metodos de ativacdo foram utilizados para testar a
estabilidade quimica da lectina imobilizada, capaz de obter menor lixiviacdo da mesma, a
modificacdo quimica e fisica do suporte, a reducdo do tamanho de seus poros e a maior média
de reticulacdo da lectina no interior dos poros (HE et al., 2006; REIS; WITULA;
HOLMBERG, 2008).

Os protocolos para a imobilizacdo da lectina diferem entre si, na modificacdo da
superficie do suporte por meio das reacGes de ativacdo, na qual os grupos funcionais do
suporte sd0 modificados para produzir intermediarios reativos (FERNANDEZ-
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FERNANDEZ; SANROMAN; MOLDES, 2012). Durante o processo de interacdo da lectina
com o suporte pode acontecer da regido do sitio ativo se tornar menos acessivel ao ligante,
ocasionando um impedimento estérico (MATEO et al., 2007), ou a forte fixacdo da lectina ao
suporte dificulte a ativacdo da mesma, caso essa possua conformacdes distintas quando
ativada e néo ativada (MATEO et al., 2007; MACARIO et al., 2009). Por tais motivos foram
estudados 6 distintos métodos de imobilizacdo, em relacdo a grupos reativos presentes na
superficie, para que fosse possivel estabelecer um comparativo entre a partir das médias de
imobilizacdo obtidas por ambos e 0 melhor dentre eles pudesse ser aplicado para 0 processo
adsortivo.

O método da Base de Schiff, utiliza o grupo amina da proteina e a forma aldeido
ativada do suporte, via ligacdo covalente. Primeiramente, 0s grupos epoxis do criogel sdo
convertidos em diois e estes sdo oxidados formando grupos aldeidos, que podem interagir
com as aminas primarias das proteinas, formando a base de Schiff, que por sua vez é obtida
por meio de reacOes de redugdo empregando um agente redutor.

Outro método de imobilizacdo via ligacdo covalente € o da dihidrazida adipica. Neste
método os grupos aldeidos das biomoléculas reagem com os grupos hidrazidas do suporte
para formar uma ligacao hidrazona estavel (RUHN; GARVER; HAGE, 1994).

Contudo, ressalta-se que as propriedades do material do suporte macroporoso iréo
influenciar os processos de adsorcdo, a conformacdo e a atividade aparente das proteinas
imobilizadas ou purificadas, bem como o tamanho e superficie quimica da natureza da
proteina e do substrato na interface do material (TALBERT; GODDARD, 2012).

Um suporte ideal deve imobilizar a lectina de forma que seja conservada sua estrutura
secundaria e terciaria, além de apresentar um minimo de dessorcao das biomoléculas durante
a reacdo (HENZLER et al., 2008). A eficiéncia da lectina imobilizada depende fortemente da
estratégia de imobilizacdo e do material utilizado como suporte. Nesse contexto, had um
crescente interesse no entendimento e controle das estratégias de imobilizacdo para
purificacdo (ABBAS et al., 2009).

Inimeros métodos de imobilizacdo tém sido reportados na literatura, dentre os quais se
destacam: adsorgdo (KILONZO et al, 2011), imobilizagdo por ligagdo covalente
(KANNOQUIJIA et al., 2009), aprisionamento em géis poliméricos (NICHELE et al., 2011;
QUIROGA et al., 2011) e utilizacdo de nanoparticulas magneticas como matrizes (SONG et
al., 2011). Dentre esses, 0 método por adsor¢do tem sido considerado um dos mais simples e
econdmicos para a imobilizacdo de proteinas. A imobilizacdo de uma lectina por adsorcao
oferece uma enorme faixa de aplicabilidade em virtude de haver uma minima perturbacéo na

estrutura nativa da mesma (KUMAR et al., 2009).
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2 OBJETIVO GERAL

O escopo deste trabalho é o desenvolvimento e caracterizacdo de adsorventes
monoliticos supermacroporosos funcionalizados por diferentes métodos para a purificagdo de
lectinas, por meio da modificagdo estrutural dessas colunas monoliticas com a inclusdo de

grupos ligantes constituidos da lectina ConA.

2.1 Objetivos especificos

e Sintetizar adsorventes poliméricos supermacroporosos por criogeleificagdo utilizando
mondmeros de acrilamida, bis-acrilamida e alil glicidil éter;

e Avaliar diferentes métodos de funcionalizacdo dos criogéis produzidos para a
imobilizacdo da ConA como agente ligante;

e Caracterizar os criogéis, com relacdo a aspectos fisicos, quimicos, morfoldgicos e
operacionais;

e Auvaliar o potencial de uso das colunas produzidas, estudando a captura de uma lectina

modelo e a capacidade de reutilizagdo das colunas produzidas.
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3. MATERIAL E METODOS

Os reagentes utilizados durante os experimentos estdo descritos ao longo das
metodologias. Todos o0s reagentes possuem, no minimo, grau de pureza PA-ACS, e a agua

utilizada foi ultrapura (sistema Milli-Q plus).

3.1 Producéo da coluna monolitica

A producdo das colunas monoliticas foi adaptada das metodologias propostas por
Kumar et al., (2006) e Yao et al., (2006), cujo procedimento consistiu em produzir criogéis
por crio-copolimerizacdo dos mondémeros de Acrilamida (AAm), N,N'-Metileno-bis-
acrilamida (MBAAm) e Alil Glicidil Eter (AGE), sendo iniciada pelo N,N,N',N'*-
Tetrametiletilenodiamina (TEMED) e Persulfato de Amoénio (APS), sob condicGes
controladas de temperatura de congelamento a -20°C.

Os mondémeros foram pesados individualmente em balanca analitica M254A (Bel
Engineering, Piracicaba, Brasil) seguindo a propor¢do massica de 4:1 (AAm +
AGE):MBAAmM e 5:1 (AAm):(AGE). A mistura de polimerizacdo foi preparada dissolvendo-
se todos os componentes em agua ultrapura (MilliQ, Millipore) até concentracdo final de 6%
(m/v) de monémeros (AAm + AGE + MBAAmM). Para garantir a completa solubilizacéo, a
mistura foi sonicada em um banho ultrassénico (SoniClean 6, Sanders medical) por 5
minutos. A polimerizacdo dos radicais livres foi iniciada apds adigdo em banho de gelo do
APS solubilizado em &gua ultrapura e TEMED, ambos em quantidade igual a 1% m/m em
relacdo a massa de mondmeros. A solucdo homogeneizada foi rapidamente vertida em
seringas plasticas de 5,0 mililitros, seladas e imersas em banho termostatico (Banho
ultratermostatico, Quimis) a (-20 £ 2) °C e mantidas nesta temperatura por 24 horas.
Decorrido esse tempo, as colunas foram removidas do banho e levadas a temperatura de
refrigeracdo de 4 °C por 4 horas para o descongelamento da agua cristalizada no interior da
estrutura. Logo apds, as colunas foram colocadas em estufa a (60 £2) °C e mantidas por
aproximadamente 7 dias, até alcancar peso constante e entdo finalizar a etapa de formacéao da
estrutura porosa.

Posteriormente, as colunas foram reidratadas e lavadas com 200 mL de é&gua
deionizada utilizando uma bomba peristaltica (Minipuls Evolution, Gilson) a vazao constante
de 1,0 mL.mint para remocdo dos mondmeros que ndo reagiram durante a formagdo da
coluna, e foram novamente secas em estufa a (60 +2) °C, acondicionadas em dessecador e
pesadas em balanca analitica, para que fosse verificado por diferenca a massa de monémeros

ndo polimerizada.
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Logo apds, as colunas tiveram as extremidades cortadas, o tamanho padronizado e
foram identificados individualmente, com 0s novos pesos registrados para dados de analises

posteriores.

3.2 Ativagdes dos monolitos

Os criogéis produzidos foram ativados utilizando-se 5 metodologias distintas, por
meio da circulacdo e enxertia de solucBes contendo grupos ligantes através das colunas. Para
cada metodologia testada foram utilizados pelo menos oito mondlitos previamente

preparados.

3.2.1 Método Epoxi

O método de imobilizacdo seguiu procedimentos semelhantes ao apresentado por
Mallik, Jiang e Hage (2004), com adaptag0es.

A ativacdo foi iniciada lavando-se o criogel com 30 mL de etanol na vazéo de 2,0
mL.min? (foi passado 15 mL do solvente, aguardou-se 10 minutos em repouso e foi
continuada a lavagem com os 15 mL restantes). Em seguida, o etanol foi diluido em agua na
proporgédo 1:1 seguindo-se a mesma sequéncia. Por fim, a coluna foi lavada com 30 mL de
agua. Logo apos, passou-se 40 mL de tamp&o carbonato 50 mmol. L (pH 9,5) em re-
circulacdo por 30 minutos, com uma pausa de 30 minutos e recirculou novamente pelo mesmo
tempo. Em seguida foi preparada uma solucdo 2,0 mg.mL? de concanavalina A (ConA,
Sigma) no tampdo carbonato adicionado de Cloreto de célcio (CaClz), Cloreto de Manganés
(MnCl2) e Cloreto de Magnésio (MgClz), cofatores necessarios para a atividade da
concanavalina, todos na concentracio de 0,1 mmol. L e 1% de glicose, para prevenir a
imobilizacdo das lectinas pelo sitio de ligacdo aos carboidratos. 20 mL dessa solucdo foi
recirculada na coluna por 16 horas. Apds essa etapa, a lectina imobilizada foi quantificada por
diferenca da solugdo antes e apds a recirculacdo. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro,
no comprimento de onda de 280 nm. Em seguida, a coluna foi lavada com 30,0 mL de tampéo
carbonato, seguido de 40 mL da solucdo de etanolamina no tampao (0,1 M) a vazéo de 2,0
mL.mint, que foi passado também de forma gradativa, escoou 20 mL da solugdo, repousou
por 30 minutos e foi continuado o fluxo com os 20 mL restantes, essa solugédo foi usada para
bloquear os grupos epoxi que ndo reagiram. Ao término, a coluna foi lavada com 30 mL do
tampdo carbonato para retirada do excesso da etanolamina. Apds a ativacdo, a coluna foi

lavada com 40 mL de agua ultrapura e 40 mL do tampé&o fosfato 20 mmol (pH 7,2).
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3.2.2 Método da Base de Schiff

O segundo método de imobilizagdo via ligacdo covalente, foi 0 método da base Schiff,
que seguiu a metodologia proposta por Luo et al. (2002) e Mallik et al. (2004) com
adaptacoes.

Neste método a coluna foi inicialmente hidratada e enxertada com 30 mL de acido
cloridrico (HCI 0,1 mol.L%), a 50 °C por 16 horas. Transcorrido esse tempo, a coluna foi
lavada com 30 mL de &gua ultrapura na vazédo de 2,0 mL.min. Posteriormente foi passado 40
mL de acido periodico (HIO4 0,1 mol.Lt) em agua destilada com baixa vazdo (1,0 mL.mint)
por 1 hora. O criogel foi novamente lavado com 30 mL de agua ultrapura. Foi preparado uma
solugdo tampdo de citrato de sodio 0,1 mol.L™? (pH 6,4), e 30 mL desta circulou na coluna.
Logo apos, foi preparada uma solucdo 2,0 mg.mL*de ConA (Sigma) no tampdo, adicionado
de cloreto de calcio (CaCl.), cloreto de manganés (MnCl2) e cloreto de magnésio (MgClz2),
todos na concentragdo de 0,1 mmol.L?, 1% (m/m) de glicose e cianoborohidreto de sodio 50
mmol.L™ que é um agente redutor seletivo. 20 mL dessa solucdo foram recirculados na coluna
em temperatura ambiente por 16 horas. Apos essa etapa, a lectina imobilizada foi quantificada
por diferenca na solucdo de ConA antes e ap0s a recirculacdo. A leitura foi realizada em
espectofotdmetro no comprimento de onda de 280 nm. Em continuidade, a coluna foi lavada
com 30 mL do tampdo citrato. Sequencialmente circulou solugdo de etanolamina (0,1 mol.L™?)
no tampéo citrato adicionado de cianoborohidreto de sédio 50 mmol.L? para bloquear os
grupos aldeidos restantes (passou-se 20 mL, a solucdo ficou em repouso na coluna por 30
minutos, e entdo passou-se 0s 20 mL restantes). Posteriormente, a coluna foi lavada com 30
mL do tampado citrato (pH 6,4), 30 mL de agua destilada, e por fim 30 mL do tampéo fosfato
(pH 7,2).

3.2.3 Método do Glutaraldeido

Para a imobilizagdo da ConA utilizando o método do glutaraldeido, foram utilizadas
metodologias adaptadas propostas por Kumar et al., (2003) e Petro et al., (1996).

O procedimento de lavagem inicial da coluna cromatografica seguiu 0 mesmo
principio da ativacdo pelo método epodxi citado anteriormente para sequéncia etanol, etanol-
agua e agua. Finalizada essa etapa, circulou-se 30 mL de tampéo carbonato 50 mmol.L™* (pH
9,5). Tendo sido escoado esse fluido, foi aplicado 40 mL de etilenodiamino 0,5 mol.L™* no
tampé&o carbonato em recirculacdo forcada por 2 horas, repouso por 30 minutos e recirculado
por mais 2 horas. A coluna foi entdo lavada com &gua deionizada até pH neutro.
Posteriormente, foi aplicado 30,0 mL de tamp&o fosfato 0,1 mol.L (pH 7,2). A sequéncia foi
continuada com solucdo de glutaraldeido 5% (m/v) em tampédo fosfato, onde 40 mL foi
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recirculada por 2,5 horas, pausada por 30 minutos e recirculada novamente por 2,5 horas.
Findada esta etapa, 20 mL de solugdo 2mg.mL? de ConA (Sigma) no tampéo fosfato,
adicionado de CaClz, MnCl2 e MgClz, todos na concentragéo de 0,1 mmol.L? e 1% de glicose
foram recirculadas por 16 horas. Apds essa etapa, a lectina imobilizada foi quantificada nas
mesmas condi¢gBes de analise citadas nas metodologias anteriores. Em continuidade a
ativacdo, a coluna cromatografica foi lavada com 40 mL de tampé&o carbonato, seguido de 30
mL de solugdo de borohidreto de sddio 0,1 mol.L™* em tamp&o carbonato, sendo submetido a
recirculacdo por 1,5 horas, repousada na coluna por 30 minutos e recirculada por mais 1,5
horas, mantendo a vazdo constante de 2 mL.min. Logo apds, a coluna foi lavada com 100
mL de é&gua deionizada, 40 mL de etanolamina 0,1 mol.L* em tamp&o carbonato, e
novamente lavada com &gua para remoc¢do do excesso da etanolamina, finalizando a ativacdo

com 30 mL de tampao fosfato.

3.2.4 Método do Etilenodiamina

Para esse método de imobilizacdo da lectina, repetiu-se a terceira metodologia,
excluindo a etapa de adicdo do glutaraldeido, para que fosse observado a capacidade adsortiva
da coluna macroporosa sem a inclusdo de bragos espagadores. O criogel epoxi-ativado é
convertido a uma forma amina-ativado pela reacdo dos grupos epOxi com o reagente
etilenodiamina (PETRO et al., 1996) e assim os radicais carboxila da ConA sdo adsorvidos na
matriz solida por meio dos grupos ligantes. Trata-se de um método de aminacdo quimica a
partir da ativacdo dos grupos carboxilicos presentes na superficie da proteina por meio da

reacdo com o etilenodiamina.

3.2.5 Método da Dihidrazida Adipica

O método de imobilizacdo pela dihidrazida do &cido adipico seguiu metodologia
descrita por Ruhn et al., (1994) com adaptagdes. O procedimento foi iniciado lavando a
coluna monolitica com 30 mL de etanol anidro na vazdo de 2 mL.min (foi passado 15 mL do
solvente, aguardou 10 minutos em repouso e a lavagem foi continuada com as 15 mL
restantes), na sequéncia, o solvente foi diluido em &gua na propor¢do 1:1 sob as mesmas
condices, finalizando a lavagem com 30mL de &gua. Logo apds, circulou-se na coluna 40
mL de tampao citrato 0,1 mol.L? (pH 3,0), seguido de 40 mL da solugio do agente reticulante
dihidrazida adipica a 0,2 mol.L™ no referido tamp&o com recirculagdo continua por 4 horas.
Feito isso, os criogéis foram mantidos imersos na solucdo em repouso & 50 °C por 16 horas.
Transcorrido o tempo, a solucédo foi removida da coluna com o auxilio da bomba peristéltica e

o criogel foi lavado com 100 mL de &gua, seguido de 40 mL do tampéo fosfato 0,1M (pH
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7,2). Posteriormente foi aplicado na coluna 20 mL da solu¢do de proteina com sais no tampéo
fosfato com recirculagdo. A solugdo foi composta de ConA (2mg.mL™?) na solucéo tampéo,
adicionado de CaClz, MnCl2 e MgClz, todos na concentracdo de 0,1 mmol.L? e 1% de
glicose, por 16 horas. Decorrido o tempo, a coluna foi lavada com 40 mL do tampdo
carbonato 0,05 mol.L (pH 9,5). Foi preparada entdo uma solucéo de borohidreto de sodio
(0,1 mol.L™) no referido tamp&o e 40 mL desta foi percolada ao longo da coluna a vazéo de
2mL.min, com reciclo por 1,5 horas, repouso por 30 minutos e reciclo por mais 1,5 horas.
Ao findar, a coluna foi lavada novamente com 100 mL de agua e 40mL do tampdo carbonato
com etanolamina (0,1 mol.L?). Finalizando a ativacdo, a coluna foi novamente lavada com
mais 100 mL de agua para retirar o excesso da etanolamina, e por fim, com 40mL do tampéo
fosfato 0,1 mol.L™ (pH 7,2). Os criogéis foram entdo guardados imersos no tamp&o fosfato

em condi¢des de refrigeracdo, até a caracterizacao.

3.2.6 Incremento dos grupos epoxi

Ap0Gs testar as 5 metodologias acima descritas, e avaliar a que obteve maior taxa de
imobilizacdo de ConA, foi avaliada uma ultima metodologia, que consistiu em incrementar a
quantidade de radicais epOxi na coluna monolitica. Para tanto, o procedimento foi iniciado
com a lavagem da coluna macroporosa com 100 mL de agua destilada, seguida de 40 mL de
solugdo de borohidreto de sédio 0,1 mol.L* em tamp&o carbonato pH 9,5 (passou-se 20 mL
da solugdo na vazdo de 2mL.min, esta foi mantida em repouso por 30 minutos, logo apds
passou-se 0s 20 mL restantes). Feito isso, a coluna foi lavada com NaOH 0,1 mol.L™* em 4gua
destilada nas mesmas condi¢des de escoamento da solucdo anterior. Em seguida, foi
misturada a solucdo de NaOH 0,5 M e epicloridrina em concentracdo igual a 2%. A
epicloridrina é o agente de reticulacdo que ird aumentar os grupos epoxi na coluna. Esta
solucdo foi aplicada em recirculagdo continua por 16 horas. Finalizou-se esta etapa lavando a
coluna com &gua até alcancar pH neutro, para entdo se iniciar a etapa de ativagdo com a

metodologia que apresentou melhores resultados.

3.3 Avaliacdo fisica, quimica e hidrodindmica dos criogéis funcionalizados

A andlise dos aspectos fisicos (porosidade e tamanho de poros), hidrodindmicos
(permeabilidade ao escoamento e distribuicdo de tempos de residéncia) e quimicos (grau de
enxertia, nimero de sitios ativos) dos criogéis vem sendo relatada por diversos autores, e 0s
resultados discutidos com relacdo as modificacfes nos processos de obtencdo das colunas
supermacroporosas, bem como os métodos de enxertia testados em relacdo a interacdo dos
mesmos (SAVINA et al., 2005a e 2005b; YAO et al., 2006a; CHEN et al., 2008).
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Para a caracterizagdo das colunas supermacroporosas produzidas, foram selecionados
8 criogéis ativados, de cada uma das 6 distintas metodologias de enxertia conforme as

metodologias descritas a seguir.

3.3.1 Capacidade de Inchamento

A capacidade de inchamento do criogel (Sww), que corresponde a quantidade da agua
absorvida por massa de criogel desidratado, foi determinada utilizando os criogéis produzidos,
secos em estufa a (60 + 2) °C, até peso constante e resfriados em dessecador. Essas amostras
tiveram as massas determinadas em balanca analitica. Em seguida, os monolitos poliméricos
foram hidratados por imersdo em 50 mL de 4gua deionizada a temperatura ambiente por 24
horas e suas massas foram novamente registradas. Para este calculo foi utilizada a Equacéao 1

(SAVINA et al., 2005a):
S = (my—mgq) (1)

mq

Onde S € a capacidade de inchamento (g H20/ g de criogel seco) e mw € mg s80 as
massas (g) da amostra em peso Umido e desidratado, respectivamente.
Para essa analise foram utilizados 2 monolitos ativados por cada técnica, sendo 0s

resultados obtidos submetidos a ANOVA e teste Tukey, ambos a 5% de probabilidade.

3.3.2 Grau de expansao

Os criogéis enxertados foram desidratados em estufa a (60 £ 2 °C) e resfriados em
dessecador. Estes tiveram seus pesos determinados em balanca analitica. Posteriormente
foram saturados com &gua deionizada durante 24 horas para subsequente andlise, que
consistiu em imergir o criogel saturado em uma proveta graduada contendo agua deionizada
de volume V1, previamente conhecido, e ap0s imersdo da amostra na proveta, 0 novo volume,

V2, foi registrado. O grau de expanséo (ED) foi calculado utilizando-se a Equacao 2.

_ (") (2)
mg

ED

Onde: V1 € o volume inicial de agua na proveta (L), V2 é o volume final lido na
proveta apos colocar o criogel (L) e md € a massa do criogel desidratado (kg).

Para essa analise também foram utilizados dois mondlitos ativados por cada técnica,
sendo os resultados obtidos submetidos a analise de variancia e teste Tukey, ambos a 5% de

probabilidade.
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3.3.3 Porosidade

A porosidade do mondlito (¢) foi estimada atraves da determinagdo do contetdo de
agua livre presente e do volume do criogel em uma dada amostra (PLIEVA et al., 2004a e
2004b; ERZENGIN et al., 2011). Os criogéis enxertados, foram desidratados em estufa a (60
* 2 °C), resfriados em dessecador e tiveram suas massas verificadas por meio da pesagem.
Logo apos, estes monolitos foram colocados em um dessecador contendo solucéo saturada de
sulfato de potassio, onde foram mantidos durante 15 dias, para que a umidade relativa do ar
permanecesse proxima a 98% a temperatura ambiente (25 + 2 °C) (GREENSPAN, 1977). Ao
fim desse periodo, as massas foram novamente registradas. Posteriormente, estes foram
imersos em béqueres contendo 100 mL de &gua deionizada por 24 horas, para que fosse
alcancada a completa saturacdo para subsequente analise. Transcorrido esse tempo, 0s
monolitos tiveram suas massas registradas novamente. A presente analise objetiva determinar
a quantidade de agua de ligacao do criogel (PLIEVA et al., 2004a e 2004b).

Em seguida, os criogéis foram delicadamente comprimidos com as maos e secos
através de sucessivas rolagens em lencos de papel para retirada da &gua livre no interior dos
macroporos, entdo suas massas foram novamente determinadas.

A fracdo de macroporos, om (poros com tamanho > 1 pm), fracdo de meso e
microporos, @m (poros com tamanho < 1 um), fragdo de agua ligada (owb), fragdo do polimero
seco (¢@d) e porosidade total (¢r) dos criogéis de pAAm foram calculadas a partir das
respectivas Equacdes 3 a 7.

A massa do criogel hidratado mw (kg), a massa do criogel comprimido mc (kg), a
massa do criogel desidratado ma (kg) em estufa até peso constante, e a massa do criogel com

agua de ligacdo mwb (kg), foram determinadas em balanga analitica, e utilizadas nas equacfes

que seguem:
( W c)

oy = 3)
Om = (mc;:‘:wb) (4)
_ (mupmma) 5)

mW

mg
= — (6)

Pa m,
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_ (mw_mwb) (7)

-_— +
Pt m, Py T Pm

Para essa analise foram utilizados dois mondlitos ativados por cada técnica, sendo 0s
resultados obtidos submetidos a ANOVA e teste Tukey, ambos a 5% de probabilidade.

3.3.4 Determinacdo da morfologia por microscopia eletronica de varredura

Com o intuito de avaliar a morfologia dos criogéis produzidos, foram realizados
ensaios de Microscopia Eletrénica de varredura (MEV) das colunas cromatograficas antes e
apos a enxertia. A microscopia eletrobnica de varredura possibilita a visualizacdo da
microestrutura de polimeros, sendo um dos mais versateis instrumentos disponiveis para a
observacgdo e analise de caracteristicas microestruturais de materiais sélidos (DEDAVID et
al., 2007). As superficies para analise foram retiradas a partir de um corpo de prova de cada
método de ativacdo, estas foram seccionadas manualmente e coladas com fitas adesivas no
suporte de porta-amostras do miscroscépio (stub) e metalizadas com uma fina camada de
ouro.Em seguida foram levadas para analise em um microscépio eletrdnico de varredura
(Zeiss, Modelo DSM940).

3.3.5 Espectroscopia do infravermelho por transformada de Fourrier

Os espectros na regido do infravermelho, por apresentar grande potencial para
determinacdo dos grupos funcionais, foi utilizado para avaliar a imobilizacdo da ConA nas
colunas macroporosas produzidas, uma vez que todas as substancias moleculares organicas e
inorgénicas absorvem radiagcdo na regido do infravermelho (GOMES, 1986). Colunas
modificadas por todas as técnicas avaliadas foram desidratadas, transformadas em pd e lidas
diretamente utilizando-se e técnica de reflectancia total atenuada (ATR) na regido

infravermelha de 4000-500 cm™ em um espectrofotdmetro FTIR Bruker, modelo Vertex 70.

3.3.6 Permeabilidade ao escoamento

A permeabilidade ao escoamento das colunas produzidas foi estimada baseando-se na
Lei de Darcy. A analise consistiu em equilibrar as colunas (5,5cm de altura e 1,2 cm de
diamtro) com 50 VC de agua deionizada e submeté-lo a diferencas de pressdo hidrostatica
dentro da coluna entre 8,8 kPa e 15,6 kPa (a altura da coluna de agua sobre o mondlito variou
entre 90 e 160 cm, com precisdo de + 0,5 cm).

Os dados de presséo versus vazdo do fluido foram ajustados a equacdo de Darcy para
escoamento em meios porosos (GUIOCHON, 2007), a partir dos dados experimentais obtidos

das duas repeticdes e trés replicatas.
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Desta forma, a permeabilidade hidraulica, kw, foi determinada usando a lei de Darcy,
representada pela Equacéo 8.

_ QwiwL

e AP, A (8)

Onde: Kw é a permeabilidade hidraulica (m?); Qw é a vazdo volumétrica da agua
através da coluna (m3.st), u,, é a viscosidade da agua (Pa.s), L é o comprimento da coluna
(m), A é a area da secc¢do transversal da coluna (m2) e APw € a queda da pressdo hidrostatica

sobre a coluna (Pa).

3.4 Potencial de uso das colunas produzidas

A fim de se avaliar o potencial de uso das colunas produzidas para a purificacdo de
lectinas, foram selecionadas aquelas cujo método de ativacdo apresentou os melhores
resultados para ensaios de adsor¢éo e reutilizacéo.

Os ensaios de adsorcdo foram conduzidos com solugbes de ConA a 2,0 mg/mL em
tampdo fosfato 20 mol/L pH 7,2. As colunas afinidade foram lavadas com &gua, e
condicionadas com solucdo tampédo fosfato. Logo apds, foram percoladas pelos extratos
aquosos em recirculacdo overnight a temperatura ambiente. Em seguida, a colunas foram
lavadas com tampéo para a retirada do material ndo-adsorvido, seguido da eluicdo do material
adsorvido, de modo isocratico, com solucgdo de glicose (0,5 mol.L™) em tamp&o. Terminada a
eluicéo, a coluna foi reequilibrada com a solugédo tamponante, reiniciando-se o processo. Este
procedimento foi repetido por cinco vezes nas mesmas colunas (foram analisadas duas
colunas), a fim de se verificar perda ou ndo do eficiéncia da coluna com o tempo de uso.

A capacidade adsortiva das colunas testadas foi medida a partir da diferenca da ConA
quantificada nas solucdes que passaram por elas. As solugdes de proteina tiveram suas

concentracOes determinadas por leitura direta em espectrofotdmetro a 280 nm.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os criogéis produzidos a partir do processo de criogeleificacdo da mistura de
monomeros reticulantes com o agente porogénico apresentaram uma estrutura esponjosa,
rigida e uniforme quando seco, elastica e de aspecto gelatinoso quando hidratados, com
coloracdo esbranquicada e forma cilindrica (assumindo a forma do molde utilizado), como
pode ser verificado na Figura 9. A partir das analises realizadas, verificou-se que este
apresentou também caracteristicas desejaveis, tais como alta porosidade e alta

permeabilidade, como foi observado também na literatura por pesquisadores em criogeéis
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obtidos com diferentes formulacdes (ARVIDSSON et al., 2002; PERSSON et al., 2004; YAO
et al., 2006).

Os criogeéis podem ser secos (condicdo de armazenamento) e reidratados (condicéo de
uso) sem perder suas propriedades originais. A interacdo dos monbémeros de acrilamida
conferiu ao suporte boa biocompatibilidade e robustez mecanica, abrindo novas perspectivas
para a concepcao desses materiais macroporosos para utilizacdo em deteccdo analitica e

captura seletiva de moléculas de interesse.

Figura 9: Criogel de pAAM-AGE produzido(A) Congelado, (B) Refrigerado
(C) Hidratado (D) Desidratado.

Fonte: Imagens da pesquisa.

Na Tabela 5 sdo apresentados os resultados experimentais obtidos para a imobilizacdo
da ConA utilizando-se os diferentes métodos de ativagdo. Verifica-se inicialmente que entre
0s primeiros cinco métodos avaliados, exceto para 0 métodos do glutaraldeido, os demais ndo
apresentaram diferencas estatisticas entre si para a quantidade de ConA imobilizada (p>0,05).
Assim sendo, no método da epicloridrina para o incremento de radicais epoxi, a ativacao foi
continuada seguindo-se a mesma metodologia utilizada no método do glutaraldeido. Neste
sentido, verificou-se que o uso da epicloridrina permitiu que a quantidade de ConA
imobilizada fosse maior que utilizando-se apenas 0 método do glutaraldeido, diferindo
significativamente dele. Tais resultados indicam a eficacia do uso de bracos espacadores no

processo de ativacao.
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Tabela 5: Resultados de ativagdes das colunas monoliticas supermacroporosas

Ativacoes Médias (mg de Conc/ g de criogel)
Método Epoxi 20,34 b+ 6,81
Método da Base de Schiff 26,542+ 8,90
Método da Etilenodiamina 28,95+ 3,43
Método da Dihidrazida Adipica 19,46 P+ 2,69
Método do Glutaraldeido 130,83 2+ 18,84
Método da Epicloridrina* 170,77 £ 17,79

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de significancia de 5%.
* Houve diferenga significativa (p<0,05) pelo teste t de Student quando comparado ao método do glutaraldeido.
Fonte: Dados da pesquisa.

No método do epdxi, que envolve o ataque nucleofilico dos grupos aminas das
proteinas diretamente sobre os grupos epoxi do criogel, a imobilizacdo é dada por ligacéo
covalente, que promove uma imobilizacdo estadvel dos ligantes na matriz. Embora a
quantidade de ligantes tenha sido pequena quando comparado com 0s outros métodos de
imobilizacdo amina-disponiveis, este método ainda é bastante usado por ser simples e de
rapida execucdo (GUPALOVA et al., 2002; OSTRYANINA et al., 2002; JIANG et al., 2005;
MALLIK; HAGE, 2006; KALASHNIKOVA; TENNIKOVA, 2007).

O método da Base de Schiff obteve maior quantidade de ConA imobilizada, quando
comparado ao método do epOxi, porém observa-se a partir da analise estatistica que a
diferenca foi ndo significativa. Contudo, este método tem como inconveniente a necessidade
dos agrupamentos amina na superficie da biomolécula e o uso de agentes redutores que
podem reduzir alguns grupos sulfidrilos (-SH) da proteina imobilizada.

Entre os processos de imobilizacdo de proteinas, um dos grupos funcionais mais
utilizados é o etilenodiamina devido a sua funcionalidade (SILVA et al., 2012). O uso deste
reagente promove a ligacdo de um grupo amino da etilenodiamina aos grupos aldeidicos
gerados no suporte (PETRO; SVEC; FRECHET, 1996), reacdo que se assemelha ao principio
da base de Schiff. Desta maneira, foi verificado que, assim como os métodos ja mencionados,
este também apresentou baixa capacidade de imobilizagcdo da ConA nas condicfes estudadas.
O que pode ser justificado pelo alto efeito de impedimento esteérico.

Outro método de imobilizacdo testado foi o da dihidrazida adipica. A partir dos
resultados obtidos utilizando-se esse método de ativacdo, verificou-se que a quantidade de
ConA foi muito baixa, semelhante ao método epoxi.

Diferente dos outros métodos testados, a ativacdo da coluna polimérica com a incluséo

do glutaraldeido, mostrou-se eficiente, sendo a quantidade de ConA imobilizada
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significativamente superior aos meétodos ja mencionados, apresentando valores em acordo
com outros pesquisadores encontrados na literatura (PETRO et al., 1996; LUO et al., 2002),
revelando-se desta forma como uma alternativa potencial. Os resultados encontrados com esse
método de ativacdo indicaram que o uso de bragos espagadores promove melhorias na
funcionalizacdo do suporte monolitico. O glutaraldeido é uma pequena molécula com alta
reatividade, que promove ligacdo estavel entre os grupos amina de suportes e residuos de
amina de proteinas (ELKAOUTIT et al., 2011). O fato do glutaraldeido poder reagir com os
grupos amina terminal, grupos hidroxilas e sulfetos, beneficiou significativamente o grau de
imobilizacdo da lectina estudada, sendo justificado pela reacdo com o radical reativo. A
ativacdo do criogel pelo referido agente reticulante converte o suporte da estrutura epoxi-
ativado para amina-ativado, pela reacdo dos grupos epoxi com o reagente etilenodiamina
(PETRO et al., 1996), este por sua vez reagiu com o dialdeido (glutaraldeido) e produziu uma
coluna supermacroporosa aldeido ativada que se ligou aos grupos aminas das lectinas,
formando nova base de Schiff. Em seguida, ocorreu a reducéo e estabilizacdo dessa base de
Schiff por meio do uso de um agente redutor. Devido a um maior espacamento entre a
macromolécula imobilizada e a superficie do criogel, este método de imobilizacéo revelou-se
util para evitar efeitos de impedimento estérico (LUO et al., 2002). Em outras palavras, 0 uso
dos bracos espacadores durante ativacdo do criogel beneficiou a adsor¢do, uma vez que este
permitiu novas possibilidades de sitios de ligacdo, com maiores distancia entre eles, ndo
comprometendo desta forma, a ligagdo das biomoléculas de interesse na coluna
supermacroporosa.

O uso da epicloridrina para 0 aumento de radicais epOxi na superficie dos criogéis
antes da utilizacdo de um método de ativacao, foi benéfica nas condicGes estudadas. Com sua
utilizacdo antes do ativacdo pelo método do glutaraldeido, foi possivel verificar que a
quantidade de ConA imobilizada aumentou signifcativamente, o que ocorreu devido a um
maior numero de agrupamentos epoxi disponiveis na superficie do mondlito, para reagirem
com o os aldeidos da solucdo, formando mais bracos espacadores, 0 que reduz

consequentemente os efeitos de impedimento estéricos.

4.1 Caracterizacao das matrizes de criogel

4.1.1 Capacidade de Inchamento e Grau de expansao

Os resultados obtidos para as analises de caracterizacdo das colunas monoliticas
supermacroporosas produzidas a partir dos diferentes métodos de ativacdo sdo apresentados
na Tabela 6.
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Tabela 6: Capacidade de inchamento e grau de expansao das colunas

Método de ativacgao S ED
(kg.kg™) (L.kg™)

Epoxi 13,96 ° + 2,57 15,72°¢+ 3,10
Base de Schiff 17,512 £ 276 19,16 2+ 3,16
Etilenodiamina 18,642 +2,09 15,36 °¢ + 1,86
Dihidrazida Adipica 15,11°+ 1,22 16,793 + 1,55
Glutaraldeido 14,26 ° + 1,00 15,36 ¢ + 0,97
Epicloridrina 7,70+ 0,81 13,38°+£1,19

*Meédias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de significancia de
5%.

Fonte: Dados da pesquisa.

Verificou-se que os criogéis apresentaram uma massa quando hidratados quase 20
vezes superior ao seu peso desidratado, indicando grande capacidade de retencdo de agua
devido a sua estrutura porosa, com muitos espagos vazios em seu interior.

Constatou-se que os resultados obtidos para a capacidade de inchamento, que reflete o
grau de hidratacdo da matriz polimérica, esteve dentro da faixa observada na literatura para
criogéis ativados por diferentes métodos, entre 3 a 15 kgde agua /KQde crioge! desidratado (BERELI et
al., 2012; CIMEN; DENIZLI, 2012; UYGUN et al., 2012). Os criogeis ativados com 0s
métodos da Base de Schiff e Etilenodiamina apresentaram médias um pouco superiores as
demais, sendo estas semelhantes ao encontrado por Savina et al. (2005) em um suporte
cromatografico de poliacrilamida produzido também com 6% de mondmeros. Alguns autores
relatam ainda valores menores para a capacidade de inchamento dos criogéis produzidos,
contudo torna-se valido ressaltar que nestes, as concentra¢cdes de mondmeros também foram
inferiores, variando entre 2,8 a 6 g'100g™* (ARVIDSSON et al., 2003; ARVIDSSON et al.,
2002; ERGUN et al., 2007; DERAZSHAMSHIR et al., 2008). Ressalta-se, ainda, que quanto
maior for a capacidade de inchamento, maior a tendéncia das colunas serem mais maleaveis
(apos hidratadas) e, provavelmente, com menor resisténcia mecanica (CARVALHO, 2010),
ou seja, o fato de ter uma capacidade de inchamento baixa apés ativacao, beneficia o suporte
cromatografico com relacdo a sua resisténcia mecanica, principalmente em pressdes mais
altas de escoamento. Desta maneira, verifica-se que o método da epicloridrina apresentou o
menor valor para a capacidade de inchamento quando comparado aos demais metodos de
ativacdo, proporcionando maior estabilidade operacional. Tal caracteristica possivelmente é
justificada pelo aumento da hidrofobicidade do mondlito com o incremento dos grupos epoxi,
repelindo moléculas de agua, dificultando a sua absor¢do pelos monalitos.

Verificou-se que para o grau de expanséo, relacdo entre a massa do criogel desidratado

em condicdo de armazenamento e 0 volume que o mesmo ocupa em condi¢cdes operacionais
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(quando hidratado), que os métodos de ativacdo ndo tiveram tanta variacdo quanto a
capacidade inchamento afetaram. Dada a natureza porosa dos monolitos produzidos, estes
apresentam, mesmo desidratados, uma elevada razéo entre o volume ocupado e sua massa, dai
os valores de ED sempre superiores a 10 L'kg™ (ou uma densidade relativa sempre menor que
0,1 kg.L'!). Os mondlitos com maior capacidade de inchamento sdo mais maleaveis e
flexiveis, apresentando consequentemente maior aumento de volume ao serem hidratados, por
isso apresentando também maiores valores para 0 grau de expansdo, sendo o contrario

também verdadeiro.

4.1.2 Porosidade

A andlise dos aspectos fisicos dos criogéis foi realizada para melhor entendimento
sobre a distribuicdo da porosidade e do tamanho dos poro. Os resultados encontrados para

cada método de ativacdo aparece discriminado na Tabela 7.

Tabela 7: Porosidade total e demais fragdes constituintes dos monolitos produzidos.

Métodos oM Om Pwb ®d oT

Epoxi 0,7273+0,03  0,195°+0,02 0,009+ 0,005 0,057+ 0,008 0,932% 0,007
B. de Schiff  0,7642+0,05 0,160°+0,02  0,020°+0,015 0,055°+ 0,017 0,925%+ 0,031
Etilenod. 0,719+0,02  0,217°°+0,02 0,011°+0,003 0,045+ 0,005 0,941+ 0,003

D. Adipica 0,675°+0,03  0,256*+0,03 0,005°+ 0,001 0,062°+ 0,005 0,921%+ 0,006
Glutarald. 0,639°+0,05 0,270°°+0,05 0,009+ 0,002 0,065°+0,004 0,911% 0,004
Epiclorid. 0,498°+0,02 0,303*+0,02 0,082%+0,007 0,115%+0,011 0,801° + 0,018

*Meédias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de significancia de 5%.

Qowm:

QT:

fragdo de macroporos; ¢m: fracdo de meso e microporos; wy: fracdo de agua ligada; ¢q: fragdo do polimero seco.
Porosidade total

Fonte: Dados da pesquisa.

A fracdo de macroporos dos criogéis ativados pelos diferentes métodos variou em
torno de 49% a 76%. Por esses poros passa a maior parte do fluido que escoa pelos canais
interligados dos criogéis. Estes valores encontram-se proximos aos reportados na literatura
para criogéis e outros mondlitos organicos (LI et al., 2009, GUAN e GUIOCHON, 1996). No
entanto, encontra-se ainda autores que referenciam a faixa padrdo variando entre 70 a 85%
para criogéis preparados com 0S mesmos compostos, porém, por vezes, com concentracoes
diferentes e métodos de ativacdo diferentes (YAO et al, 2006a; YAO et al, 2006b; YAO et al,
2007a; YAO et al, 2007b; CARVALHO, 2010; YAN et al, 2011). Esta variacdao percentual
pode ocorrer devido a diferenca dos calculos realizados para tal pardmetro, onde esses autores

consideram a &gua presa no interior dos microporos e a dgua livre nos macroporos como uma
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Unica andlise de porosidade. Estes retiram a agua dos macroporos de forma mecéanica
(comprimindo o criogel) e a do interior dos microporos por meio do vacuo, (BERELI et al.,
2012; CIMEN e DENIZLI, 2012; UYGUN et al., 2012), o que nao foi realizado no presente
trabalho.

Verifica-se que os métodos que obtiveram maior fracdo de macroporos, foram os que
tiveram menor taxa de imobilizacdo de biomoléculas, tais como o0 método da base de Schiff,
método époxi, estando dessa forma os poros desobstruidos. Os criogéis que obtiveram maior
taxa de imobilizacdo de biomoléculas, método da epicloridrina e do glutaraldeido, tiveram
seus macroporos em grande parte preenchidos com as macromoléculas reticuladas,

Com relacédo a fracdo de mesoporos e microporos verifica-se que a média geral nao
variou muito entre os métodos testados. Entretanto, os dados dessa analise merecem uma
devida atencdo, pois muitos autores ao fazerem andlise de porosidade de criogel
desconsideram essa fracdo de meso e microporos, caracterizando a porosidade apenas pela
fracdo de macroporos (YAO et al., 2007; LOZINSKY et al., 2003). Tal consideracdo nao é
errada, dada a importancia dos macroporos para 0s criogéis e suas aplicacbes com
macromoléculas, células inteiras e fluidos ndo clarificados, contudo, por ter apresentado
médias relevantes, é valido dar uma atencdo a essas demais fracGes de porosidades, uma vez
que ao se trabalhar com moléculas de dimensfes menores, estas podem ter acesso a essas
regides, o que pode gerar davidas nesse perfil de caracterizacao.

Quanto a analise de agua ligada, verifica-se que o percentual em geral foi baixo,
porém houve significativa variacdo entre os métodos de ativacdo, portanto, pode-se inferir que
para 0os metodos onde a fracdo de agua ligada foi muito baixa (< 2%), é provavel que os
pequenos poros tenham sido obstruidos durante a ativacdo de forma que a passagem do
liquido circulante se tornou quase inexistente, o que ndo ocorreu no método da epicloridrina,
onde foi obtida uma média de 8% de agua ligada, valor muito proximo aos reportados na
literatura em criogéis de poliacrilamida também, onde a média foi de 9,6% (FIDELIS, 2011).

Para o criogel seco, verifica-se que houve também uma equivaléncia entre os métodos
testados, existindo uma divergéncia apenas para 0 método da epicloridrina, que pode ser
explicado baseado no fato de que alguns poros podem ter sido completamente preenchidos
durante a ativacdo, fazendo com que este apresente uma maior fracdo de sitios preenchidos e
consequentemente, um maior percentual de massa de polimero seco. O processo de
imobilizacdo de monémeros aumenta consideravelmente a densidade dos grupos funcionais
de superficie, gerando uma maior capacidade adsortiva para a coluna. Além disso, ocorre um
aumento de area superficial a medida que esses ligantes formam estruturas em forma de

cerdas ou tentaculos (ARRUA et al., 2009).
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Verificou-se ainda que, o valor obtido para a porosidade total foi préximo, entretanto,
na ativacdo com o glutaraldeido, a estrutura dos poros foi mais preenchida quando comparada
com os demais métodos de ativacdo, e este obteve os poros mais obstruidos apds ser

incrementado com a epicloridrina.
4.1.3 Estrutura dos poros por microscopia eletronica de varredura (MEV)

A morfologia das colunas macroporosas produzidas séo apresentadas na Figura 9. A
microscopia eletrénica de varredura é a técnica mais recorrente para se avaliar a distribuicao e
formacdo dos poros no interior da coluna cromatografica (UYGUN et al.,2012)

A partir das micrografias apresentadas na Figura 10 infere-se que o processo de
ativacdo dos criogéis ndo afetou sua estrutura macroporosa, 0 que € uma caracteristica
positiva, uma vez que é desejavel que a coluna mantenha sua estrutura porosa com
distribuicdo de poros uniformes, paredes lisas, e variacdo de diametro entre 10 pm a 100 pm.
Este tamanho dos poros confirma que a estrutura do criogel supermacroporoso permite a
passagem de macromoléculas como células microbianas, fragmentos celulares, bem como
solugdes ndo clarificadas (PLIEVA et al., 2008; GUIOCHON, 2007).

Figura 10: Micrografias dos criogeis. (A) criogel sem ativacao; (B) coluna ativada pelo

méodo da epicloridrina com ConA imobilizada; Aumento de 250x.
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Fonte: Dados da pesquisa

As micrografias apresentadas na Figura 11 mostram a estrutura do criogel com ConA
imobilizada. Os entrelacamentos fisicos da lectina imobilizada com o polimero proporcionam
favoraveis caracteristicas adsortivas sem comprometer a estrutura primaria do criogel,
contudo, é valido ressaltar que a concentracdo de biomoléculas imobilizadas é um fator
importante na analise das micrografias e disposicdo dos poros, uma vez que aumentada a
concentracdo destas biomoléculas, ha formacdo de particulados sobre a estrutura dos poros,
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reduzindo consequentemente a distribuicdo de zonas porogénicas, a quantidade de
microporos, que por sua vez, pode ser obstruido, o didmetro médio dos meso e macroporos,

bem como a conectividade entre eles e a estrutura das paredes, que podem se alargar.

Figura 11: Criogel com ConA imobilizada utilizando-se o método com epicloridrina. Aumento de
500x (A) e 1000 x (B).
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Fonte: Dados da pesquisa.

Durante a producgéo do criogel sob condi¢bes de congelamento, os cristais de gelo
formados atuaram como agentes porogénicos, e estes foram de grande importancia para o
tamanho e distribuicdo dos poros ao longo da coluna. A presenca desses poros é essencial
para permitir o escoamento de fluidos através do material sob uma pressdo controlada. Além
disso, apresentam condicOes favoraveis a transferéncia de massa de substratos e solutos
(ARVIDSSON et al., 2003; YAO, K. et al., 2006). As micrografias apresentadas, permitem-
nos verificar a estrutura dos criogéis com formacdo de poros bem distribuidos e
interconectados com predominancia de macroporos, estando em acordo com o observado por
outros autores (YAO et al., 2006b e 2007).

4.1.4 Espectroscopia do infravermelho por transformada de Fourrier

Na Figura 12 é apresentado o espectro de FTIR do criogel ativado pelo método com
epicloridrina com ConA imobilizada comparado ao criogel sem ativagdo. Pode-se observar
que a mais intensa banda de vibracdo formada é caracteristica do grupamento amida,
observada préximo a regido de 1650 cm™, sendo caracteristica do gel de poliacrilamida. Ja a
banda observada na regido de 1550 cm™ na coluna ativada pode se referir aos grupos amina da
ConA imobilizada (estiramento —NH). Tal evidencia é reforcada pelas bandas observadas em
620,9 cm™ e 659,5cm™ que podem estar associadas as ligagGes disulfidricas (estiramento C-S)

do aminoacido metionina existente na estrutura da ConA.
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Figura 12: Espectro de FTIR dos criogéis ndo ativado e com ConA imobilizado pelo método com
epicloridrina. (a) Espectro completo: regido de comprimento 4000 — 500 cm™); (b) Destaque para a
regido do espectro de 680-600 cm™.
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Fonte: Dados da pesquisa
4.1.5 Permeabilidade ao escoamento

A partir do ajuste da equacdo da lei de Darcy aos resultados experimentais da vazéo,
foram obtidos dos coeficientes angulares os valores de permeabilidade ao escoamento das

colunas produzidas. Estes estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8: Permeabilidade ao escoamento para as colunas produzidas pelos diferentes
métodos de ativacdo.

Métodos kw (x 10t m?)
Epdxi 1,38
Base de Schiff 3,32
Etilenodiamino 1,04
Dihidrazida 0,35
Glutaraldeido 0,92
Epicloridrina 1,46

Fonte: Dados da pesquisa

Dentre os 6 métodos analisados, a ativacdo da coluna pelo método da Dihidrazida, foi

0 que obteve menor média de permeabilidade, 0 que pode ser justificado pela formacdo de
muitos micro e mesoporos e estes tenham sido inativados durante a imobilizacdo das lectinas
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por efeito dos impedimentos estéricos das biomoléculas nos sitios de ligacdo dos macroporos,
o fato dos poros estarem preenchidos ao longo do criogel ndo permitiu que a 4gua pudesse
fluir de forma mais rapida, o que justifica a maior resisténcia ao escoamento deste, dentre
todos os métodos.

Estabelecendo uma relacdo entre a porosidade para com a permeabilidade ao
escoamento, justifica-se também os resultados encontrados para 0s métodos epoxi e
etilenodiamina, ambos tiveram médias de permeabilidade superiores ao método da
Dihidrazida, e portanto menor resisténcia ao escoamaneto, assim como também tiveram
grande formacdo de macroporos e baixa formacao de meso e microporos ao longo do suporte,
tendo facilitada a dispersdo do fluido ao longo da coluna. O método da base de Schiff foi o
que apresentou o melhor resultado para permeabilidade, indo ao encontro das relagcdes
anteriores, este apresentou a maior fracdo de macroporos e menor fracdo de meso e
microporos ao longo da sua estrutura.

O método do glutaraldeido apresentou resultados para a permeabilidade que justifica o
método de ativacdo, uma vez que a insercdo de bracos espacadores aumentou os sitios de
ligacdo e resultou em maiores possibilidades de imobilizacdo da lectina, comprometendo a
fracdo de meso e microporos, que foi a mais alta dentre os métodos testados. Assim, estes
poros com impedimento estérico apresentam alta resisténcia ao escoamento e baixa
permeabilidade.

O meétodo de ativacdo por epicloridrina, que ndo diferente dos demais, tambeém
apresentou correlagcdo com o perfil de porosidade, obteve a maior média de imobilizagdo de
lectina, a menor formacdo de macroporos e a maior formacgédo de micro e mesoporos ao longo
da coluna monolitica, o que € justificado pelo maior nimero de biomoléculas aderidas a
superficie do suporte. Contudo, como a imobilizagdo dessas biomoléculas foi favorecida pelos
bracos espacgadores, esta coluna sofreu menos impedimentos estéricos e comprometimento
dos sitios ativos, apresentando médias de permeabilidade e resisténcia ao escoamento
préximas aos métodos epoxi e etilenodiamino.

A partir dos resultados encontrados, verifica-se que a taxa de permeacdo da agua no
interior das colunas, de uma forma geral foi baixa, corroborando com autores encontrados na
literatura, que caracterizaram criogéis de acrilamida ativados e sem ativacao, e encontraram
kw na faixa de ordem de 10! m? 4 10® m? (CARVALHO, 2010; FONTAN, 2013; CHEN et
al., 2008; YAO et al., 2007b; YAO et al., 2007a; YAN et al., 2011).
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4.1.6 Capacidade adsortiva e de reutilizacdo das colunas produzidas

Foram realizados ensaios de capacidade adsortiva das colunas produzidas a partir do
método que obteve maior média de imobilizacdo da ConA (0 método com epicloridrina). Para
tanto foi utilizada a propria ConA como lectina modelo nos ensaios, em condi¢es ja descritas
previamente. Foi verificado que a capacidade adsortiva da coluna foi de 108,67 £ 1,0 mg de
cona /g criogel , resultado satisfatorio para o presente teste, tornando possivel inferir que o pH de
7,2 favoreceu a adsorcdo da concanavalina, pois a maioria dos aminoécidos de cadeias laterais
polares positivas tem pKa acima deste valor, tendo beneficiado as interacbes entre a
concanavalina livre e a lectina imobilizada no suporte.

Apos testar a capacidade adsortiva da coluna, o0 mesmo procedimento foi realizado 5
vezes consecutivas, a fim de verificar se a capacidade adsortiva era mantida com a
reutilizacdo da coluna. Os resultados obtidos com cinco ciclos consecutivos de uso séo
apresentados na Figura 13. Verificou-se que a capacidade adsortiva da coluna permaneceu
praticamente constante, comprovando a estabilidade da coluna para o uso em técnicas de
isolamento e purificacdo de lectinas em extratos aquosos, bem como o beneficio de

reutilizacdo do suporte cromatografico.

Figura 13: Capacidade adsortiva em funcao dos ciclos de uso da coluna avaliada.
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Fonte: Dados do experimento.
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5. CONCLUSAO

O preparo de colunas monoliticas supermacroporosas de poliacrilamida com ConA
imobilizada pelo método do glutaraldeido com utilizacdo prévia de epicloridrina mostra-se
promissora para 0 uso na purificacdo de lectinas. A epicloridrina conferiu caracteristicas
positivas a coluna, bem como potencializou a capacidade adsortiva, apresentando resultados
satisfatorios para o uso da coluna em técnicas de purificacdo. Além disso, o incremento dos
grupos epoxi aumentou a rigidez, a estabilidade operacional e a capacidade de reutilizagdo,
sem comprometer sua estrutura macroporosa.

A imobilizacdo de bioligantes em criogeis revela-se uma alternativa vidvel na
biotecnologia, por provocar pouca alteracdo na estrutura conformacional das biomoléculas,
conservar sua bioatividade, uma vez que esta € espontaneamente imobilizada em uma
orientacdo que lhe é preferencial e energeticamente favoravel.

O incremento com grupos epdxi ao suporte cromatografico, seguido da insercdo de
bracos espagadores, resultou em um aumento da quantidade de ConA imobilizada na coluna
produzida, elevando a capacidade de ligacdo dos biocompostos a serem purificados.
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