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Resumo

Para explicar o mecanismo de adsorcdo subjacente a HIC da Angiotensina I foi
efectuada a técnica sob condi¢des lineares. As medidas experimentais foram realizadas
em funcdo do tipo de sal e sua concentragdo, da temperatura e do tipo de ligando no
adsorvente para a Angiotensina I e seus derivados.

Sob condig¢des isocréticas e a elevadas concentragdes de sal, uma caracteristica
da performance da Angiotensina I foi o “broadening” do pico e em muitos dos casos o
aparecimento de dois picos. Estes resultados foram interpretados em termos da
isomerizagdo cis-trans da Angiotensina I (polipéptido com um residuo de prolina) na
coluna seguida de uma “re-conformacao” apds interac¢do com o suporte. Foi proposto
que o fenémeno de pico “splitting”, o efeito combinado entre a temperatura,
concentracdo de sal na fase moével e o ligando na fase estaciondria é causado por
cinética de isomerizacdo lenta que se encontram na mesma escala de tempo que a
separacdo cromatogrifica. A concentracdo de sal e a temperatura promovem a
conversao da forma trans da Angiotensina I na forma cis, que tem uma maior area
superficial hidrofébica, em presenca do suporte. A retencdo da forma trans da
Angiotensina | aumenta de uma for¢a geral com o aumento da concentracdo de sal na
fase movel e € afectada ligeiramente pelo efeito da temperatura.

Para além do suporte Butyl-Sepharose referido acima também foram
examinados mais dois suportes hidrofébicos (Phenyl-Sepharose e Octyl-Sepharose). O
estudo do comportamento da Angiotensina I com os varios suportes indicou um
aumento de retengdo com o aumento do comprimento da cadeia n-alquilo do ligando,
observando-se que o ligando aromatico phenyl promove a alteracio de conformacgao
(isomerizagdo cis-trans) da Angiotensina I a concentragcdes salinas mais baixas que nos
outros suportes. Os suportes foram considerados como catalisadores do processo de
isomerizagao cis-trans.

Outro factor também estudado foi a substituicio de aminodcidos em posi¢des
distintas da Angiotensina I para utilizacio em HIC usando a Butyl-Sepharose e tendo
em conta o efeito da concentracdo de sulfato de amodnio. Estes resultados demonstraram
que tanto os aminodcidos da posicdo 5 como da posicdo 10 da Angiotensina I se

encontram envolvidos na interac¢ao hidrofébica.
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Com base neste trabalho consideramos que a Angiotensina I pode ser um

péptido modelo para estudos posteriores em HIC.
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Abstract

In order to explain the mechanism underlying the HIC adsorption of Angiotensin
I the technique was run under linear conditions. The experimental measures were done
as function of salt type, its concentration, temperature and type of adsorbent ligand
using as prove peptide Angiotensin I and its derivatives.

Under isocratic elution conditions and at the higher salt concentrations, a
characteristic of the chromatographic performance of Angiotensin I was the broadness
of the corresponding peak and in most of the cases the appearance of two peaks. These
results have been interpreted in terms of on-column cis-trans isomerization of
Angiotensin I (a proline containing polypeptide) followed by its “re-conformation” after
the interaction with the support. It has been proposed that the peak splitting
phenomenon, a combined effect between temperature, salt concentration in the mobile
phase and the ligand, is caused by slow kinetics of isomerization that is on the same
time scale as the chromatographic separation. Salt concentration and temperature
promotes the conversion of the frans form of Angiotensin I into its cis form, which has
a bigger hydrophobic surface area, in presence of Butyl- Sepharose. The retention of the
cis form of Angiotensin I increase with the increase of salt concentration in the mobile
phase and seem not to be affected by temperature. It was further proved that
Angiotensin I is only retarded on the column and not retained.

Besides the Butyl-Sepharose support above mentioned two more hydrophobic
supports (Phenyl-Sepharose and Octyl-Sepharose) were also examined. The study of the
behaviour of Angiotensin I with the various supports indicated an increase of retention
with the increase of the n-alkyl chain length. It was observed the phenyl aromatic ligand
promotes Angiotensin I conformation alteration at lower salt concentration than the
other supports. The supports were considered as catalyst for the isomerization process.

Another factor, also studied was the amino acids replacement in different
positions of Angiotensin I. These results of the adsorption of these peptides in a Butyl-
Sepharose column as function of ammonium sulphate concentrations demonstrated that
both, the amino acids in position 5 and 10 of Angiotensin I, are involved in the
hydrophobic interaction.

Based on this work it can be considered that the Angiotensin I is a good peptide

model for further studies in HIC.
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1.Introducao

1. Introducao

O desenvolvimento de técnicas e métodos de separacdo e purificacdo de
biomoléculas tem sido considerado bastante essencial para os avangos recentes da
investigacao em biotecnologia.

O objectivo principal do processo de purificacdo de biomoléculas ndo inclui
somente a remocdo de contaminantes indesejados mas também a concentragdo da
biomolécula desejada, na sua forma final para a aplicacdo pretendida, e a sua
transferéncia para um ambiente onde € estavel.

A pureza das biomoléculas é um pré-requisito para os estudos acerca da sua
estrutura e fun¢do ou da sua aplica¢do. O grau de pureza requerido depende do seu uso
final.

Existem variadas técnicas de purificacdo de biomoléculas, contudo diferentes
tipos de cromatografia t€ém-se tornado dominantes devido ao seu poder de resolucdo
(Queiroz et al., 2001). A popularidade das técnicas cromatograficas pode ser atribuida a
sua versatilidade. Vdrias fases estaciondrias podem ser obtidas comercialmente. Cada
fase estaciondria tem a habilidade de separar analitos explorando a afinidade que cada
analito tem para com os diferentes ligandos imobilizados a superficie da fase
estaciondria. Por outro lado, a composi¢do da fase mével e/ou pH sdo varidveis chave
que também podem ser exploradas de modo a obter a purificagdo do produto pretendido
(Thrash e Pinto, 2000)

Diferentes mecanismos de adsor¢do estdo na base da separacdo de solutos por
uma variedade de processos de interac¢do cromatografica. Na cromatografia de filtracao
em gel, cromatografia de troca i6nica, cromatografia de afinidade e cromatografia de
interac¢do hidrofébica, a separacdo das biomoléculas é feita com base nas suas
propriedades bioldgicas e fisico-quimicas como € o caso respectivamente do tamanho
molecular, das suas cargas, das suas caracteristicas bioespecificas e da sua
hidrofobicidade (Kennedy, 1990; Garcia e Pires, 1993).

Durante os tultimos anos, a cromatografia de interaccdo hidrofébica (HIC) tem
sido desenvolvida por muitos investigadores e hoje em dia encontra-se estabelecida
como uma poderosa técnica de bioseparacdo, tanto a escala laboratorial como a escala

industrial, para a purificagdo de biomoléculas (Wu e Karger, 1996; Sofer e Hagel, 1997;
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Grund, 1998). Este método € bastante eficaz na remocao de virus de plasma humano, no
isolamento de enzimas bacterianas, na purificacdo de proteinas e de anticorpos
monoclonais (Einarsson et al., 1981; Gagnon et al., 1995; Pfeiffer, 1995; Diogo et al.,
2000; Thrash e Pinto, 2000; Queiroz et al., 2001) e plasmideos para aplicacdes
terapéuticas (Diogo et al., 2000).

1.1. Principios sobre a cromatografia de interaccao hidrofobica

A HIC promove a separagdo de biomoléculas com base na interac¢do
hidrofébica entre ligandos hidrofébicos imobilizados no suporte e regides apolares
existentes a superficie das biomoléculas (Queiroz et al., 2001).

Os diferentes tipos de condi¢des para que a elui¢cdo ocorra podem ser usados
para a purificacdo de misturas complexas de biomoléculas que poderdo ser bastante
dificeis de separar aplicando outra técnica cromatografica (Queiroz et al., 2001). De
facto, a HIC tem sido usada com a finalidade de separar as biomoléculas e exibe
caracteristicas de ligacdo complementares a outras técnicas cromatograficas (Janson e
Rydén, 1993). Van Oss et al., (1986) propuseram que as for¢as de Van der Waals sdo o
factor que mais contribui para as interac¢des hidrofébicas apesar do mecanismo
complexo que as envolve. Nesta técnica os danos estruturais das biomoléculas sdao
minimos e a sua actividade biolégica é mantida devido as suas interac¢des fracas o que
ndo se verifica noutras técnicas tais como a cromatografia de afinidade, troca iénica ou
cromatografia de fase reversa (Fausnaugh et al., 1984; Regnier, 1987). A HIC é uma
técnica muito popular na medicao da hidrofobicidade do soluto uma vez, que explora as
propriedades hidrofébicas das biomoléculas, trabalhando num ambiente mais polar e
menos desnaturante do que a cromatografia de fase reversa (RPC), dado que esta requer
o uso de solventes apolares para eluir a proteina devido a sua forte ligacdo ao

adsorvente (El Rassi, 1996).
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1.1.1. Hidrofobicidade das biomoléculas e interaccoes hidrofobicas

A hidrofobicidade € a repulsdo entre os compostos apolares € o ambiente polar
como € o caso da dgua (Queiroz et al., 2001). Este termo € também usado para referir os
modelos moleculares, geralmente envolvendo a ordem das moléculas de 4gua que
rodeiam os solutos apolares (Dill, 1990a). Quando um composto apolar € inserido em
agua, ocorre um aumento da ordem das moléculas de 4gua que se encontram a volta dos
seus grupos hidrofébicos levando a uma diminuicio de entropia (AS<0). Se a alteracdo
da entalpia (AH) é pequena em relacao ao valor de TAS, resulta numa mudanga positiva

do valor da energia de Gibbs (AG>0) de acordo com a seguinte equacao:

AG=AH -TAS (1)

onde AH e AS € a variac@o de entalpia e entropia, respectivamente, e T € a temperatura
absoluta. Este processo nao ocorre de forma espontanea, pois seria termodinamicamente
desfavoravel (Queiroz ef al., 2001).

Quando vérios compostos apolares sdo colocados em dgua, estes associam-se
espontaneamente devido as interaccdes hidrofébicas levando a um aumento de entropia
(AS>0), o qual resulta da diminui¢cdo do nimero de moléculas de 4gua ordenadas em
torno dos grupos hidrofébicos devido a diminuicdo da exposi¢do destes grupos a dgua
(Queiroz et al., 2001). (figura 1.1). A associagdo intermolecular de grupos hidrofébicos
minimiza o aumento da energia de Gibbs por diminuicdo da drea de contacto das

proteinas com solventes polares (Queiroz et al., 2001).
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Figura 1.1. Representacdo esquemadtica do processo de HIC. L — Ligando da matriz polimérica, H —
Cavidade hidrofébica na superficie da molécula de soluto, S — Molécula de soluto, W — molécula de 4gua.
(Representacdo esquemdtica adaptado de “Hydrophobic Interaction Chromatography”. Principles and

Methods” Amersham Bioscience (Uppsala Sweden)).

1.1.2. Exemplos de alguns factores que afectam o comportamento cromatografico

das biomoléculas em cromatografia de interaccio hidrofobica

Na HIC, a retencdo das proteinas € principalmente afectada pela hidrofobicidade
das biomoléculas (Fausnaugh et al., 1984; Lienqueo et al., 2002; Queiroz et al., 2001) e
especialmente pela distribuicao de hidrofobicidade a sua superficie (Mahn et al., 2005;
Mahn et al., 2004). No entanto, as condi¢des de funcionalidade obviamente também
afectam o comportamento cromatografico das proteinas na HIC (Jennissen, 2005;
Ladiwala et al., 2006; Queiroz et al., 2001) numa grande extensdo. As propriedades da
fase movel (tipo de sal, forca idnica, pH), as caracteristicas da fase estaciondria
(natureza quimica do suporte, tipo de ligando hidrofébico, comprimento da cadeia e
grau de substituicao do ligando) e a temperatura sdo factores que afectam geralmente o
comportamento cromatografico das biomoléculas em HIC.

Neste ponto vamo-nos debrugar apenas sobre alguns factores, nomeadamente o

efeito do tipo e concentracdo de sal, o efeito da temperatura e o efeito do ligando.
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i) Efeito do tipo e concentracio de sal

Tiselius (1948) foi o primeiro investigador a aplicar o termo “ cromatografia por
salting-out”. Este autor demonstrou que os aminodcidos e as proteinas ligam-se a
suportes solidos neutros com concentracdes elevadas de fosfatos alcalinos. A
denominacdo de HIC foi introduzida por Hjertén (1973) para descrever a separacdo de
biomoléculas tendo em conta o efeito do sal numa matriz hidrofébica. Porath et al.,
(1973) provou que a adsorc¢do hidrofébica € reforcada pela adicao de cloreto de sédio ou
fosfato de sédio numa solugdo tampao.

O efeito do tipo de sal na retencdo das proteinas tem sido fortemente
investigado, e foi demonstrado que segue a série de Hofmeister (figura 1.2) para a
precipitacao das proteinas em solucdes aquosas (Jennissen 2005; Melander e Horvath,

1977; Jennissen, 1986).

Aumento do efeito “salting-out”

Anides  po,*, S0,Y. CH.OOO , CI, Br, NOs, CHOy, ', SCN

. CWHLY, BB, K, Ma', Li', Mg, Ca®™, Ba™
Catiodes

fo
|

Aumento do efeito “salting-in”

Figura 1.2. Série de Hofmeister e efeitos de alguns anides e catides na precipitacdo das proteinas

(Pombeiro, 1998).

Na série de Hofmeister (figura 1.2), os sais caotrépicos (cloreto de magnésio e
sulfato de magnésio) promovem a solubilidade das biomoléculas e assim tendem a
diminuir a forca da interaccdo hidrofébica e consequentemente a ligacdo das
biomoléculas a fase estaciondria (Porath, 1986). Os sais caotrépicos podem alterar a
estabilidade das biomoléculas quer pela sua liga¢do directa ou pela modificacdo das
propriedades do solvente. No udltimo caso, a presenca das moléculas caotrdpicas cria

uma perturbacdo na rede das ligagdes de hidrogénio entre as moléculas de dgua que
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pode resultar no enfraquecimento do efeito hidrofébico. Por outro lado a ligagdo destes
sais as biomoléculas pode resultar num enfraquecimento das interac¢des hidrofébicas
entre os aminodcidos apolares que estabilizam o estado nativo das biomoléculas (Salvi
et al., 2005). Salvi et al., (2005) observaram que a redu¢do do nimero de estados
ordenados no seio da solu¢do devido a presenca dos sais caotrépicos cria uma
interaccdo efectiva entre as moléculas destes sais e as proteinas. Como resultado deste
facto, as moléculas caotrépicas acumulam-se proximo da superficie das proteinas. Este
efeito deve-se a existéncia de uma vantagem em termos da energia de Gibbs quando as
moléculas caotrépicas se encontram junto a superficie das proteinas porque a redugdo
dos estados ordenados a superficie € menor que no seio da solu¢do. Em contraste, os
sais cosmotropicos (sulfato de soédio, potdssio ou aménio) promovem interaccdes
hidrofébicas e precipitagdo das proteinas, devido a elevado “salting-out” ou efeitos de
incremento da tensdo superficial molal (Porath, 1986). A presenga de sal aumenta a
energia livre das biomoléculas e este aumento de energia livre € proporcional a 4rea
superficial hidrofébica das biomoléculas. A associagdo intermolecular dos grupos
hidrofébicos minimiza o aumento da energia livre pela diminui¢do da 4rea de contacto
das biomoléculas com o meio polar (Queiroz et al., 2001). Por esta razao, quando a fase
estaciondria hidrofébica € introduzida no sistema, as biomoléculas ligam-se a esta de
forma a minimizar a sua drea de contacto e a do adsorvente com a solugdo salina de
modo a produzir um aumento minimo em energia livre. Por consequinte, num meio com
elevada concentragdo de sal a forma ligada das biomoléculas é termodinamicamente
mais estidvel do que a sua forma ndo ligada. Este facto explica a ligacdo das
biomoléculas a fase estaciondria hidrofébica quando existe uma elevada concentracdo
de sal. A adsor¢dao aumenta com elevada concentracao de sal na fase mdvel e a eluicdo é
obtida pela diminuicdo da concentracdo de sal no eluente (figura 1.3) (Melander e
Horvéth, 1977; Fausnaugh e Regnier, 1986; Roe, 1989).

A seleccdo adequada do tipo de sal no eluente resulta em alteracdes
significativas ndo s6 na reten¢do da proteina total, mas também na selectividade da
separacdo (Rippel e Szepesy, 1994). Diferentes autores (Perkins et al., 1997; Roettger et
al., 1989) demonstraram que existe alteracdo de selectividade quando se aplica
diferentes tipos de sal na fase mdvel. Para sais neutros e cosmotropicos, como € 0 caso
do (NH4),SO4 e NaCl, a retencdo da proteina aumenta com o aumento da concentracdao
do sal, mas para sais caotropicos, como o NaSCN, diminui a retencdo da proteina em

estudo com o aumento da concentracdo do sal (Xia et al., 2004; Roettger et al., 1989;
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Perkins et al., 1997).0 efeito dos sais na retencdo das proteinas foi explicado pelo
nimero de moléculas de 4dgua libertadas induzido por diferentes tipos de sal. Assim, a
selectividade de certos tipos de sal em HIC, pode ser interpretada como a capacidade

para excluir as moléculas de d4gua da superficie das proteinas e da superficie do ligando.

| <

Elevada ‘ ;
concentracao | _

p de sal 1 v

| P

o

Baixa
concentragao
de sal

I
Figura 1.3. Representacdo esquemadtica do processo de adsor¢do e desor¢do em HIC. rf' Ligando

hidrofébico, " Molécula de proteina (Amersham Biosciences, 2002).

A teoria solvofébica e o modelo de interaccao preferencial t€m sido aplicados de
forma a interpretar o efeito do sal na ligacdo das biomoléculas em sistemas de HIC. A
teoria solvofdbica baseia-se na associac@o e solvatacao das espécies e esta teoria assume
que o incremento da tensao superficial molal do sal determina a retengdo (Melander e
Horvath, 1977; Melander et al., 1984). De acordo com a teoria solvofébica uma
cavidade é formada e depois encerrada em ambas as fases, estaciondria e mével. Esta
teoria nem sempre € vdlida se o sal interagir fortemente com as biomoléculas,
Fausnaugh e Regnier (1986) estudaram a adsor¢do de vdrias proteinas na presenga de
diferentes tipos de sal e observaram que a teoria solvofébica poderd ndo explicar
adequadamente as diferencas na retencao das biomoléculas em presenca de varios tipos

de sal em HIC. Outra alternativa a teoria solvofébica € fornecida pela andlise de
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interac¢do preferencial a qual se foca na interaccdo dos solutos com as proteinas. O
efeito do sal na adsor¢@o de proteinas em HIC foi investigado por andlise de interac¢ao
preferencial por Perkins et al., (1997). Estes autores com base nesta teoria
desenvolveram uma correlagdo entre o factor de capacidade do soluto e a concentragao

do sal em HIC.

ii) Efeito da temperatura

De uma forma geral, a temperatura também afecta a HIC. Mas este efeito tem
recebido menos aten¢do do que o efeito do sal.

Hjertén et al., (1974) estabeleceram, (sob condi¢des de ndo sobrecarga, quando a
superficie cromatografica, as propriedades da fase mével, a solubilidade da proteina em
solucdo aquosa e o estado conformacional da biomolécula ndo varia com a temperatura)
uma correlacdo entre a temperatura e a retengdo das biomoléculas, o aumento da
temperatura leva ao aumento da retengdo das biomoléculas e a diminui¢do da
temperatura geralmente provoca a sua diminui¢do promovendo assim a sua elui¢do. Este
comportamento € explicado pelo facto de a reten¢do das biomoléculas em HIC ser um
processo conduzido entropicamente (Energia de Gibbs (AG) dada por In k'=1n ¢ —
(AG®/RT)). Contudo, a temperatura também pode afectar o estado conformacional das
biomoléculas e a sua solubilidade. Este fenémeno explica a relacdo inversa entre a
retencdo da biomolécula e a temperatura, observada em alguns casos.

Vailaya e Horvath (1996) estabeleceram a existéncia de relagdes
exotermodindmicas (compensagdo entalpia-entropia) em processos de HIC. Valores de
entalpia positivos e alteragdes de entropia podem ser observados a baixas temperaturas.

Haidacher et al., (1996) investigaram o efeito da temperatura na reten¢do de
alguns derivados de aminodcidos em HIC, num intervalo de temperatura de 5 a 50°C.
Estes investigadores aplicaram a equag¢do de Van’t Hoff para os diferentes sistemas
cromatograficos e demonstraram um maximo no intervalo de temperatura usado. Este
comportamento foi atribuido a varia¢do de capacidade calorifica negativa associada com
a retencdo das biomoléculas. A variacdo da capacidade calorifica aumentou com a
temperatura enquanto que a variacdo de entalpia e entropia foi positiva a baixas

temperaturas, mas negativa a elevadas temperaturas. Por outras palavras, os autores
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demonstraram que a retencdo € um processo conduzido entropicamente a baixas

temperaturas e um processo conduzido entalpicamente a elevadas temperaturas.

iii) Efeito do ligando

Os vérios tipos de fases estaciondrias podem diferir no tipo de ligando, no
comprimento da cadeia do ligando e na densidade do ligando.

Ligandos com carécter hidrofébico intermédio, sdo mais eficientes que ligandos
que promovem fortes interaccdes hidrofébicas, uma vez que exercem for¢as moderadas
e a eluicao de biomoléculas € conseguida por uma simples diminui¢do da concentragdo
de sal, evitando-se assim o uso de solventes organicos, agentes caotropicos ou
detergentes (Queiroz et al., 2001).

Os ligandos mais usados em HIC sdo os alcanos de cadeia linear (como o butil,
octil) e alguns grupos arométicos (como o phenyl). A phenyl e outros grupos aromaticos
sao aplicados como ligandos com 6ptimos resultados devido a mistura de interacg¢oes
tanto hidrofébicas como aromaticas (I1-11).

A um grau de substitui¢do constante na matriz os ligandos n-alcanos constituem

uma série homoéloga na escala de hidrofobicidade (Tanford, 1972):

metyl<ethyl<propyl< buty<I pentyl< hexyl< heptyl <octyl

A hidrofobicidade e a forca da interaccdo aumentam com o aumento do comprimento da
cadeia n-alquilo mas a selectividade da adsor¢do pode diminuir. Por outro lado, o
aumento no grau de substituicdo do suporte leva ao aumento na capacidade da ligagcdo a
fase estaciondria, devido a elevada probabilidade de se formar ligagdes por multi-ponto,
e por vezes, torna-se dificil eluir a proteina sem ocorrer desnaturacdo (Hjertén et al.,
1974). Aplicando o mesmo tipo de ligando e o mesmo tipo de suporte base, a
selectividade do gel em HIC pode ser manipulada alterando a densidade de ligandos
(Lin et al., 2000). A relacdo entre a densidade de ligandos e a retencdo das biomoléculas
depende aparentemente do tamanho desta, no entanto a hidrofobicidade superficial das
biomoléculas deverd ser considerado o factor que mais afecta a retencao (Fausnaugh et

al., 1984).
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1.2. Principios teoricos de cromatografia liquida

1.2.1. O problema geral de eluicio

Um cromatograma tipico da separa¢do de uma mistura de componentes, o qual
ilustra as caracteristicas da cromatografia, e € frequentemente referido como problema

de elui¢do geral pode observar-se na figura 1.4.

Resposta do detector

ka1 kw 1-10 LR

Tempo

Figura 1.4. Representacdo esquemadtica do problema geral de elui¢do em cromatografia liquida. k - factor
de retencdo (Sewell, 2000).

As propriedades que o cromatograma ilustra e que devem ser explicadas pela teoria de

cromatografia sdo (Sewell, 2000):

¢ Os componentes da mistura sdo eluidos da coluna a diferentes tempos de retencao.

e A largura do pico aumenta com o tempo de retencdo (forma do pico e

“broadening”).

¢ A separacdo dos pares de picos ndo € constante (resolucao da coluna).
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1.2.2. Retenciao cromatografica

Os parametros relativos a retencdo sdo determinados em termos do tempo,
volumes da fase mével ou factores de retencdo (k) (previamente referidos como factores
de capacidade). Se a taxa de fluxo é constante, os volumes sdo proporcionais ao tempo,
isto é, o tempo de retencao (tr) € andlogo ao volume de retencao (Vg) (Sewell, 2000).

Se a mistura € submetida a técnica de cromatografia, o tempo necessério para o
componente ser eluido da coluna, o tempo de retencao (total) (tg) € calculado desde o
momento da injeccdo até ao aparecimento da altura maxima do pico. Todos estes
parametros incluindo a largura do pico analisado na linha base (w) ou a meia altura do
pico (wn), € a eluicdo da biomolécula ndo retida na coluna, sdo essenciais em
cromatografia e estdo ilustrados na (figura 1.5). Esta figura evidencia a separacdo de
dois componentes da mistura eluidos com tempos de reten¢do (tgr) | € (tr) 2, € O
componente nao retido na coluna a tempo de retencgao, (tyv) (Sewell, 2000).

O volume de retencdo (Vi) da biomolécula ndo retida na coluna é também
denominado de volume da fase mével e iguala o volume (ambos inter e intra-particulas)
a disposicao da fase mével na coluna (Sewell, 2000).

O tempo/volume de retencdo ajustado (t’r/ V’r) € o tempo/volume de eluicdo total

menos o tempo/volume de retengdo da fase moével:

fo=ty—t,; V. =V,=V, ()
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Figura 1.5. Figura representativa da separacdo de uma mistura de componentes evidenciando diferentes
parametros de retencdo. tg; € tr, - tempo de retencdo da mistura de dois componentes, ty - tempo de

retencdo de um composto ndo retido, h - altura do pico e wy, — espessura a meia altura do pico (Sewell,
2000).

A biomolécula ndo retida na coluna, que ndo tem qualquer afinidade com a fase
estaciondria, e ndo exibe exclusdo passa pela coluna a mesma velocidade que a fase
movel. A substincia com afinidade a fase estaciondria move-se através da coluna mais
lentamente do que a fase moével. A razao destas duas velocidades € conhecida como

factor de retardamento (R):

_ velocidade de movimentagdo do pico retido

velocidade de movimentacdo da fase movel

O componente passa algum tempo tanto na fase moével (ty) como na fase

estaciondria (ts), entdo o tempo de retencdo (tr) € dado pela seguinte equacao:

ty=t, +ty 4)
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O tempo dispendido na fase estaciondria depende do coeficiente de distribui¢do

(Kc) tal que t, = K. Vgonde Vg € o volume na fase estaciondria. Se Cs e Cy sdo

concentracdes de componente na fase estaciondria e fase mdvel respectivamente, a

constante de distribuicdo € dada por:

K.=C,/C, (5)

A velocidade de movimentagdo dos componentes ao longo da coluna €
inversamente proporcional a constante de distribuicdo, isto €, a substancia com uma
concentracdo elevada na fase estaciondria (com um coeficiente de distribui¢cdo elevado)
move-se lentamente através da coluna. Os componentes da mistura sdo, portanto,
separados se os seus coeficientes de distribui¢do diferirem. Aplicando como varidvel o

volume em vez da varidvel tempo obtém-se a expressao seguinte:

Vo=V, + KV, ouV'y=K_.V, (6)

sendo esta a equacao fundamental em cromatografia, mas que ignora os efeitos de nao
linearidade da isotérmica de adsorcao e de “broadening”.

Em cromatografia de adsor¢cdo o volume da fase estaciondria € substituido pela
area a superficie (Ag) da fase estaciondria, e o coeficiente de distribuicdo € substituido
pelo coeficiente de adsorcdo (K) (Sewell, 2000).

Uma expressdo alternativa (factor de retengdo: k) para a distribuicdo do
componente da amostra em termos do nimero relativo de moles (n) do componente na

fase estacionaria e na fase movel, é:

k=ng/n, =K. (VsIV,) (7)

R= quantidade de soluto na fase movel )

quantidade de soluto na fase movel + fase estaciondria

ou R=n, I(n, +ny)=1/1+k) (9)

Universidade da Beira Interior 13




1.Introducao

Substituindo o factor de retencio na equagdo (6):

V=V, +K.V, diV, =V, (1+k) (10)

ou aplicando tempos de retengao:

te=t,(1+k) & k=(t,—t,)/t, (11)

Esta expressdo € muitas vezes aplicada como forma de expressar a retencdo a
partir de valores facilmente mensurdveis e sem a necessidade de recorrer a medi¢des de
taxas de fluxo.

Uma vez que:

t, =L/ G (12)

A equagdo (11) pode ser reescrita como:

tr=L1/0 (1+k) (13)

onde L € o comprimento da coluna e U € a taxa de fluxo linear da fase mével.

Desta forma o tempo de retengdo € directamente proporcional ao comprimento da

coluna e inversamente proporcional a taxa de fluxo linear da fase movel (Sewell, 2000).
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1.2.3. A forma do pico

A variagdo da concentragdo do soluto na fase estaciondria com a concentracdo do
soluto na fase moével, a temperatura constante, é designada como isotérmica de
adsor¢do. A teoria cromatografica simples assume uma isotérmica linear, isto €, o
coeficiente de distribuicdo € constante. Nestas condi¢cdes o tempo de retencdo €
independente da concentragdo da amostra e o pico move-se a uma velocidade constante.
Devido a difusdo longitudinal na direc¢do do fluxo, o perfil do pico apresenta uma
distribuicao Gaussiana. Se a isotérmica € nao linear (Langmuir ou anti-Langmuir), o
coeficiente de distribuicdo ndo € constante varia com a concentracdo do soluto e existe
uma distribui¢do de velocidades ao longo do pico a qual € descrita como um “tailing”
ou “fronting” (Sewell, 2000). Esta relacdo entre a forma da isotérmica e a forma do pico
¢ ilustrada na figura 1.6.

A largura do pico cromatografico € influenciada pela eficiéncia da coluna e pode

ser expressa em termos do numero de pratos (N), e é calculada a partir das seguintes

equagdes que dependem dos valores usados para a largura do pico (figura 1.5):

N=(WV,10) =(t,/10) =16 (t,/w,)* =5545(t, /w,)’ (14)

onde o € o desvio padrdo do pico Gaussiano.

O comprimento da coluna dividido pelo nimero de pratos é igual a altura dos
pratos ou a altura equivalente aos pratos teéricos (H) e regulariza o nimero de pratos
por comprimento da coluna: H=L/N. O conceito de pratos em cromatografia representa
o comprimento da coluna em que as moléculas de soluto atingem o equilibrio de
distribuicao. Deste modo, um numero elevado de pratos tedricos corresponde a uma

coluna com uma boa eficiéncia (Sewell, 2000).
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Figura 1.6. Figura representativa da forma da isotérmica de adsor¢do e os efeitos na forma do pico e
tempos de retencdo (tg). (A) Linear; (B) Langmuir; (C) Anti-Langmuir; (D) Gaussian; (E) tailing; (F)
Frente (Seweel, 2000).

Considerar os processos cromatograficos controlados apenas pelo equilibrio
proporcionam uma explicacdo satisfatéria da retengdo em termos dos coeficientes de
distribuicdo, mas se for considerado ‘“broadening” da banda € necessdria uma
aproximacdo diferente — a teoria de velocidade para cromatografia. Esta teoria foi
primeiramente aplicada por Van Deemter (1995) (Sewell, 2000) a cromatografia gasosa,
mas mais tarde estendeu-se 2 cromatografia liquida. A medida que a banda de soluto
passa na coluna a largura da banda aumenta e o soluto ¢ diluido pela fase mével. Apesar
do processo de fluxo do fluido ser complexo, podem considerar-se trés principais
factores que contribuem para um “broadening” da banda (isto €, a variancia (6%) do pico
Gaussiano): difusdo turbulenta, difusdo longitudinal e transferéncia de massa (figura

1.7).
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H{total)

Altura do prato (H)

Taxa de fluxo linear

Figura 1.7. Representacdo de Van Deemter para cromatografia liquida. Variagcdo dos termos A, B, Cs e

Cum com a taxa de fluxo (Sewell, 2000).

i) Difusao turbulenta

As moléculas que fluem pela fase estaciondria poderdo percorrer vias de

diferentes comprimentos provocando pequenas variagdes nos tempos de retengdo. Isto

tem o efeito de “broadening” na banda de uma quantidade que depende do didmetro da

particula (d),

A=24d, (15)

A constante de empacotamento (A) é um termo empirico que depende da forma
(esférica ou irregular) do material empacotado e da eficiéncia do empacotamento, e

atinge um valor minimo de = 0.5.Para colunas tubulares abertas ndo existe este termo

(Sewell, 2000).
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ii) Difusao longitudinal

As moléculas de soluto sofrem difusdo na direccdo longitudinal (isto €, ao longo
do perfil axial da coluna) de acordo com as leis de Fick. O “spreading” da banda ¢é
directamente proporcional ao coeficiente de difusdo (Dy;) das moléculas de soluto na
fase mével, e inversamente proporcional i taxa de fluxo da fase mével. E introduzido o

factor de obstrugao (W) de forma a ter em conta a difusdo restrita na fase estaciondria:
B=2yD, / G (16)
A difusdao molecular longitudinal sé € significativa em cromatografia liquida se
forem usadas pequenas particulas na fase estaciondria (<10um) a baixas velocidades da

fase mével e com um coeficiente de difusdo do soluto relativamente elevado (Sewell,

2000).

iii) Transferéncia de massa

Em cromatografia liquida, o “broadening” produzido pela transferéncia de massa
envolve tanto a fase estaciondria como a fase mével. Existem 2 processos responsaveis
pelo “broadening” na fase estaciondria (Cg). O primeiro processo envolve uma
velocidade finita de transferéncia de massa na zona de interface fase estaciondria/fase
movel no topo da coluna. O soluto € distribuido entre estas duas fases de acordo com os
valores do coeficiente de distribuicdo. A medida que a banda se move pela coluna o
soluto vai interagindo continuamente com a fase estaciondria onde se dissolve. De
forma a manter o equilibrio, o soluto na parte superior da banda ird dissolver-se da fase
estaciondria para a fase mével. Como este processo ndo € instantaneo o pico obtido do
cromatograma sofrerd “broadening”. O segundo processo envolve uma distribui¢do
estatistica da velocidade de difusd@o das moléculas na fase estaciondria, que resulta numa
pequena variacdo do tempo que as moléculas passam na fase estaciondria. Uma fase
movel que se movimenta rapidamente na coluna acentua o “broadening”. Uma taxa
elevada de difusdo do soluto na fase estaciondria (Ds) diminui o “broadening” (Sewell,

2000):
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_q kK d’sb
(1+k)* Dy
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N

onde q ¢ um factor de configuracdo, que depende da natureza da fase estaciondria. Em
cromatografia de adsor¢do, o termo Cs € expresso em termos de cinética de
adsor¢ao/desorcao das moléculas de soluto na fase estaciondria.

O “broadening” da fase modvel também resulta de dois tipos de processos. A
transferéncia de massa na fase mével (Cy) resulta de forcas de atrito que modificam o
perfil do fluxo laminar ao longo do canal entre duas particulas, resultando numa
velocidade de fluxo elevada no centro deste canal. A ausé€ncia da transferéncia de massa
(C*\m) € o resultado da difusdo lenta das moléculas de soluto dentro e fora dos poros da

fase estaciondria. A soma das transferéncias de massa na fase modvel pode ser

representadas pela seguinte expressao:

C, =f@d?,,d*:.).a/D, (18)

onde d, € o didmetro da particula e d. € o didmetro da coluna, Dy o coeficiente de
difusdo do soluto na fase movel e U a velocidade linear (Sewell, 2000).

Gidding (1965), reconhecendo que as moléculas sdo livres para se difundirem de
um caminho para outro introduziu o termo “multipath” (A) e o termo transferéncia de
massa na fase mével (Cy) de modo que a variacdo da altura dos pratos tedricos com a

taxa de fluxo linear U é dada por:

H =B/u+Csu+ Cy u{1/A+1/Cyu} (19)

A contribuicdo dos vdrios termos para a altura dos pratos tedricos € ilustrada na

figura 1.7.
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iv) Dispersao extra-coluna

Até agora sé analisamos ‘“broadening” da banda devido a processos da coluna
cromatografica, mas a avaliacdo da performance do sistema, a avaliagdo do sistema
como um todo € extremamente importante. Deste modo, o sistema de injeccdo, o
detector e a tubagem do sistema todos contribuem para a forma do pico. O objectivo da
injeccdo é colocar a amostra na coluna. A transferéncia lenta da amostra desde o
injector até a coluna origina um “broadening” ou um pico “tailing”. Grandes volumes
“mortos” no detector podem levar a uma mistura de componentes e deterioracdo da

separacdo bem como a dilui¢do dos picos da amostra, e reducdo dos limites de detec¢cao

(Sewell, 2000).

1.2.4. Resolucao

A separacdo cromatografica € alcangcada apenas quando existe diferenca entre os
coeficientes de distribuicdo de 2 componentes, isto €, quando as interac¢des moleculares
(forcas de dispersao, interaccdes dipolo e ligacdes de hidrogénio) entre as moléculas da
amostra e a fase estaciondria sdo suficientemente diferentes para cada componente, ou
seja a energia livre de distribuicdo dos componentes da mistura pela fase estaciondria é
diferente.

Uma fase estaciondria que produz um grau de separacdo elevado € dita uma
coluna com uma elevada selectividade (Sewell, 2000).

Quando se pretende separar componentes de uma mistura € necessario prevenir
que os compostos se voltem a misturar novamente e a forma de obter esta separacio ¢
uma func¢do da eficiéncia da coluna, determinada pelo nimero de pratos tedricos. Os
efeitos da selectividade da fase estaciondria e eficiéncia da coluna sdo expressos em

termos da resolucdo dos picos na coluna (Sewell, 2000):

_ (tp)y =)y

= 2
(w, +w,)/2 20)

N
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Um valor de Ry = 1.5 representa normalmente o valor base para a separacao de
picos Gaussianos. Para obter a resolucdo maxima de um pico, € necessario uma
selectividade e eficiéncia elevada.

Uma resolugado elevada pode ser obtida pelo aumento do comprimento da coluna
desde que a separacdo dos picos seja proporcional a distancia de migra¢do na coluna,
mas a largura dos picos s6 é proporcional a raiz quadrada da distancia de migracio
(Sewell, 2000).

A equacgdo de Purnell demonstra como a resoluc¢ao do pico estd relacionada com o
factor de retencdo (k), com o nimero de pratos tedricos € com a retencao relativa (o)

(Sewell, 2000):

Rs=*/?(“‘” L

a 1+k,

onde o subscrito 2 refere-se ao segundo pico. Em cromatografia liquida a retengao
relativa € determinada pela natureza da fase movel bem como da fase estaciondria. De
forma a obter uma separacdo satisfatéria deve ser realizada um balango entre as
interac¢oes (forcas de dispersdao, interac¢des dipolo-dipolo, interacgdes dipolo-
induzido-dipolo e ligacdes de hidrogénio).

A resolug¢do do pico aumenta rapidamente com o aumento do k, mas valores

k2

superiores a 10 o termo — 1 j& ndo faz parte da resolucdo (equagdo 21). Valores

2
de k inferiores a 1 dao tempos de retencdo e resolucdes bastante baixas, logo valores de

k oOptimos devem situar-se entre 1 e 10. A equagdo de retencdo ¢, =L/0(1+k)

demonstra que o tempo de retencao é fungao da velocidade da fase mével (U) e do factor

de retencdo (Sewell, 2000).
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1.3. O papel da estrutura das biomoléculas no comportamento cromatografico

Com base no conhecimento acerca das interac¢des proteina-proteina e o facto de
que as proteinas sdo matrizes tridimensionais com uma grande diversidade na
distribuicao dos seus grupos funcionais a superficie, Regnier (1987) propds que (i) é
estericamente impossivel que todos os aminodcidos entrem em contacto com a
superficie do adsorvente cromatografico em simultaneo, (ii) somente os residuos que se
encontram proximos ou na superficie exterior da proteina poderdao desempenhar um
maior impacto no comportamento cromatografico, (iii) s6 uma fraccdo dos aminodcidos
externos interagem com um tipo particular da matriz cromatografica como € o caso da
matriz por troca idnica ou afinidade (iv) a heterogeneidade na distribui¢do dos
aminodcidos a superficie das proteinas pode permitir que as por¢des da superficie
externa dominem o comportamento cromatografico, (v) a regido da superficie externa
que determina o comportamento cromatografico pode variar entre os varios modos
cromatograficos, (vi) as variagdes estruturais que alteram a composi¢do dos
aminoécidos na regido de contacto soluto-adsorvente irdo modificar o comportamento
cromatogrifico e (vii) a matriz cromatogréafica poderd alterar a estrutura da proteina
adsorvida (Regnier, 1987).

A suportar o modelo proposto por Regnier (1987) encontram-se as evidéncias

enumeradas a seguir.

1.3.1. Residuos que controlam a retencao

O facto de que s6 os residuos dos aminodcidos que se encontram na ou proximos
da superficie externa das biomoléculas podem interagir com outras biomoléculas ou
com a superficie, tem sido extensivamente documentados. Por outro lado, os
aminodcidos que se encontram no interior da matriz das biomoléculas nao
desempenham um papel tdo directo nas interac¢des com a superficie. Variantes de
biomoléculas que resultam de mutacdes, erros de expressdo, ou algum tipo de
modificagdo translacional podem ser sé diferenciadas das biomoléculas nativas por
técnicas de separacdo mediadas pela superficie se a sua alteragdo estrutural modifica a

estrutura das biomoléculas ou se surge sobre a superficie externa (Regnier, 1987).
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1.3.2. Regiao de contacto cromatografica

Geralmente, a drea superficial das biomoléculas envolvida no processo de
adsor¢do nao é mais do que uma pequena centena de angstroms ao quadrado. A
alteracdo de um tnico aminodcido ou modificacdes minimas na sua orientagdo espacial
na regido de interac¢@o pode causar um grande impacto na adsor¢do.

Uma substitui¢do num aminodcido de uma proteina ou péptido podera influenciar
o comportamento cromatografico somente quando este se encontra na drea do soluto
que estabelece um contacto directo com o adsorvente cromatografico ou quando altera a
estrutura da biomolécula de forma a afectar a regido de contacto cromatogrifica. Com a
disponibilidade de vdrias variantes naturais e a capacidade em produzir um nimero
ilimitado de variantes sintéticas através da tecnologia de ADN recombinante, é possivel
por processos de mapeamento, localizar as regides no exterior das biomoléculas que
determinam o comportamento cromatografico (Regnier, 1987).

Existem 7 variantes da “avian” lisozima, todas elas possuindo estruturas
aproximadamente idénticas entre si, observadas por cristalografia de raio X (Bott e
Sarma, 1976). Quando estas isoenzimas sdao examinadas por HIC, uma regido particular
da superficie molecular oposta a fenda catalitica domina a reten¢do cromatogréfica
(Fausnaugh e Regnier, 1986). Esta area vai do residuo 41 ao 102 e do residuo 75 a
regido de hélice a que comega no residuo 89. A substituicdo de aminodcidos nesta
regido altera o comportamento cromatografico, enquanto que a substituicdo na outra
face externa da biomolécula ndo desempenhou nenhum tipo de influéncia no que diz
respeito a retengao. No entanto a regido de contacto € suficientemente extensa em HIC
de modo que 6 ou 7 variantes da lisozima podem ser separadas.

A retencdo em outros modos cromatogrificos pode também ser dominado por
porcdes especificas a superficie das biomoléculas. Por exemplo, a cromatografia da
“hen egg white” lisozima em colunas de afinidade por metal imobilizado € influenciada
pela histidina, existindo apenas um residuo de histidina na posic¢ao 15.

As hélices amfipaticas providenciam outro caso da distribui¢do assimétrica de
aminodcidos que determinam uma regido de contacto cromatografica especifica em
polipéptidos (Regnier, 1987). Porque existe uma acumulacio de aminodcidos
hidrofébicos numa zona da hélice amfipatica, esta regido da molécula dominard a

reten¢do em HIC (Regnier, 1987).
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Uma elevada distribuicdo assimétrica ird produzir uma regido de contacto
especifica contrariamente a uma distribuicdo uniforme que leva a que todas as dreas da
superficie da molécula estejam igualmente envolvidas no processo de adsorcdo. Por
exemplo, aminodcidos hidrofilicos e hidrofébicos sdo segregados em proteinas
amfipdticas. Estendendo esta l6gica a comparag¢do dos varios modos cromatograficos,
espera-se que as regides de contacto cromatogrificas destas proteinas estejam

localizadas em diferentes por¢des da sua superficie (Regnier, 1987).

1.3.3. Comportamento cromatografico e alteracoes de conformacio

Geralmente as biomoléculas sob condi¢des fisioldégicas possuem um estado
conformacional predilecto. Infelizmente condi¢des ndo fisioldgicas t€ém de ser usadas
durante o processo de isolamento destas biomoléculas. Desta maneira, as biomoléculas
de interesse podem ser desnaturadas sendo necessario o “refolding” destas de forma a
recuperarem a sua estrutura nativa. Embora, o “refolding” de polipéptidos de cadeia
pequena seja de facil execucdo, ja o mesmo ndo se pode dizer para proteinas de cadeia
comprida e polipéptidos que sofreram uma modificacdo pds-translacional. Obviamente
¢ melhor, se possivel, prevenir a desnaturagdo durante as separacdes cromatograficas.

Ambas as forgas hidrofébicas e coulombicas s@o extremamente importantes na
manutencao da estrutura das biomolécula. As mesmas for¢as sao usadas para efectuar as
separacOes cromatogrificas. Na sua esséncia, a coluna compete na regido de contacto
com o resto da estrutura da biomolécula por grupos funcionais que se encontram na
interface. Quando as forcas hidrofébicas e coulombianas na coluna sdo mais fortes do
que aquelas que mantém a estrutura das biomoléculas, a desnaturagdo pode ocorrer. A
fase moével pode também promover a desnaturagdo. Os solutos que se encontram
fortemente retidos requerem a maior parte das vezes aditivos para serem eluidos,
provocando a ruptura das forcas hidrofébicas e coulombianas intramoleculares para
além da regido de contacto hidrofébico. A desnaturagdao pode ocorrer em todos os tipos
de colunas de cromatografia liquida. Tais alteragdes de estrutura em sistemas
cromatogrificos possuem vdrias implicagdes. Em cromatografia de escala preparativa,
se a biomolécula de interesse desnatura irreversivelmente o rendimento do processo
diminuird. Numa escala analitica, as alteracdes de estrutura poderdo conduzir a erros na

estimativa de parametros em modelos de adsor¢do/desorcao e em andlises de amostras
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puras. Num nivel mais fundamental, as mudancgas de estrutura, se ignoradas, poderao
levar a uma interpretacdo errada dos mecanismos de adsorcdo (Regnier, 1987). O
problema da desnaturacdo é mais preocupante na RPC onde os solventes organicos e
muitas fases méveis acidicas devem ser usados para eluir as biomoléculas. Uma vez que
as forcas hidrofébicas desempenham um papel bastante relevante na organizacdo e
manutengdo da estrutura tridimensional das biomoléculas, a presenca de residuos alquil
silanos na coluna, solvente organicos na fase movel e as condi¢des muito acidicas
podem levar a desnaturacdo das biomoléculas. As biomoléculas multiméricas com
subunidades diferentes representam um segundo problema. A desnaturacdo de tais
biomoléculas na coluna pode causar a dissociagdo e a separacdo de subunidades, que
serdo bastante dificeis de localizar e reunir novamente nas biomoléculas nativas. A
desnaturagdo pode aumentar a complexidade da amostra ao ponto de ser impossivel
diferenciar entre os componentes da amostra e os artefactos (Regnier, 1987).

A hidrofobicidade externa das biomoléculas no estado nativo € bastante diferente
da do estado “unfolded” porque as cadeias hidrofébicas sdo expostas durante a
desnaturagao (Regnier, 1987). Medi¢des espectroscopicas directas mostraram que
quando a lisozima contacta com um adsorvente de RPC, ocorre uma alteracdo da
conformacdo na drea de contacto cromatogrifica da biomolécula. A medida que a
biomolécula é adsorvida a superficie, alguns triptofanos da lisozima sdo rapidamente
expostos ao solvente. E ainda possivel que em fases méveis desnaturante as
biomoléculas possam sofrer “folding” e “unfolding” durante o processo cromatografico.
A velocidade deste processo determina o que se obterd predominantemente a
biomolécula nativa, a biomolécula desnaturada ou a mistura de conformacdes. A
interconversao das conformagdes no sistema cromatografico pode também influenciar a
forma do pico. Tanto em HIC (Wu ef al., 1996) como em RPC (Regnier, 1987) a
tendéncia € passar de um pico no estado nativo, através de um pico extenso no sistema
em equilibrio para um pico no estado desnaturado (Regnier, 1987).

Melander et al., (1982) nos seus estudos com dipéptidos que continham residuos
de L-prolina examinaram a presenga de picos multiplos no cromatograma. Através deste
estudo, estes investigadores concluiram que os péptidos que continham residuos de
prolina podiam produzir multiplos picos em HPLC se a prolina ndo se encontrasse no
terminal N. Este fendémeno foi explicado como consequéncia da alteracdo de
conformagdo cis-trans do péptido a uma taxa que é comensurdvel com o processo da

distribuicao cromatografica entre a fase mével e a fase estaciondria.
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Com base na teoria solvofébica (Horvath er al., 1976; Horvath e Melander,
1978; Horvéith e Melander, 1980) estes autores justificaram o facto da retengcdo da
conformagdo cis ser maior do que a trans, uma vez que a primeira possui uma 4drea
superficial de contacto mais elevada com os ligandos (Melander et al., 1982).

Aumentando a temperatura da coluna foi mostrado com a ribonuclease A que o
tamanho do pico da biomolécula desnaturada aumenta com o diminui¢do de um pico
extenso. Em geral, a reten¢do cromatografica aumenta com a desnaturacdo em RPC e
HIC. Foi demonstrado por “diode-array spectroscopy” que nos picos extensos pode
haver uma variacdo na composicdo da conformacio (Wu et al., 1996). E desejivel
escolher condi¢des cromatograficas que seleccionam um tnico estado conformacional
para a separacgdo (Regnier, 1987).

Ainda que a estrutura da biomolécula possa ser alterada em RPC, a estrutura
secunddria e tercidria pode ser retida. As provas desta conclusdo foram baseadas em
diversas observagdes que: (i) mais de um pico pode ser observado para uma unica
biomolécula, o que significa que existem multiplos estados conformacionais durante a
sua passagem através da coluna e estas conformagdes t€m comportamentos de adsor¢cao
distintos que conduzem a picos extensos ou multiplos no perfil de eluicdo e que diferem
no grau de “unfolding”. Em 1989, Karger e Blanco (1989) descreveram o efeito das
alteracoes estruturais das proteinas induzidas na coluna. Estes investigadores
demonstraram o comportamento destas alteragdes por fluorescéncia intrinseca e
demonstraram ainda fortes evidéncias de que a conformagdo das proteinas pode ser
alterada durante o processo de adsor¢ao ou no estado adsorvido, (ii) a reten¢c@o ndo pode
ser calculada por um simples somatério do incremento de grupos de aminodcidos
individuais em polipéptidos (Regnier, 1987), (iii) a contribui¢do para a reten¢do de um
grupo funcional depende da sua posi¢ao no polipéptido, (iv) existe uma pequena relagao
entre o valor de Z (nimero de moléculas de dgua libertadas por biomolécula adsorvida)
e o peso molecular em sistemas ndo desnaturantes, (v) o nimero Z aumenta em
condicdes mais desnaturantes (Geng e Regnier, 1984), e (vi) as técnicas
espectrofotométricas demonstram a reten¢io do contetido helicoidal das biomoléculas a
superficie do adsorvente (Regnier, 1987).

Com ambos proteinas e péptidos, a adicao de solventes organicos durante a RPC
sob condicdes acidicas produz uma maior ruptura da estrutura tercidria e quaterndria do
que da estrutura secunddria. Este facto deve-se as forcas hidrofdbicas que sao

consideradas como as maiores contribuidoras da estrutura tercidria e quaterndria e as
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ligacdes de hidrogénio sdo mais estdveis em solventes organicos do que na dgua. A
manutengdo da estrutura tercidria durante a RPC estd geralmente associada com os
polipéptidos ligados por pontes dissulfito.

A temperatura a que os polipéptidos sofrem desnaturagdo na coluna de HIC e
RPC é quase sempre mais baixa do que em solugdo. Este comportamento tem sido
atribuido a natureza das proprias fases estaciondrias. Uma vez que a estrutura tercidria e
quaterndria sdo estabilizadas por interaccdoes hidrofébicas, a possibilidade de
desnaturagdo deve ser sempre tomada em consideracdo quando se emprega uma coluna
hidrofébica (Regnier, 1987).

Deste modo € extremamente importante compreender como e porque € que a

desnaturagcdo ocorre e quais os efeitos que a desnaturacdo pode causar na performance

cromatografica (Sane et al., 1999).

1.3.4. Exemplos de algumas técnicas usadas para caracterizar a estrutura

das proteinas em cromatografia

O dicroismo circular (CD) (Drake et al., 1989; Kurosu et al., 1990; Boulkanz et
al., 1997) e a espectroscopia de infravermelhos com transformada de Fourier (FT-IR)
(Turula e Haseth, 1996) sdo exemplos de alguns técnicas usadas para caracterizar as
estruturas das proteinas em solug@o antes e depois da elui¢do da coluna cromatogréfica.
Todavia, o “refolding” espontineo das proteinas apds a desor¢dao dificulta a
interpretacdo dos resultados. A conformagdo apds exposi¢ao pode ser considerada como
uma representacdo inadequada do estado da proteina quando esta se encontra a interagir
com 0 meio.

Virios investigadores tém tentado caracterizar as estruturas das proteinas no
estado adsorvido (Sane et al., 1999). Kondo e Mihara (1996) aplicaram o (CD) para
estimar o conteudo em estrutura secunddria das proteinas adsorvidas em particulas
constituidas por silica. No entanto, para minimizar os efeitos da dispersdo da luz, este
estudo foi limitado aos materiais constituidos por nano particulas ndo funcionalizadas
(Sane et al., 1999).

Boulkanz et al., (1997) usaram FT-IR para caracterizar a estrutura da albumina
sérica humana adsorvida num suporte de fase reversa. No entanto as mudancgas
estruturais reportadas por estes autores encontravam-se dentro do erro caracteristico das

medidas em FT-IR. Por outro lado, a grande contribuicdo da dgua para o sinal de
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infravermelho da amida I tornam a estimativa da estrutura da proteina no estado
adsorvido dificil. Para ultrapassar este problema Katzenstein et al., (1986) usaram fases
moveis deuteradas durante a caracterizagdo por espectroscopia FT-IR de proteinas
ligadas a suportes de Cg-silica. Apesar de estes autores terem observado variacdes
significativas no espectro de absorvancia da amida I, ndo puderam quantificar a
estrutura da proteina adsorvida.

A espectroscopia de fluorescéncia também tem sido aplicada para caracterizar a
estrutura tercidria de proteinas adsorvidas em superficies planas (Asanov et al., 1996;
Robeson et al., 1996), nano particulas (Maste et al., 1996) e em suporte de HIC e RPC
(Katzenstein et al., 1986; Oroszlan et al., 1990). Esta técnica, ainda que muito sensivel,
providencia informagdo somente acerca do microambiente dos residuos de triptofano e
tirosina na proteina. Também, no caso das proteinas que contém multiplos residuos de
triptofano e tirosina, a interpretagao do espectro torna-se dificil (Sane et al., 1999).

McNay e Fernandez (1999) usaram ressonancia magnética nuclear (NMR) e
técnicas de troca de protdo por deuterdo na amida para estudar o desenrolamento da
lisozima adsorvida a suportes de fase reversa. Com esta técnica residuos que participam
no processo de desenrolamento a superficie do suporte de RPC podem ser identificados,
no entanto a estrutura da proteina no estado adsorvido continua por determinar.

Uma outra técnica alternativa e quantitativa para a caracterizagao das estruturas
secunddrias das proteinas € a espectroscopia de Raman. Algumas vantagens desta
técnica incluem a conveniéncia de seleccionarem amostras de proteinas em estados
sOlidos, em solugdo, suspensdo, imobilizadas e adsorvidas a suportes, sendo necessaria
uma prepara¢do minima. Sane et al., (1999) demonstraram a utilidade da espectroscopia
de Raman para a caracterizagdo “in-situ" da estrutura secunddria das proteinas e o seu

uso na interpretacdo a nivel molecular do comportamento de retencao das proteinas.
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1.4. Métodos para medicio da hidrofobicidade dos aminoacidos e a sua interaccao

1.4.1. Tipos de escalas de hidrofobicidade dos aminoacidos

Um dos problemas em elucidar o mecanismo do “folding” das proteinas é
determinar a natureza do “unfolded” inicial das proteinas sob condi¢des que favorecem
o estado nativo (Wu e Raleigh, 1998). O cerne deste problema decai nas interac¢oes
entre cada aminodcido que fazem a estrutura tercidria. Estdo envolvidas quatro tipos de
interaccoes entre as quais: hidrofébica, electrostdtica, ligacdes de hidrogénio e
interac¢oes Van der Waals (Biswas et al., 2003). Pensa-se que as dltimas interaccoes
juntamente com as interac¢des hidrofébicas predominem e que outros tipos de
interaccoes tais como amina-aromadtico (Burley e Petsko, 1986) e aromético-aromético
também (Burley e Petsko, 1985) desempenhem um papel crucial na estabilizacdo da
estrutura da proteina.

O caricter hidrofébico de cada aminodcido em particular ¢ uma propriedade
significativa na compreensdao da estrutura da proteina ou péptido porque nos mostra
como € que se enrolam no seu estado nativo (Biswas et al., 2003).

O efeito hidrofébico é considerado como a for¢a que conduz o processo de
“folding” das proteinas (Honig e Yang, 1995).

O conceito de hidrofobicidade tem sido cuidadosamente examinado ao longo
dos anos. As razdes para tal interesse devem-se ao facto de que este conceito permite
um melhor conhecimento de como os aminodcidos interagem nas proteinas e uma forma
de prever as propriedades estruturais das proteinas, isto é, a capacidade das proteinas
formarem uma hélice a e o reconhecimento de cadeias .

A hidrofobicidade é geralmente medida pela particdo do soluto apolar entre uma
fase lipidica e uma fase aquosa. A medida que o soluto é excluido da fase aquosa, as
moléculas de dgua ordenam-se em redor da cavidade produzida pelo soluto apolar.
Consequentemente, a entropia diminui durante este processo. Outro fendémeno
termodindmico que ocorre durante este processo € o aumento significativo da
capacidade calorifica (Biswas et al., 2003). Estes dois pardmetros termodindmicos
definem o efeito hidrofébico (Tanford, 1980) que ocorre a temperatura ambiente

(Biswas et al., 2003).
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O facto de as interaccdes hidrofébicas serem dominantes no processo de
“folding” das proteinas conduziu ao desenvolvimento das escalas de hidrofobicidade
(Kauzmam, 1959). Diversas revisdes t€m sido apresentadas sobre este tépico (Rose et
al., 1985; Hopp, 1986; Cornette et al., 1987; Espositi et al., 1990). Biswas et al., (2003)
dividiu as escalas no que diz respeito a escolha do método usado para a sua obtengao.
Segundo este autor os métodos podem ser divididos em 5 categorias diferentes: particao
(particularmente liquido-liquido), cdlculo da érea superficial acessivel, RPC e técnicas
cromatogréaficas, mutagénese dirigida e medi¢des das propriedades fisicas (Biswas et
al., 2003).

A particdo entre duas fases liquidas imisciveis € considerada como o método
mais comum da medicdo de hidrofobicidade. A maior parte dessas escalas envolvem o
uso de diferentes tipos de solventes organicos. Os solventes usados no estudo de
particdo tentam retratar o interior da proteina. Contudo existe um problema que envolve
o uso de solventes organicos, a sua miscibilidade com a dgua leva a alteracdes no
cardcter de ambas as fases e por consequinte torna-se dificil obter valores de
hidrofobicidade correctos (Biswas et al, 2003). A primeira grande escala foi
desenvolvida por Nozaki e Tanford (1971). Estes autores usaram o etanol e o dioxano
como solventes organicos para moldar o interior da proteina. Este trabalho permanece
como um dos mais citados na literatura. Tém também sido utilizados métodos de
particdo que usam fases ndo liquidas como a fase gasosa e a fase micelar. Contudo,
devido a hidrofobicidade das micelas, os coeficientes de particdo de aminoacidos
polares e carregados ndo podem ser determinados (Biswas et al., 2003). A utilidade das
fases de vapor foi desenvolvida por Wolfenden et al., (1981) com o intuito de medir a
afinidade das cadeias laterais dos aminodcidos com a dgua. Teoricamente, a fase de
vapor forma um solvente apolar mais simples uma vez que o soluto ndo interage com
ele (Sharp et al., 1991).

Os problemas relacionados com os métodos de particdo assentam primeiramente
na incapacidade de simular o interior da proteina o qual € dificil de aceder (Damadoran
e Song, 1986). O uso de aminodcidos livres € muito complicado devido a sua solvatagao
(Biswas et al., 2003). Por outro lado, pontes de hidrogénio que sdo perdidas na
transferéncia para solventes organicos ndo sdo restabelecidas nestes, mas
frequentemente encontram-se no interior da proteina. Os métodos de particao liquido-
vapor também t€m varias desvantagens, incluindo a introducao de forcas de dispersao e

desfavorecimento da fase de vapor originada por aminodcidos alifdticos devido a

Universidade da Beira Interior 30




1.Introducao

necessidade de compensacdo das ligacdes de hidrogénio que foram quebradas (Rose et
al., 1985). Por outro lado, a particdo liquido-micela pode ndo representar de uma forma
acertada os valores de hidrofobicidade devido a presenca de outros tipos de interaccdes
(Biswas et al., 2003).

Com o advento dos modelos moleculares, e com o aumento de bibliotecas de
estruturas de proteinas desenvolveram-se métodos que estimam a hidrofobicidade dos
aminodcidos com base no grau de exposicado destes ao solvente. Estes métodos tém sido
aplicados na maior parte das vezes exclusivamente na previsdo da conformagdo das
proteinas. Existem duas principais vantagens no uso da medi¢do da drea superficial
acessivel. A primeira vantagem deste método € ndo envolver a modelacdo dos solutos
ou do interior da proteina. Sdo realizadas medi¢des nas proteinas e executadas
correlagdes entre o grau de exposi¢cdo e a hidrofobicidade. A segunda vantagem deste
método é que se consegue verificar nas proteinas a presenca da estrutura secunddria,
estrutura tercidria e também a presenca da estrutura quaterndria (Biswas et al., 2003).
As desvantagens dos métodos de drea superficial acessivel devem-se ao facto de que
estes métodos sao dependentes das definicdes de dtomos polares e apolares e de a base
de dados de estruturas das proteinas ser limitada. Os métodos de drea superficial
acessivel também s6 efectuam a medicdo da acessibilidade estitica, em vez da
acessibilidade de proteinas dindmicas em solu¢do (Biswas et al., 2003). Por outro lado a
maior parte das escalas ndo tem em conta a polaridade da superficie antes de efectuar a
distin¢do entre hidrofébico e hidrofilico (Biswas et al., 2003). E referido que as
medicoes de drea superficial acessivel dao-nos informacdo em termos da
hidrofobicidade média de um tipo de aminodcidos mas ndo providenciam informacao
acerca dos residuos individuais (Biswas et al., 2003).

O método cromatografico considerado o método mais popular para a medicao da
hidrofobicidade do soluto é a cromatografia liquida de fase reversa (RPC) (Biswas et
al., 2003). Pensa-se que uma das razdes da sua popularidade se deve ao facto de que a
fase estaciondria apolar “imita”, uma membrana biolégica (Hodges et al., 1994). Muitos
dos métodos usam péptidos como soluto e aplicam andlises de regressdo para relacionar
a hidrofobicidade dos aminodcidos com a retenc@o do péptido. A principal vantagem do
uso de péptidos é que a carga terminal dos péptidos ndo exclui a particio em RPC. A
maior parte das vezes sdo usados péptidos com cerca de 15 residuos de aminodcidos em
termos de comprimento para evitar a formacdo de estruturas secunddrias que deste

modo poderiam provocar um grande impacto em termos da retengdo. Ocasionalmente
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sao usadas proteinas e a hidrofobicidade de cada aminodcido € calculada da mesma
forma que com péptidos. Sdo raramente usados aminodcidos individuais e a sua
derivatizacdo é muitas vezes necessdria devido a incapacidade dos aminodcidos livres
sofrerem particdo em géis com 18 carbonos (C;g) devido as cargas na zona terminal.
Contudo, os aminoécidos livres tém sido usados em outras técnicas cromatograficas. A
aplicacdo de aminoécidos € vantajoso desde que estes ndo sofram efeitos da vizinhanga
e que ndo se encontrem sujeitos a efeitos de localiza¢do que podem dar origem a dados
ambiguos.

Como referido, além da RPC outras técnicas cromatograficas t€ém sido usadas,
Gehas e Wetlaufer (1990) aplicaram a HIC de aminodcidos derivados de dansil na
concepcdo das suas escalas de hidrofobicidade. Em HIC, a retencdao é baseada
estritamente na area de contacto hidrofébica e portanto providencia interaccdoes mais
fracas que a RPC.

Aboderin (1971) desenvolveu uma escala usando a retencdo de péptidos num gel
hidrofilico com uma fase mével aquosa de 1-butanol e piridina.

A cromatografia de camada fina foi também usada para relacionar os valores de
mobilidade dos aminodcidos livres com a sua hidrofobicidade. Apesar da grande
utilizacdo dos métodos cromatogrificos, estes sdao algo ambiguos, principalmente
devido a dependéncia das escalas de parametros cromatograficos. A densidade de
ligacdo de cadeias a fase estaciondria, a drea superficial e o didmetro de poro a escolha e
concentracdo do solvente organico, a selec¢do do pH e até mesmo a temperatura podem
afectar os valores absolutos da hidrofobicidade, bem como a sua ordem relativa (Biswas
et al., 2003).

A mutagénese dirigida ¢ um método bioquimico também usado para a medicdo
da hidrofobicidade dos aminodcidos. Este método emprega a tecnologia de ADN
recombinante, e sdo realizadas substituicbes uma por uma na sequéncia dos
aminodcidos de proteinas naturais. A principal vantagem deste método € a medi¢do da
estabilidade da proteina baseada na inser¢do de aminoécidos especificos (Biswas et al.,
2003). Um dos principais inconvenientes dos métodos de mutagénese dirigida € que
nenhum residuo numa proteina particular pode ser substituido pelos 20 aminodcidos que
ocorrem na natureza (Yutani et al., 1987). Outra desvantagem inclui o custo,
perturbacdo de outras interac¢des (Mendel et al., 1992), e a falta de utilidade que ndo

seja s6 a medigdo da estabilidade da proteina (Biswas et al., 2003).
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Existem ainda uma variedade de escalas de hidrofobicidade de aminodcidos
baseadas na medicdo das propriedades fisicas, como a tensdo superficial, temperatura de
transi¢do, energia de solvatacdo e a capacidade calorifica molar parcial. As vantagens
deste método sdo a velocidade, facilidade de uso e a flexibilidade em termos do soluto
(Biswas et al., 2003). Bull e Breese (1974) desenvolveram uma das escalas mais
reconhecidas, pela medi¢do dos valores de tensdo superficial numa solug¢do de cloreto
de sédio de 20 aminodcidos naturais. As medi¢des de tensdo superficial possuem vdrias
desvantagens importantes (Biswas et al., 2003). As ligacdes de hidrogénio que sao
quebradas e os grupos carregados que sdo neutralizados apds transferéncia da solugao
aquosa para a proteina mantém-se intactos na interface solucdo-ar (Kyte e Doolittle,
1982).

Outra propriedade fisica usada na medicao da hidrofobicidade dos aminodcidos
¢ a energia livre de solvatagdo (Biswas et al., 2003). A energia livre de solvatacdo ¢é
estimada como o produto da acessibilidade de um atomo ao solvente por um parametro
de solvatacdo atémico.

Makhatadze e Privalov (1990) mediram a capacidade calorifica aparente de
varios péptidos e compostos organicos usando a microcalorimetria na gama de
temperatura entre os 5 e os 125°C. Os aminodcidos foram divididos em 3 categorias,
com base nos valores das suas capacidades calorificas, e sdo classificados como
hidrofébicos se o aumento da temperatura conduz a diminui¢ao dos valores da varia¢do
da capacidade calorifica. Com base neste método a treonina, tirosina e histidina foram
categorizados.

Outra técnica de medicdo de escalas de hidrofobicidade de aminodcidos baseada
na medi¢do de propriedades fisicas € a temperatura de transi¢do, esta € medida por
calorimetria diferencial de varrimento (DSC) e o estudo estabelece uma relacdo entre a
hidrofobicidade relativa do péptido e o inverso da sua temperatura de transicdo. No
entanto existem vdrias desvantagens no uso da temperatura de transi¢do para a medi¢ao
da hidrofobicidade. A carga e a baixa solubilidade de alguns aminoécidos influenciam
os valores de hidrofobicidade obtidos (Biswas et al, 2003). Também o ‘“melting”
gradual das proteinas pode conduzir a valores que sao dificeis de distinguir (Bull e
Breese, 1974).

Examinando os diferentes métodos de medi¢cdo da hidrofobicidade dos
aminodcidos anteriormente descritos, € razoavel colocar a seguinte questao: como € que

os valores destes métodos correspondem a medi¢des exactas da hidrofobicidade.
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Um dos estudos mais completos acerca das discrepancias observadas nas escalas
de hidrofobicidade dos aminoécidos foi realizado por Trinquier e Sanejouand (1998).
Estes investigadores combinaram os vérios valores da hidrofobicidade de 144 escalas e
desenvolveram um sistema de ordenacdo baseado na frequéncia com que cada
aminoécido é marcado como hidrofilico ou hidrofébico. Foram produzidos trés grupos
como resultado desta andlise: Como aminodcidos hidrofébicos existem o triptofano, a
metionina, a cisteina, a fenilalanina, a isoleucina, a leucina, a valina, a glicina, a
arginina e a serina. Como aminodcidos hidrofilicos existem a tirosina, a asparagina, a
lisina, o aspartato, o glutamato, a histidina e a glutamina. Como aminoacidos
ambivalentes existem a alanina, a treonina e a prolina (Biswas et al., 2003). Trinquier e
Sanejouand (1998) afirmaram que estas categorias deveriam ser aceites com algum grau

de precaucdo uma vez que nao partem de uma amostra suficientemente grande.

1.4.2. Métodos para o estudo das interaccoes

Cooper (1999) abordou a questdo da compreensdo da termodindmica de
interaccdo entre as biomoléculas e afirmou que existindo modelos que examinam estas
interaccoes, estes dificilmente distinguem os vdrios componentes da interac¢do, como
proteina-proteina, proteina-ligando e 4cido nucleico-ligando. Nesta mini-revisdo de
(Cooper, 1999) as vantagens das medidas de calorimetria sobre a andlise de Van’t Hoff
sdo discutidas assim como a compensagao entropia-entalpia.

Como ja& foi referido anteriormente a cromatografia € um método
tradicionalmente usado para a separagdo das misturas. No entanto a coluna
cromatografica em vez de ser usada somente como meio de separagdo, pode também ser
usada como ferramenta para a medi¢do das interac¢cdes. A fase estaciondria pode ser
considerada como o ‘receptor” enquanto que as amostras injectadas podem ser
consideradas como “ligandos” (Biswas et al., 2003). Mant e Hodges (1989) aplicaram
esta premissa para medirem as interaccoes e estudarem a hidrofobicidades dos
aminodcidos. Lin er al. (2000) estudaram extensivamente a drea dos péptidos e das
proteinas e como € que estas moléculas interagem com as fases estaciondrias apolares.

Diferentes dreas de cromatografia foram utilizadas no estudo das interac¢des
entre aminodcidos, destacamos aqui a HIC. Vailaya e Horvath (1996) realizaram um

estudo usando trés tipos de fases estaciondrias diferentes e uma série de aminoacidos
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derivados de dansyl com a finalidade de determinarem as interac¢des hidrofébicas.
Foram realizados muitos estudos de modo a interpretar o papel da concentracdo de sal
em HIC mas até este estudo, os efeitos da temperatura ainda ndo tinham sido
investigados. Os dados termodinamicos deste estudo revelaram efeitos significativos da
capacidade calorifica demonstrando uma variacdo positiva de entalpia e entropia a
baixas temperaturas e a elevadas temperaturas uma diminuicdo e aproximacdo de
valores negativos (Biswas et al., 2003) destas quantidades. Os dados calorimétricos
traduziram muito bem os seus resultados, mostrando que esta caracteristica identifica o

processo hidrofébico.

1.5. Aspectos gerais dos péptidos utilizados

E do conhecimento geral a importincia significativa dos péptidos para os
organismos vivos. A capacidade de detectar, quantificar e modelar estas biomoléculas é
extremamente importante para o estudo das suas fungdes bdsicas. Esta capacidade é
importante especialmente na area da bioanalitica (Buszewski et al., 2007). O método
mais popular para a andlise de péptidos € a cromatografia liquida de alta pressdo
(HPLC). O comportamento cromatografico dos péptidos € determinado pelo caricter
das suas cadeias laterais e grupos substituintes, que definem o seu cardcter dcido ou
basico (presenca de grupos ionizdveis) ou o grau de hidrofobicidade ou hidrofilicidade.
Por outro lado a estrutura dos péptidos desempenha também um papel bastante
relevante durante a eluicdo cromatografica (Buszewski et al., 2007). Neste projecto

péptidos como a Angiotensina I e seus derivados serao utilizados de modo a esclarecer o

mecanismo de interac¢do com o adsorvente.
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1.5.1. Angiotensina I

O péptido utilizado neste estudo foi a Angiotensina I humana. Este é formado na
circulacio por accdo da renina, secretada pelos rins, sobre o angiotensinogénio
produzido pelo figado (Do et al., 1987).

A Angiotensina I é o percursor da Angiotensina II, conhecida pela sua
multiplicidade de ac¢des bioldgicas, relacionadas com o sistema enddcrino € com o
sistema nervoso central e periférico (Spyroulias et al., 2003). Embora a Angiotensina I
ndo exiba o mesmo interesse bioldgico e farmacoldgico que a Angiotensina II, é o
percursor desta dltima. Apds hidrélise pela peptidil —peptidase A ou kinase II, a inerte
Angiotensina I (Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe-His-Leu) € convertida na
biologicamente activa Angiotensina II (Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe) (Skeggs et
al., 1956). A Angiotensina II é um potente agente vasoactivo tendo um papel vital na
regulacdo da pressdo sanguinea, na conservacdo do volume sanguineo total e na
homeostase (Spyroulias er al., 2003) estd também envolvida na libertacdo da ADH
(hormona anti-diurética) no crescimento celular e na estimulagdo do sistema nervoso
simpatico.

Um dos maiores problemas em determinar a conformacdo da Angiotensina em
solucdo, a uma resolugdo elevada, € a disponibilidade de material altamente purificado.
A interpretacdo dos dados fisicos de uma grande quantidade de péptidos sintéticos de
elevada pureza sugere a existéncia de diferentes populacdes de conformagdes (Galardy
etal., 1976).

Spyroulias et al., (2003) analisaram a estrutura da Angiotensina I através de
espectroscopia bidimensional de ressondncia magnética nuclear de protdo em
dimetilsulf6xido e numa mistura de 2,2,2 — trifluoroetanol/dgua. Estes autores
demonstraram que os residuos de Tyr4, His6 e Phe8 compreendem o nticleo hidrofébico
que se encontra no centro da molécula. Os anéis de Tyr4 e His6 formam um angulo de =
35°, enquanto que a distancia entre os seus centros é de 6,1 A. O anel fenil da Phe8
encontra-se orientado na direc¢do do “centro” hidrofébico formado pela Tyr4 e pela
His6 (figura 1.8).

Spyroulias et al., (2003) demonstraram ainda que os terminais do péptido
possuem um cardcter hidrofilico devido a densidade de cargas negativas no terminal C e
a densidade de cargas positivas no terminal N (figura 1.8), tais propriedades impdem a

Angiotensina [ um caricter de dipolo.
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Um outro estudo de ressonancia magnética nuclear da Angiotensina foi realizado
por (Galardy et al., 1976). Estes autores estudaram a dependéncia da conformacdo da
Angiotensina do pH. Observaram que o isémero cis (em menor quantidade) e o isémero
trans (em maior quantidade) sdo claramente visiveis para as ressonancias do carbono vy
da prolina 7 a elevado valor de pH, enquanto que apenas a baixo pH o trans é visivel.
Mostraram assim a possibilidade de isomerizacdo cis-trans da prolina 7 no péptido
Angiotensina.

A existéncia de duas conformagdes para a Angiotensina Il a elevados valores de
pH pode ser relevante em termos de actividade biologica. O aumento da actividade
bioldgica observado para a Angiotensina II com o aumento de pH pode assim ser

resultado da existéncia do isdmero cis-prolina (Schaechtelin et al., 1974).

Estrutura principal

Figura 1.8. Estrutura da Angiotensina I. Os potenciais electrostdticos a superficie molecular estdo
codificados por cores: potenciais menores que -10 kT estdo ilustrados a vermelho, potenciais superiores a
10 kT est@o a azul e potenciais neutros (0 kT ) estdo a branco (k € a constante de Boltzmann, 1,380622

x102 J/K e T é a temperatura absoluta) (Spyroulias ez al., 2003).
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1.5.2. Péptidos derivados da Angiotensina I

E sabido que factores como a composicio e sequéncia em aminodcidos de um
péptido e o tamanho da sua cadeia podem afectar fortemente a sua retencdo em
cromatografia de interaccdo hidrofobica. Apesar de a hidrofobicidade relativa dos
diferentes péptidos poder ser avaliada por diferentes métodos, a compreensdo a nivel
molecular de como os diferentes aminodcidos presentes interagem com a superficie
hidrofébica néo é facilmente obtida (Liu et al., 2006). De acordo com Liu et al., (2006)
a interac¢do hidrofébica pode ser dividida em cinco sub-processos sequenciais: (a)
moléculas de dgua ou ides que rodeiam a superficie das biomoléculas sdo excluidas, (b)
moléculas de dgua ou ides que rodeiam o adsorvente de HIC sdo excluidas; (c)
interac¢Oes hidrofébicas entre a biomolécula e o adsorvente, (d) rearranjo estrutural da
biomolécula no adsorvente e (e) rearranjo estrutural no seio da solu¢do das moléculas de
agua e i0es excluidos. A forma como cada aminodcido participa em cada sub-processo
necessita de ser elucidada.

De forma a interpretar a contribui¢do hidrofébica no processo de adsorcdo de
alguns dos aminodcidos na Angiotensina I foi realizado um estudo alterando apenas um
aminodcido na sua sequéncia. Neste estudo aplicamos na substituicio apenas
aminodcidos alifaticos. O grupo dos aminodcidos alifaticos € considerado o maior grupo
de aminodcidos que contribui para a hidrofobicidade das biomoléculas. Num estudo
realizado por Liu et al., (2006) a contribuicdo hidrofébica dos aminoécidos alifaticos
segue uma determinada ordem: leucina> isoleucina> valina> alanina. Este resultado é
semelhante aos obtidos pelas diferentes escalas de hidrofobicidade. Com excepg¢ao da
leucina que aparece como sendo mais hidrofébica que a isoleucina. Num estudo
realizado por Meek (1980) os coeficientes de reten¢do (em minutos) determinados por
HPLC de fase reversa numa coluna de ODS demonstraram que os aminodcidos
alifaticos e aromaticos contribuem positivamente para os valores de reten¢do e que se
alteram com as pequenas variagdes de pH. Os residuos com cadeias acidicas contribuem
negativamente para os valores de reten¢ao que aumentam de magnitude com o aumento
do seu estado ionizado. Os residuos dos aminodcidos bdsicos € neutros contribuem com

um pequeno efeito na retencao (Meek, 1980).
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1.6. Aspectos gerais dos suportes utilizados em HIC

O primeiro tipo de fase estaciondria hidrofébica foi obtido por ligagdo de vérios
aminodcidos apolares a um suporte inerte ou matriz (Rimerman e Hatfield, 1973). O
suporte mais usado foi a agarose mas a celulose, dextrano e silica também foram
empregues (Queiroz et al., 2001). Inicialmente a fase estaciondria usada em HIC exibia
tanto um caracter hidrofébico como iénico (Er-el et al., 1972; Yon, 1972; Hofstee,
1973) resultando da ligacdo de grupos amina alifaticos e aromadticos a agarose
(Sepharose) pelo método do brometo de cianogénio (Axén et al., 1967). Assim o
fraccionamento cromatografico obtido com estas fases estaciondrias era devido tanto a
interac¢oes electrostaticas como hidrofébicas com as proteinas (Queiroz et al., 2001).

Porath et al., (1973), Hjertén et al., (1974) foram os primeiros investigadores a
sintetizar adsorventes hidrofébicos ndo carregados. Hjertén et al., (1974) aplicou um
método baseado no éter glicidil que hoje em dia é muito aplicado na producao dos géis
comerciais phenyl e octyl Sepharose.

Os géis constituidos por polissacarideos (agarose) sdo os suportes mais usados na
tradicional HIC de baixa pressdo, no entanto em HIC de alta pressio tém sido
introduzidas vdrias fases estaciondrias baseadas em suportes orginicos e inorganicas
constituidas por microparticulas rigidas (Queiroz et al., 2001).

Os vérios tipos de fases estaciondrias podem diferir no tipo de ligando, no
tamanho da cadeia do ligando, na densidade de ligando e no tipo de matriz ou suporte.

Os ligandos mais usados em HIC sdo cadeias lineares de alcanos com ou sem um
grupo amino terminal. Phenyl (e outros grupos aromadticos) sdo também usados como
ligandos com bons resultados devido a mistura de interac¢des hidrofébicas com
interaccoes aromadticas (II-II). Para um grau de substituicdo constante na matriz a
hidrofobicidade e a for¢a de interaccdo aumenta com o aumento do comprimento da
cadeia alquil linear: metyl<ethyl<propyl< buty<l pentyl< hexyl< heptyl <octyl no
entanto a selectividade de adsorc@o pode decrescer (Queiroz et al., 2001).

Neste trabalho foi usada como matriz a Sepharose. Os suportes comerciais
utilizados (figura 1.9) sdo sintetizados por imobilizacdo covalente de Phenyl em
Sepharose High Performance, Butyl em Sepharose 4 Fast Flow e Octyl em Sepharose

CL-4B, respectivamente.
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(;}H OH
Phenyl DCP&CHCP&O—@ Butyl OCH,CHCHOHCH,);-CH,
OH
Octyl OCH,CHCH,O-(CH,),~CH;

Figura 1.9. Estrutura da Phenyl-Sepharose High Performance, Butyl-Sepharose 4 Fast Flow e Octyl-
Sepharose CL-4B, respectivamente (Queiroz et al., 2001).

A matriz Phenyl Sepharose High Performance ¢ formada por acoplamento de
ligandos phenyl, a agarose 6% via ligacOes éter estdveis e tanto a Butyl -Sepharose 4
Fast Flow como a Octyl-Sepharose CL-4B sdo formadas por acoplamento de ligandos
butyl e octyl, respectivamente, a agarose 4% via também ligacdes éter estaveis

(Pharmacia).
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2- Objectivos

Existe um interesse pratico considerdvel em desenvolver um melhor
entendimento dos mecanismos subjacentes a adsor¢do de biomoléculas em
cromatografia de interac¢ao hidrofébica (HIC).

Assim sendo, o principal objectivo deste trabalho € investigar o mecanismo pelo
qual o péptido Angiotensina I, estruturalmente mais simples que uma proteina, adsorve
ao suporte cromatogrifico de interac¢do hidrofébica. Sob condicdes cromatograficas
lineares, s@o analisados no processo os efeitos da temperatura, do suporte, da

concentracao e tipo de sal e da substitui¢do de aminodcidos no péptido.
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3. Procedimento Experimental

3.1. Reagentes

3.1.1. Fase estacionaria

Os suportes de HIC usados neste trabalho foram a Phenyl-Sepharose High
Performance, Butyl-Sepharose 4 Fast Flow, e a Octyl-Sepharose CL-4B (figura 1.9),
ambas adquiridas a GE Healthcare Life Sciences (Uppsala, Sweden). Cada suporte é
empacotado numa coluna com uma altura de 1,9 cm e com um diametro de 1,0 cm.

Algumas das caracteristicas dos suportes sdo enumeradas na tabela 3.1 a 3.3.

Tabela 3.1: Caracteristicas da Phenyl-Sepharose High Performance (Pharmacia).

Estrutura dos poros Agarose a 6%, em forma esférica
Tamanho minimo das particulas 34 pm
Limites das dimensodes das particulas 24-44 nm

Grimde substitnicio Aproximadamente 25 pm de phenyl/ mL

de gel
Tabela 3.2: Caracteristicas da Butyl-Sepharose 4 Fast Flow (Pharmacia).
Estrutura dos poros Agarose a 4%, em forma esférica
Tamanho minimo das particulas 90 um
Limites das dimensodes das particulas 45-165 pm

Aproximadamente 50 pmol de grupos

Grau de substituicao butyl/ mL de gel
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Tabela 3.3: Caracteristicas da Octyl-Sepharose CL-4B (Pharmacia).

Estrutura dos poros Agarose a 4%, em forma esférica
Tamanho minimo das particulas 90 um
Limites das dimensées das particulas 45-165 pm

Aproximadamente 40 um de octyl/ mL de

Grau de substituicao
gel

3.1.2. Péptidos

A Angiotensina I Humana (figura 1.8) com um grau de pureza superior a 90%
(HPLC) foi escolhida como péptido de estudo. A angiotensina I é um péptido com peso
molecular de 1296 Da e cuja sequéncia de aminodcidos é Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-
Phe-His-Leu; foi adquirida a Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA), e foi usada sem
purificagcdes adicionais.

Outros péptidos (tabela 3.4 e 3.5) também aplicados no sistema de cromatografia
liquida foram os derivados da Angiotensina I Humana também estes adquiridos a
Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA). O estudo destes péptidos foi realizado de modo a
interpretar o papel de cada aminodcido substituido no péptido no processo de adsor¢cao

por interacc¢ao hidrofébica.
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Tabela 3.4. Caracteristicas dos péptidos usados.
Péptidos
derivados da Sequéncia

Angiotensina I

Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-

Ile 10
Phe-His-Ile
Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-
Ala 10
Phe-His-Ala
Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-
Val 10 pug Y
Phe-His-Val
Asp-Arg-Val-Tyr-Val-His-Pro-
Val 5
Phe-His-Leu
Asp-Arg-Val-Tyr-1le-His-Val-
Val 7 prg Y
Phe-His-Leu

Massa Molecular

(Da)

1297

1254

1282,5

1282

1299

95

88

97

93

95

Pureza (%)

Tabela 3.5. Apresentacdo dos valores de hidrofobicidade a pH 6.8 dos varios péptidos estudados

(https://www.sigmaaldrich.com/cgibin/hsrun/Suite7/Suite/HAHTpage/Suite. HsDesignTool.run?prod_type=

PPEPTIDE.).

Angiotensina e péptidos derivados desta

Angiotensina [

[Isoleucina 10] — Angiotensina I

[Alanina 10] -Angiotensina I

[Valina 10] -Angiotensina I

[Valina 5] -Angiotensina |

[Valina 7] -Angiotensina |
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Hidrofobicidade (pH 6.8)

33,60

33,50

27,70

31,20

31,30

45,80
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3.1.3. Outros reagentes

Em todas as experiéncias foi usado tampao fosfato (pH 7) o qual consiste numa
mistura de solugdes de fosfato de sodio dibasico e monobdsico (tabela 3.6). Como
modelador foram utilizados o sulfato de amoénio e sddio (tabela 3.6). Outros reagentes

utilizados na técnica de HIC sdo igualmente enumerados na tabela 3.6.

Tabela 3.6. Reagentes utilizados na técnica de cromatografia de interac¢do hidrofébica.

Reagentes Grau de pureza (%) Marca
Etanol (C,HcO) 99,5% Panreac
Hidréxido de s6dio (NaOH) > 98% Pronalab
Acido cloridrico (HCI) >99,5% Merck
Cloreto de s6dio (NaCl) >99,5% Merck
Sulfato de aménio ((NH4),SOy) 100% Sigma-Aldrich
Sulfato de sédio (Na,SO4) 99% Merck
Dihidrogenofosfato de sédio . N
(NaH,PO,) 99% Riedel-de-Haén
Hidrogenofosfato de sédio 99% Sigma-Aldrich

(Na,HPO,)
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3.2. Instrumentacao

3.2.1. Equipamento

Para a obtencdo dos diferentes dados experimentais foi utilizado o sistema
cromatografico de alta resolugdo (HPLC/FPLC), AKTA PURIFIER 10 da GE
Healthcare Life Sciences (Uppsala, Sweden) desenhado para separagdes rdpidas e
seguras de biomoléculas tais como proteinas, péptidos ou dcidos nucléicos. Este sistema
pode ser utilizado em vdrias técnicas cromatograficas nas quais se aplicam gamas de
trabalho que vao desde o pug ao mg, taxas de fluxo de 0,001 mL/min a 10 mL/min e
pressdes de 0-25 MPa. O AKTA PURIFIER possui um sistema operacional de fécil
execucdo, incorporando vdrias caracteristicas que minimizam o tempo de preparagdo
dos ensaios e maximizam a reprodutibilidade dos resultados. Os sistemas do AKTA

PURIFIER sio controlados pela UNICORN 5.11.

Tampao

Monitor

(condutividade,pH) >

Filtro

Detector de UV  ——» Valvula de saida

Bombas .
Misturador

Bomba A Bomba B

Figura 3.1. Figura representativa do  sistema cromatogrifico = AKTA  PURIFIER
(http://www.york.ac.uk/depts/biol/tf/protein_purifier.htm) (12/03/08).
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A temperatura foi controlada por um banho da Amersham Bioscience (Uppsala,
Sweden) o Multi- Temp III, o qual circula através da camisa termostética, que envolve a

coluna, 4gua a temperatura constante com uma precisao de + 0,1 °C.

3.2.2. Eluicdo isocratica

A determinacdo do factor de capacidade medido para a Angiotensina I e seus
derivados foi realizada a varias temperaturas 288; 293; 298; 303 e 308 K. A coluna é
inicialmente equilibrada com a fase moével de interesse (sulfato de aménio ou sulfato de
s6dio com concentragdes que variaram entre 0,5 e 1,5 M) a uma taxa de fluxo que
variou entre 0,5 e 5,0 ml/min. Considera-se atingido o equilibrio quando a linha de base
do ultravioleta e a condutividade se mantém estdveis. O tempo de retengao do soluto (t;)
foi obtido através da injeccao de 100 uL de diferentes concentragdes (0,1; 0,075; 0,050;
0,1 mg/ml) de Angiotensina I Humana e seus derivados (usando como solvente o
tampao fosfato, pH 7, com modelador). O tempo de elui¢do de um composto ndo retido
(top) foi determinado injectando a mesma taxa de fluxo a mesma quantidade e
concentracdo de amostra preparada em tampao fosfato sem modelador. O perfil da
eluicdo foi determinado por medi¢cdes continuas de absorvancia a 220 nm. Foram
realizados entre 2 a 3 ensaios para o estudo do perfil de cada elui¢dao. Posteriormente a
eluicdo, a coluna foi lavada com 5 volumes de tampao fosfato 10 mM a pH 7 de forma a
eluir qualquer material que tenha permanecido ligado hidrofobicamente a coluna e em

seguida com 4gua destilada e etanol 20%.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Adsorcao da Angiotensina I em Butyl-Sepharose

4.1.1. Interpretacio das curvas cromatograficas

O comportamento de retengdo da Angiotensina I numa coluna de Butyl-
Sepharose foi investigado em fun¢do da concentragao de sal (figura 4.1) e temperatura
(figura 4.2). Sob condic¢des de eluicdo isocritica e a elevadas concentracdes de sal uma
das caracteristicas a salientar acerca da performance da Angiotensina I humana é o

“tailing” do pico ou a presencga de dois picos no perfil cromatografico.

45,00 ~

40,00 - 3:
T :: ¢ 0.7 M Sulfato de aménio
g 35,00 - L3 0.8M
S L4
8 P4 «0.9M
S 30,00 A M4
= e +1.0M
RS

% 25,00 | o3 1.2M
2 o * 1.4M
=1 *
= 20,00 1 .3 ¢15M
% . + 10 mM de tampéo fosfato
8 15,00 | .
«© *
£ .
2 10,00 | ps
] *
< *

5,00 - 3

0,00 . .

0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00

Volume (ml)

Figura 4.1. Cromatografia de interac¢@o hidrofébica (1 ml/min) da Angiotensina I (0,025 mg/ml) numa
coluna Butyl-Sepharose a 298.15 K usando como modelador diferentes concentragdes de (NH4),SO, em

10 mM de tampao fosfato, pH 7.

A presenca de mais picos num cromatograma do que o esperado com base no
nimero de componentes na amostra ¢ usualmente atribuido a impurezas. Para testar esta
hipétese, os picos I e II resultantes da separagdo mostrada na figura 4.3.A foram
recolhidos e re-cromatografados sob as mesmas condi¢des. Ambas as frac¢des, apesar
da sua homogeneidade inicial, eluiram também como dois picos (figura 4.3.B). Com
base nestes resultados, é pouco provéavel a presenca de impurezas o que era de esperar

uma vez que a Angiotensina I utilizada apresenta uma pureza superior a 95%.
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Figura 4.2. Cromatografia de interac¢éo hidrofébica (Iml/min) da Angiotensina I (0,025 mg/ml) numa
coluna Butyl-Sepharose a diferentes temperaturas usando como modelador 1,2 M (NH,;),SO, em 10 mM

de tampao fosfato, pH 7.
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Figura 4.3.A. Cromatografia de interac¢do hidrofébica (0,5ml/min) da Angiotensina I (0,075 mg/ml)
numa coluna de Butyl-Sepharose a 298.15 K usando como modelador 1,2 M de (NH,),SO,em 10 mM de
tampao fosfato, pH 7.
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Figura 4.3.B. Reinjeccdo (0,5 ml/min) das frac¢des colectadas da adsor¢do de Angiotensina I (0,075
mg/ml) numa coluna de Butyl-Sepharose a 298.15 K usando como modelador 1,2 M de (NH,4),SO4em 10

mM de tampao fosfato, pH 7 — Reinjecc¢do do pico I;  Reinjecc¢ao do pico II.

Existem, contudo uma série de razdes fisicas pelas quais uma substancia pode
produzir picos multiplos. Entre estas razdes fisicas encontram-se uma introdug¢do pobre
da amostra na coluna, a heterogeneidade do empacotamento da coluna (Cavazzini et al.,
1999), uma ma distribuicdo do fluxo de eluente (Horvath e Lin, 1976) e um perfil radial
de temperatura na coluna ndo uniforme (Perchalski e Wilder, 1979). A introducdo da
amostra e o controlo do fluxo do eluente foram realizados correctamente considerando
as caracteristicas do sistema cromatografico usado, o AKTA PURIFIER 10. De forma a
verificar o empacotamento da coluna, o factor de assimetria (Ay) foi calculado e o valor
obtido foi de 1.5, um valor bastante razoavel para colunas de HIC pequenas (Builder,
1993). Finalmente o perfil de temperatura na coluna foi assegurado por uma camisa de
termostatizacdo (adquirida a GE Healthcare) com uma precisao de = 0,1 °C. Assim,
nenhuma das razdes fisicas acima enumeradas parece estar na origem dos perfis
cromatogrificos observados neste trabalho. Uma outra interpretacdo dos resultados
poderia ser a presenca de uma superficie ndo homogénea (Jungbauer et al., 2005).
Podem existir zonas no suporte com elevada e baixa afinidade para as biomoléculas.
Neste caso, a razdo de ambos os picos seria constante e ndo deveria depender da

concentracdo de sal na fase mdvel (figura 4.1) e da temperatura (figura 4.2).
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A cinética de transferéncia de massa e a sobrecarga da coluna podem também
ser responsdveis pelo perfil cromatografico aqui observado. O processo cinético que dita
o “broadening” da banda de moléculas de baixo peso molecular, e de moléculas
organicas rigidas é influenciado pela dispersao axial no seio da fase mével, dispersao
devido a uma transferéncia de massa lenta no espaco intraparticulas e dispersdo devido
a resisténcia de transferéncia de massa na fase mével e na fase estaciondria (Builder,
1993). Para compostos onde a drea superficial molecular e a respectiva difusividade do
soluto permanecem essencialmente constantes durante a andlise cromatografica, cada
uma das contribui¢cdes para um “broadening” da banda enumeradas acima podem ser
satisfatoriamente contabilizadas por tratamento teérico (Builder, 1993), designadamente
a equacdo de Van Deemter. Dois pontos fundamentais distinguem a origem de um
“broadening” do pico com origem na cinética de transferéncia de massa de outros
efeitos, particularmente os de origem ndo linear. Sabe-se que o “broadening” de origem
ndo linear diminui a medida que a concentracdo da amostra diminui, enquanto que o
“broadening” com origem na cinética de transferéncia de massa é pouco afectado por
tais alteracdes, também o “broadening” cinético é especialmente proeminente a elevadas
velocidades (Fornstedt et al., 1996; Lin et al., 1988), mas o “broadening” ndo linear é
quase independente da taxa de fluxo (Minoura et al., 2002). Na figura 4.4 podemos
observar que com a diminui¢do da concentragdo da amostra os perfis de eluicao do
péptido sdo idénticos sendo a drea total do pico proporcional a concentragdo da amostra,
também o tempo de retencdo da amostra demonstrou pouca dependéncia da sua
concentracdo. Por outro lado o “broadening” depende da taxa de fluxo (figura 4.5),
podemos observar que o “broadening” aumenta com o aumento da taxa de fluxo como
esperado da cinética de transferéncia de massa no entanto o “splitting” do pico € mais
proeminente a velocidades lentas. Em condicdes extremas o “splitting” do pico com
origem na cinética de transferéncia de massa pode ser observado quando uma porcao da
amostra injectada abandona a coluna a um tempo zero nio sendo retida, enquanto que o
resto da amostra elui com um perfil alongado (Cavazzini et al., 1999). As tendéncias
observadas com a variacdo da concentragdo de sulfato de amoénio e da temperatura
(figuras 4.1 e 4.2) a primeira vista parecem ser consistentes com um pico “flow-
through”, mas ndo € o caso porque o primeiro pico elui a um tempo diferente do tempo
de eluicdo do trago “inerte” (to) (figura 4.1 e 4.2). Também, como referido
anteriormente, a dependéncia do perfil cromatografico da taxa de fluxo (figura 4.5)

demonstrou um “splitting”do pico mais proeminente a baixas taxas de fluxo. A uma
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taxa de fluxo baixa um pico “flow-through” € menos provdvel uma vez que existe
tempo suficiente para ser estabelecido o equilibrio entre a Angiotensina I ligada e nao
ligada. Logo para explicar estes resultados, outros mecanismos que nao a cinética de

transferéncia de massa e a sobrecarga da coluna devem ser tidos em conta.
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Figura 4.4. Perfil da eluicdo (1ml/min) de diferentes concentragcdes de Angiotensina I numa coluna

Butyl-Sepharose a 298.15 K com 1,2 M de (NH,4),SO4em 10 mM de tampao fosfato, pH 7.
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Figura 4.5. Efeito da taxa de fluxo na forma dos picos resultantes da adsor¢do da Angiotensina I a uma
coluna de Butyl-Sepharose a 298.15 K em presenca de 1,2 M de (NH,4),SOsem 10 mM de tampdo fosfato,
pH7.

A agregacdo do soluto e alteracdes na composi¢do molecular da drea de contacto
hidrofébica estabelecida entre o soluto e os ligandos podem também causar o
“broadening” e/ou “splitting” do pico. A agregacdo do soluto ndo é provavelmente
responsavel pelo fendmeno observado sob as condi¢des cromatograficas de interac¢ao
hidrofébica usadas e a concentracdo de péptido empregue.

As variagdes na composicdo molecular da drea de contacto hidrofébica
estabelecida entre o soluto e os ligandos cromatogréaficos pode ser a causa para o
“broadening” da banda ou até mesmo do “splitting” do pico, mas se for este o caso,
apenas ocorrerd durante o contacto com a fase estaciondria, apds a interaccdo o péptido
sofre uma “re-conformacao” uma vez que o perfil de eluigdo da Angiotensina I (figura
4.3.A) e areinjec¢do das fracgdes colectadas sdo semelhantes (figura 4.3.B).

A interconversdo entre diferentes estados conformacionais pode levar a
formacao de regides de interac¢do multiplas envolvendo a superficie da molécula e dos
ligandos imobilizados no suporte e a alteragdes na cinética de adsorcao (Purcell et al.,
1993).

Associadas com a interconversao conformacional estao mudangas nas dimensoes

hidrodinamicas dos péptidos as quais influenciam as suas propriedades de difusio,

Universidade da Beira Interior 53




4.Resultados e Discussdo

contudo as mudancgas nas regides interactivas do péptido terdo um efeito mais
significativo no perfil experimental observado (Purcell et al., 1993), particularmente
quando esta alteragdo ocorre na presenga da superficie cromatografica. A capacidade de
detectar e resolver estes intermedidrios cinéticos dependerd da sensibilidade da técnica
de espectroscopia, do tempo de relaxacdo cromatografica associado com os diferentes
fendmenos, da magnitude das diferengas entre o tempo de reteng¢do para as diferentes
espécies, e na variancia do pico de cada espécie (Melander et al., 1982).

E sabido que os péptidos podem estar tanto na conformacio cis como na trans no
que respeita a ligacdo amida, no entanto a maior parte dos péptidos existem
exclusivamente na forma trans. Contudo, uma mistura dos isémeros pode muitas vezes
ser observada com péptidos que contém um grupo amino secunddrio (prolina ou os
aminodcidos N-alquilados). A prolina é conhecida como tendo um papel tinico, uma vez
que a sua cadeia lateral se encontra ligada a um dtomo de azoto o, o isémero cis deste
péptido € apenas ligeiramente menos estivel do que o isémero trans e ambos os
isdmeros sdo geralmente observados durante os estudos de NMR de pequenos péptidos
que conttm na sua composicdo o aminodcido prolina (Lebl er al., 1991). A
Angiotensina I como péptido precursor da Angiotensina II, um péptido que possui uma
gama interessante de actividades bioldgicas e um interesse farmacoldgico bastante
relevante, foi igualmente estudado por espectroscopia de 1H NMR (Spyroulias et al.,
2003; Liakopoulou-Kyriakides e Galardy, 1979; Galardy et al., 1976). Este estudo
demonstrou que estes péptidos exibem isomerismo cis-trans da ligacdo Histidina-
Prolina (Galardy et al., 1976). Esta observacdo ¢ consistente com o facto de que a
velocidade de isomerizacdo de ambas as estruturas € lenta quando comparada com a
escala de tempo da andlise de NMR. A velocidade a qual uma nova composi¢cao de
equilibrio da mistura cis-trans é alcancada por pequenas variagdes das condicdes é
relativamente lenta, (na mesma escala de tempo que uma corrida em FPLC) (Melander
et al.,, 1982). Assim, a rotacdo cis-trans da ligacdo prolina pode estar na origem dos
perfis cromatograficos observados neste trabalho. O fendmeno podera ser causado por
uma cinética de isomeriza¢do lenta que se encontra na mesma escala de tempo da
separacdo cromatografica (Melander et al., 1982). Melander et al., (1982) estudaram em
detalhe o efeito da isomerizagdo cis-trans de dipéptidos que continham na sua estrutura
o aminoacido prolina por RPC. Os seus resultados demonstraram claramente que a
isomerizacdo lenta da ligacdo imido no péptido é a responsdvel pela formagdao do

“splitting” do pico sob condi¢des isocraticas; a drea superficial hidrofébica que afecta a
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forca da ligag@o do eluido a fase estaciondria € diferente para a conformacao trans e cis,
a forma cis tem uma maior drea superficial hidrofébica. Também o estudo de Gesquire
etal., (1989) e Lebl et al., (1991) acerca da isomerizagdo cis-trans de pequenos péptidos
com aminodcido prolina € consistente com esta conclusio. No entanto, o perfil
cromatografico observado no nosso estudo € distinto do estudo realizado por Yamasaki
et al., (1999) e Byun et al., (2000). Nos seus estudos usando Angiotensina I, nenhum
“broadening” da banda e/ou “splitting” do pico foi referido por estes autores. As
diferencas observadas podem ter base nos diferentes sistemas péptido/adsorvente
estudados (Phenyl-5PW, Ether-5PW e Synchropak pentyl columns), dando énfase aos
distintos comportamentos que os sistemas podem manifestar, e a importancia de
caracterizar cada sistema de forma independente.

Outra forma de analisarmos a origem do “splitting” do pico foi substituindo a
prolina na posi¢do 7 da Angiotensina I pela valina nesta mesma posi¢cdo. Uma vez que
este péptido modificado possui um coeficiente de hidrofobicidade maior que a
Angiotensina I (tabela 3.5) em presenca de 1,2 M de sulfato de amonio e a temperatura
de 298 K ficou retido na coluna de Butyl-Sepharose tendo sido apenas eluido apds a

regenera¢do da coluna com tampao fosfato a pH 7 (figura 4.6.A e 4.6.B).
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Figura 4.6.A. Cromatografia da interac¢@o hidrofébica (1 ml/min) da [Valina 7] — Angiotensina I (0,025
mg/ml) numa coluna Butyl-Sepharose a 298 K em presenca de 1,2 M (NH4),SO4 em 10 mM de tampd@o
fosfato, pH 7.
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Figura 4.6.B. Regeneracdo da coluna (1 ml/min) ap6s elui¢do da [Valina 7] — Angiotensina I (0,025
mg/ml) de uma coluna de Butyl-Sepharose a 298 K com 10 mM de tampao fosfato, pH 7.

Com base na andlise realizada neste ponto pode ser assumido que o primeiro
pico, do perfil cromatografico resultante da eluicio da Angiotensina I numa coluna de
Butyl-Sepharose, representa a forma trans da Angiotensina I, o segundo pico representa
a forma cis e a conversdo entre estas duas formas é promovida em presenga do suporte
Butyl-Sepharose, a altas concentracdes de sal no eluente. De facto, a analise dos perfis
cromatogrificos mostra que os dois picos se encontram em coalescéncia (figura 4.1 e
4.2) sugerindo que a regido localizada entre eles contém moléculas que experimentaram
uma alteracdo da conformacgdo durante a eluicdo e que ocorreu uma isomerizagao cis-
trans significativa da Angiotensina I na coluna (Gesquiere et al., 1989). A semelhanca
entre o perfil da eluicio da Angiotensina I (figura 4.3.A) e a reinjeccdo das fraccoes
colectadas (figura 4.3.B) também reforca a ideia de um processo que ocorre na coluna
seguido de uma rdpida “re-conformacdo” do péptido apds interac¢do. O progresso da
alterac@o de conformacao induzido pela interac¢do com a fase estaciondria é claramente
dependente do tempo de contacto. Previsivelmente, a medida que o tempo de contacto
com o suporte aumenta, a probabilidade da molécula sofrer alteragdo da conformacgdo
aumenta simultaneamente, resultando como ja foi dito anteriormente no aumento do

“splitting” do pico observado a taxas de fluxo mais baixas (figura 4.5).
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4.1.2. Efeito do tipo e concentracao de sal

Na regido linear da isotérmica, a adsor¢cdo pode ser completamente caracterizada
pelo comportamento do factor de retencdo. Desta forma, os valores de reteng¢do para a
Angiotensina I humana numa coluna Butyl — Sepharose foram determinados em fungio
do tipo e concentragdo de sal. A presenca de sal desempenha uma grande influéncia
sobre 0 modo de equilibrio em HIC (Queiroz et al, 2001). Assim, as eluicdes
isocraticas para a Angiotensina I humana numa coluna Butyl-Sepharose foram obtidas
aplicando diferentes concentracdes de sulfato de amoénio (figura 4.1) e sulfato de sodio

(figura 4.7) a 298 K.
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Figura 4.7. Cromatografia de interaccao hidrofébica (1 ml/min) da Angiotensina I (0,025 mg/ml) numa
coluna Butyl-Sepharose a 298.15 K usando como modelador diferentes concentracdes de (Na,SO,) em

10mM de tampdo fosfato, pH 7.

Universidade da Beira Interior 57




4.Resultados e Discussdo

O factor de retencdo, k’, medido sob condi¢des isocriticas foi calculado

directamente dos cromatogramas como:

K=t—-ty/tg

onde o t; € o tempo de retengdo do soluto e ty o tempo de elui¢do do soluto.

De forma a obter o tempo de retenc¢do dos picos foi feito um “deconvolute” dos

cromatogramas onde se verificava a existéncia de dois picos, utilizando a subrotina

“Peak Fit” do programa MATLAB (figura 4.8).
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Figura 4.8. Deconvolu¢do do cromatograma de interac¢do hidrofébica da Angiotensina I numa coluna

Butyl-Sepharose, 298.15 K a 1,2 M (NH,4),SO4 em 10 mM de fosfato, pH 7. — Cromatograma real; —

Picos individuais depois da deconvolu¢do; — Cromatograma soma de picos apds deconvolucdo.

Este estudo indicou que ndo existe uma retencdo significativa para as
concentracdoes mais baixas de sulfato de amoénio 0,7; 0,8 e 0,9 M (tabela 4.1) a esta
temperatura. Mas para concentragdes mais elevadas deste sal a retencdo da
Angiotensina I humana neste suporte aumentou com o aumento da molaridade do
sulfato de amoénio na fase mével (tabela 4.1), como esperado de acordo com a teoria
solvofébica. O mesmo resultado foi obtido aplicando diferentes concentragdes de
sulfato de sédio, para as concentracdes mais baixas de sulfato de sédio (0,6 e 0,8 M)
nio existe uma retencdo significativa (tabela 4.2) mas para as concentracdes mais
elevadas deste sal (1,0 e 1,2 M) a retencdo da Angiotensina I humana aumentou com o

aumento da molaridade de sulfato de sédio na fase mével (tabela 4.2).
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Tabela 4.1. Valores de k’ obtidos para a elui¢do isocritica da Angiotensina I numa coluna de Butyl-
Sepharose usando como modelador diferentes concentracdes de [(NH4),SO,] preparadas em tampao

fosfato, pH 7 a 298 K.

[(NH4)2S04] (M) k’ (1°pico) k’ (2° pico)
0,7 0,21 -
0,8 0,31 -
0,9 0,28 -
1,0 0,20 0,82
1,2 0,25 1,27
1.4 0,23 1,94
1,5 0,25 3,41

Tabela 4.2. Valores de k’ obtidos para a eluicdo isocritica da Angiotensina I numa coluna de Butyl-
Sepharose usando como modelador diferentes concentracdes de [Na,SO,4] preparadas em tampao fosfato,

pH 7, a 298 K.

[Na,SO4] (M) Kk’ (1°pico) K’ (2° pico)
0,6 0,10 ]
0.8 0,70 ]
1,0 0,07 1,03
1.2 0,12 2,67
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Quanto ao estudo do efeito do tipo de sal, indicou que a 298 K e para a mesma
concentracdo a retengdao em presenga de sulfato de s6dio € maior que em presenga de
sulfato de aménio, indicando que o sulfato de s6dio tem uma maior habilidade para
promover as interaccdes hidrofébicas entre a Angiotensina I e a Butyl-Sepharose. Este
facto deve-se ao sulfato de sddio possuir um incremento de tensdo superficial molal
mais elevado que o sulfato de aménio (2,73x10” dym g cm™ mol” versus 2,16x107
dym g cm™ mol™, respectivamente) (Melander et al., 1984; Shansky et al., 1990) desta
forma o sulfato de s6dio ird promover um acréscimo da tensdo a superficie superior ao
sulfato de amonio, o qual fortalece a interaccao péptido-ligando (Pahlman ez al., 1977;
Melander e Horvath, 1977).

Pode observar-se através da (figura 4.1 e 4.7) que a medida que a concentracao
de sal aumenta, a drea do primeiro pico diminui simultaneamente aumentando a drea do
segundo pico. Estes resultados podem ser interpretados com base nos factos enumerados
no ponto 4.1.1 (Melander et al., 1982; Lebl et al., 1991; Galardy et al., 1976; Gesquiere
et al., 1989) que: (i) a maior parte dos péptidos existem exclusivamente na forma trans,
(i1) pequenos péptidos com prolina podem encontrar-se tanto na forma cis como na
forma trans, (iii) interconversdo entre a forma trans e cis é promovida na coluna (iv)
devido a uma drea hidrofébica menor, a conformagdo trans do péptido elui mais
rapidamente do que a conformacao cis correspondente.

Das figuras 4.1 e 4.7 também pode ser observado que para concentragdes de sal
elevadas a retenciao do segundo pico aumenta com o aumento da concentragdo de sal na
fase moével, este comportamento é de esperar uma vez que a conformacgdo cis da
Angiotensina I interage preferencialmente com a fase estaciondria e a teoria solvofébica
prevé o aumento da retengdo com o aumento da concentragao de sal (tabelas 4.1 e 4.2).
A energia livre das biomoléculas em solu¢do é aumentada em presenca de sulfato de
amonio e sulfato de sddio, devido ao poder destes sais para estruturarem a dgua. A
interacc¢ao entre a biomolécula e os ligandos aumenta a medida que a concentragdo do
sal aumenta. As moléculas de sal removem algumas moléculas de dgua que se
encontram a rodear a biomolécula e esta num esfor¢o para reduzir a sua energia livre
adsorve-se a superficie do gel. Como consequéncia a energia livre da biomolécula é
reduzida porque a drea superficial da biomolécula exposta ao sal € reduzida (Melander

etal., 1984).
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A HIC € uma forma alternativa de explorar as propriedades hidrofébicas das
biomoléculas, trabalhando num ambiente mais polar e menos desnaturante que a RPC.

Como ja foi dito anteriormente as interac¢des hidrofébicas sdo promovidas na
presenca de sal e assim as biomoléculas sdo retidas em presenca de sais “salting-out”.
Quando as biomoléculas em presenca do sal sdo injectadas numa coluna de HIC sob
condi¢des isocrdticas, dependendo da forca de interaccdo podem ser observados
diferentes cendrios: as biomoléculas podem ser retardadas na coluna mas nio retidas ou
uma frac¢io da quantidade de amostra aplicada € eluida e o resto da amostra que ficou
retida no suporte é desorvida com tampao de concentracdo salina baixa ou dgua. A
interaccdo entre a Angiotensina I e a Butyl-Sepharose estd relacionada com o primeiro
cendrio, a Angiotensina I foi apenas retardada mas nao retida na coluna, uma vez que a
regeneracao da coluna com tampao fosfato 10 mM a pH 7.0 apresenta um perfil
cromatogréfico idéntico para as diferentes condicdoes estudadas apds a eluicdo da
Angiotensina I a diferentes concentragdes de sulfato de amoénio (figura 4.9) ou apds o

equilibrio da coluna com diferentes concentracdes de sulfato de amoénio (figura 4.10).
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Figura 4.9. Regeneracdo da coluna (1ml/min) apds elui¢do da Angiotensina I (0,025 mg/ml) de uma

coluna de Butyl-Sepharose a 298. 15 K e diferentes concentracdes de (NH,4),SO,pH 7.
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Figura 4.10. Regeneracédo da coluna (1ml/min) apds equilibrio da coluna de Butyl-Sepharose a 298. 15 K
com diferentes concentra¢des de (NH4),SO,pH 7.

Assim € observado neste estudo a alteracao de conformacgdo na coluna, seguida de uma

rapida ‘“re-conformacgdo”, de uma biomolécula ndo retida em HIC sob condigdes

isocraticas.

4.1.3. Efeito da temperatura

Uma vez que a temperatura tem um papel importante em HIC. O comportamento
cromatografico da Angiotensina I foi também analisado a diferentes temperaturas. Em
HIC, sob condi¢des de ndo sobrecarga, quando a superficie cromatogréafica, as
propriedades da fase movel, a solubilidade da biomolécula em solug@o aquosa e o seu
estado conformacional ndo variam com a temperatura, a HIC é um processo conduzido
entropicamente, baixas temperaturas geralmente promovem a eluicdo da proteina, e o
aumento da temperatura aumenta a reten¢do das proteinas (Hjertén et al., 1974). Neste
trabalho podemos observar, tanto em presenca de sulfato de aménio como sulfato de
s6dio, que com o0 aumento da temperatura, a drea do primeiro pico da Angiotensina I
diminui simultaneamente com o aumento da drea do segundo pico (figuras 4.2, 4.11 e
4.12). Este resultado, como referido anteriormente, € consistente com um processo de

isomerizagdo cis-trans. A medida que a temperatura aumenta a taxa de isomerizacao
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também deverd aumentar, isto porque a energia de activacao da isomerizagdo cis-trans é
tipicamente 20 Kcal/mol (Melander et al., 1982; Brandts et al., 1975; LaPlanche e
Rogers, 1964; Love et al., 1972). Por outro lado a temperatura tem um efeito menos
dramético na reteng¢do do que o efeito da concentragcao de sal, para as temperaturas mais
altas a retencdo do segundo pico é aproximadamente igual (figuras 4.2, 4.11 e 4.12 ¢

tabelas 4.3 a 4.5).
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Figura 4.11. Cromatografia de interac¢do hidrofébica (1ml/min) da Angiotensina I (0,025 mg/ml) numa
coluna Butyl-Sepharose a diferentes temperaturas usando como modelador 1,0 M (NH,),SO, em 10 mM

de tampao fosfato, pH 7.
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Figura 4.12. Cromatografia de interac¢do hidrofébica (1ml/min) da Angiotensina I (0,025 mg/ml) numa
coluna Butyl-Sepharose a diferentes temperaturas usando como modelador 1,0 M Na,SO, em 10 mM de

tampao fosfato, pH 7.

Tabela 4.3. Valores de k’ obtidos para a eluigdo isocrdtica da Angiotensina I numa coluna de Butyl-
Sepharose a diferentes temperaturas usando como modelador 1,2 M de [(NH4),SO,4] preparadas em

tampao fosfato, pH 7.

Temperatura (K) k’ (1°pico) k’ (2° pico)
288,15 0,60 -
293,15 0,61 1,32
298,15 0,25 1,27
303,15 1,08 3,26
308,15 1,55 3,17
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Tabela 4.4. Valores de k’ obtidos para a eluicdo isocratica da Angiotensina I numa coluna de Butyl-
Sepharose a diferentes temperaturas usando como modelador 1,0 M de [(NH,4),SO,]) em tampao fosfato,

pH 7.

Temperatura (K) k’ (1°pico) k’ (2° pico)
288,15 0,19 -
293,15 0,20 -
298,15 0,20 0,82
303,15 0,17 0,72
308,15 0,16 0,78

Tabela 4.5. Valores de k’ obtidos para a elui¢do isocrdtica da Angiotensina I numa coluna de Butyl-
Sepharose a diferentes temperaturas usando como modelador 1,0 M de [Na,SO,4] em tampao fosfato, pH

7.

Temperatura (K) k’ (1°pico) k’ (2° pico)
288,15 0,45 -
293,15 0,71 2,03
298,15 0,07 1,03
303,15 0,03 1,52
308,15 0,02 1,83
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Em solucdo aquosa (Melander et al., 1982; Lin e Brandts, 1979) a entalpia do
equilibrio cis-trans é aproximadamente zero, como resultado a composicao de equilibrio
cis-trans ndo devera ser influenciada pela temperatura e por conseguinte nao € de prever
alterac@o na retencdo. Contudo, tendo em conta o efeito da temperatura em HIC € de
esperar um ligeiro aumento na retengdo devido ao aumento da magnitude das
interac¢des hidrofébicas com o aumento de temperatura e a alteracdo de conformacgdo
das biomoléculas e no concomitante aumento da drea de contacto hidrofébica durante a
ligacdo a superficie cromatogréfica (Vailaya et al., 1998). Este facto pode ser observado

as temperaturas mais altas nas figuras 4.2, 4.11 e 4.12 e nas tabelas 4.3 a 4.5.

4.2. Efeito do tipo de ligando na adsorcio da Angiotensina I

Com o intuito de obter uma visdo mais geral acerca da retencdo e alteracdo de
conformagdo durante a adsorcdo da Angiotensina I seleccionamos uma variedade de
fases estaciondrias. As fases estaciondrias estudadas neste trabalho consistiram de
grupos apolares (phenyl, butyl e octyl) ligados a um suporte polimérico hidrofilico, a
Sepharose. Deste modo o comportamento da reten¢do da Angiotensina I em presenca de
ligandos lineares (butyl e octyl) e arométicos (phenyl) foi estudado em fun¢do da

concentracao de sal (figura 4.1, 4.13 e 4.14) e temperatura (figura 4.2, 4.15 e 4.16).
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Figura 4.13. Cromatografia de interac¢do hidrofébica (1 ml/min) da Angiotensina I (0,025 mg/ml) numa
coluna Phenyl-Sepharose a 298.15 K usando como modelador diferentes concentragdes de (NH,4),SO, em

10 mM de tampao fosfato, pH 7.

40,00 -
35,00 +
£
S 30,00 -
8 —e— 0.5 M de Sulfato de aménio
=) —=—07M
< 25,00
E A 0.8 M
g 0.9 M
£ 20,00 | i
% LS ——1.0M
o CE ——1.2M
8 15,00 - -
g ok ——1.4M
(E iy - —=—10 mM de tampéo fosfato
S 10,00 -
o
<

5,00 +

LRSSl st o

0,00 ‘
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00

Volume (ml)

Figura 4.14. Cromatografia de interac¢do hidrofébica (1 ml/min) da Angiotensina I (0,025 mg/ml) numa
coluna Octyl-Sepharose a 298.15 K usando como modelador diferentes concentra¢des de (NH4),SO4 em

10 mM de tampao fosfato, pH 7.
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Figura 4.15. Cromatografia de interac¢do hidrofébica (1ml/min) da Angiotensina I (0,025 mg/ml) numa
coluna Phenyl-Sepharose a diferentes temperaturas usando como modelador 0,9 M (NH,),SO4 em 10 mM

de tamp3ao fosfato, pH 7.
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Figura 4.16. Cromatografia de interac¢do hidrofébica (1ml/min) da Angiotensina I (0,025 mg/ml) numa
coluna Octyl-Sepharose a diferentes temperaturas usando como modelador 1,4 M (NH4),SO, em 10 mM

de tamp3ao fosfato, pH 7.
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O perfil cromatografico da Angiotensina I a 298 K nos vérios suportes aqui
estudados indicou que as concentragdes mais baixas de sulfato de amoénio quer na
Butyl-Sepharose quer na Phenyl-Sepharose (0,5 a 0,8 M) ndo existe uma retengao
significativa, mas para as concentracdes mais elevadas de sal (tabela 4.1 e 4.6) a
retencdo aumentou com o aumento da concentracdo de sal na fase moével. J4 em
presenca da Octyl-Sepharose mesmo as concentracdes mais baixas de sal foi observado

alguma retencao (tabela 4.7).

Tabela 4.6. Valores de k’ obtidos para a elui¢do isocrdtica da Angiotensina I numa coluna Phenyl-
Sepharose usando como modelador diferentes concentracdes de [(NH4),SO,] preparadas em tampao

fosfato, pH 7 a 298 K.

[(NH4)2S04] (M) k’ (1°pico) k’ (2° pico)
0,5 0,39 ]
0,6 0,52 _
0,7 0,06 0,52
0.8 0,05 0,86
0,9 0,01 1,08

O efeito da temperatura no processo de interaccao hidrofébica com os diferentes
suportes estudados (Phenyl e Octyl-Sepharose) seguiu uma tendéncia idéntica a
apresentada em presenca da Butyl-Sepharose no ponto 4.13, a taxa de isomerizacdo
parece aumentar com a temperatura e as temperaturas mais altas a retencdo ndo varia

significativamente (figura 4.15 e 4.16 e tabela 4.8 € 4.9).
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Tabela 4.7. Valores de k’ obtidos para a eluicdo isocratica da Angiotensina I numa coluna Octyl-
Sepharose usando como modelador diferentes concentracdes de [(NH4),SO,4] preparadas em tampao

fosfato, pH 7 a 298 K.

[(NH4)2S04] (M) k’ (1°pico) k’ (2° pico)
0,5 0,32 1,06
0,7 0,31 1,71
0,8 0,37 1,70
0.9 0,07 1,99
1,0 0,43 1,72
1,2 0,64 2,14
1,4 0,88 2,66
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Tabela 4.8. Valores de k’ obtidos para a elui¢do isocratica da Angiotensina I numa coluna Phenyl-
Sepharose a diferentes temperaturas usando como modelador 0,9 M de [(NH,4),SO4] em tampdo fosfato,

pH 7.

Temperatura (K) k’ (1°pico) k’ (2° pico)
288,15 0,02 0,84
293,15 0,01 0,96
298,15 0,01 1,08
303,15 0,03 1,27
308,15 0,03 1,29

Tabela 4.9. Valores de k’ obtidos para a elui¢do isocratica da Angiotensina I numa coluna Octyl-
Sepharose a diferentes temperaturas usando como modelador 1.4 M de [(NH4),SO4] em tampdo fosfato,

pH7.

Temperatura (K) k’ (1°pico) k’ (2° pico)
288,15 0,49 1,45
293,15 0,55 1,85
298,15 0,88 2,66
303,15 1,01 2,97
308,15 0,97 2,12
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Virios autores afirmam que a hidrofobicidade e a forca da interaccdo da
biomolécula com a fase estaciondria aumenta com o aumento do comprimento da cadeia
n-alquilo apesar da selectividade da adsor¢do poder diminuir e ligandos com grupos
arométicos sdo aplicados em estudos com 6ptimos resultados devido a existéncia de
interaccoes hidrofébicas e aromdticas (II-IT) (Queiroz et al., 2001). Neste estudo
podemos confirmar o facto verificado pelos autores acima referidos, uma vez que a
ligacao hidrofébica do péptido ao suporte aumentou com o aumento do comprimento da
cadeia n-alquilo no ligando (figura 4.17 e Anexo A, figura Al e A2) e (tabela 4.10).
Apesar do grau de substitui¢do do suporte Butyl-Sepharose ser relativamente maior que
o grau de substituicdo do suporte Octyl-Sepharose (tabela 3.2 e 3.3), o efeito do
comprimento da cadeia n-alquilo sobrepde-se ao efeito do grau de substitui¢do do
ligando no suporte.

Analisando os perfis cromatograficos em presenca dos diferentes suportes
observamos que a medida que a concentracdo de sal (figura 4.13, 4.14 e 417) e
temperatura aumentam (figura 4.15 e 4.16) a area do primeiro pico diminui
simultaneamente com o aumento da drea do segundo pico, a mesma tendéncia que a

observada no suporte Butyl-Sepharose (figura 4.1 e 4.2) enumerada no ponto 4.1.1.
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Figura 4.17. Cromatografia de interac¢do hidrofébica (1 ml/min) da Angiotensina I (0,025 mg/ml) numa
coluna de Phenyl-Sepharose, Butyl-Sepharose e Octyl-Sepharose a 298.15 K usando como modelador

diferentes concentracdes de (NH4),SO4 em 10 mM de tampao fosfato, pH 7.
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Tabela 4.10. Valores de k’ obtidos para a eluicdo isocrdtica da Angiotensina I numa coluna de Phenyl,

Butyl e Octyl-Sepharose a diferentes concentra¢des de [(NH,),SO,4] em tampio fosfato, pH 7 a 298 K .

— Primeiro pico; Segundo pico; X — Nao foi realizado o ensaio.
Phenyl Butyl Octyl
0,06 0,16 0,31
—_ 0,7
S ]
°2)
&
= 0,01 0,17 0,07
E 0,9
]
5 -
3
S X 0,21 0,64
1,2
X
X 0,16 0,88
1.4
X

Com base na andlise realizada no ponto 4.1.1 podemos igualmente sugerir que
ao primeiro pico corresponde a forma trans do péptido e ao segundo pico a forma cis e
que a conversdo entre estas duas formas se dd em presenga do suporte e € promovida
pela temperatura e presenca de sal. Nas mesmas condi¢des, comparando a Butyl-
Sepharose com a Phenyl-Sepharose podemos apontar que em presenga desta ultima o
péptido sofre uma alteracio de conformagdo provavelmente promovida devido as
interaccoes aromdticas II-IT que este ligando possui, e assim deste modo ird promover a
interaccdo da Angiotensina I com a superficie cromatografica a concentracdes de sal
mais baixas do que a Butyl-Sepharose. Pode dizer-se que tanto a Phenyl-Sepharose
como a Butyl-Sepharose e Octyl-Sepharose actuam como catalisadores no processo de

alteracdo de conformacgdo da Angiotensina I.
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4.3. Adsorcao de péptidos derivados da Angiotensina I em Butyl-Sepharose

Foi reconhecido, desde ha mais de 20 anos, que a ndo ser que os péptidos sejam
objecto de restricdes conformacionais, o comportamento cromatografico destes em
HPLC pode ser relacionado com a sua composi¢cdo em aminodcidos (Biswas et al.,
2003). A HPLC de fase reversa tem sido frequentemente aplicada na criacdo de escalas
de hidrofilicidade/hidrofobicidade (Tripet et al., 2007). Inicialmente, esta aproximagao
envolve a atribuicdo de valores de hidrofilicidade/hidrofobicidade por andlise de
regressao dos tempos de retencdo em HPLC de fase reversa de uma série de péptidos de
diferente composi¢ao e comprimento (Meek, 1980; Meek e Rossetti, 1981; Sue et al.,
1981; Wilson et al., 1981; Brown et al., 1982; Sasagwa et al., 1982; Jinno e Tanigawa,
1988; Valko et al., 1997; Plass et al., 1998; Silvia et al., 2001). Diferentes
investigadores referiram que péptidos com 15-20 residuos eram eluidos mais
rapidamente do que o previsto pelo somatério simples dos coeficientes de
hidrofobicidade (Wilson et al., 1981; Sasagawa et al., 1982; Nice et al., 1981; Sue et
al., 1981; Wehr et al., 1982). Este comportamento ndo ideal foi assumido como sendo
devido a estrutura do polipéptido a qual pode remover certos aminodcidos do contacto
hidrofébico com a fase estaciondria. Contudo Mant et al., (1989) demonstraram que
existe também uma dependéncia do tamanho da cadeia polipeptidica independente de
quaisquer consideragdes conformacionais. O efeito da sequéncia em aminoécidos no
péptido também foi estudado, Zhou et al., (1990) sugeriram que os efeitos da sequéncia
em aminodcidos podem ser divididos em 2 categorias: efeitos conformacionais e efeitos
da vizinhanga préxima. O primeiro dos efeitos resulta da adopc¢ao por parte do péptido
de uma dada conformacao na interac¢do com a fase estaciondria. O segundo resulta da
interaccdo entre cada aminoédcido e o seu vizinho imediato o que vai restringir as
conformagdes acessiveis a cadeia polipeptidica (Tripet et al., 2007).

No presente estudo, decidimos investigar o efeito da substitui¢do da [leucina 10]
na Angiotensina I, pelos aminodcidos [isoleucina 10], [alanina 10] e [valina 10] e
substituicdo da [isoleucina 5] no mesmo péptido pela [valina 5]. Este estudo foi
realizado com o objectivo de interpretar o efeito destas substituicdes na interac¢ao
hidrofébica destes péptidos com o suporte Butyl-Sepharose. Assim os valores de

retencdo da substituicdo da leucina 10 pela isoleucina 10, alanina 10 e valina 10 e
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isoleucina 5 pela valina 5 na Angiotensina I foram determinados numa coluna Butyl-
Sepharose tendo em conta o efeito da concentracio de sulfato de amonio.

De uma forma geral através da observacdo do perfil da eluicao destes péptidos
verificamos que a 298 K a retencdo aumentou com o aumento da molaridade do sal na
fase movel (figura 4.18 e 4.19) como era de esperar de acordo com a teoria solvofébica.
Pode observar-se através da figura 4.18 e 4.19 que a medida que a concentragdo de sal
aumenta, a drea do primeiro pico diminui e simultaneamente aumenta a area do segundo
pico. Como j4 foi mencionado no estudo da adsor¢do da Angiotensina I os péptidos com
prolina podem se encontrar tanto na conformac¢do cis como na conformacgdo trans,
devido a uma menor area hidrofébica a conformacao trans elui mais rapidamente do que
a conformacdo cis correspondente. Com o aumento da forca iénica, a 1,5 M, podemos

verificar um aumento da conversdao da forma trans na forma cis.
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Figura 4.18. Efeito da substitui¢do da leucina 10 pela isoleucina, alanina e valina e substituicdo da
isoleucina 5 pela valina na Angiotensina I (0,025 mg/ml) numa coluna Butyl-Sepharose usando como

modelador 1,2 M (NH,4),SO, em 10 mM de tampao fosfato, pH 7 a 298 K.
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Figura 4.19. Efeito da substituicdo da leucina 10 pela isoleucina, alanina e valina e substituicdo da
isoleucina 5 pela valina na Angiotensina I (0,025 mg/ml) numa coluna Butyl-Sepharose usando como

modelador 1,5 M (NH,4),SO, em 10 mM de tampao fosfato, pH 7 a 298 K.

Nao existe divida de que os aminodcidos alifaticos sdo considerados os
aminoécidos que mais contribuem para a hidrofobicidade das proteinas ou péptidos (Liu
et al., 2006). De entre os péptidos contendo este tipo de aminoécidos segundo Liu et al.,
(2006) a contribui¢dao hidrofébica dos aminodcidos alifaticos segue a seguinte ordem:
leucina>isoleucina> valina> alanina. Estes resultados sdo semelhantes a maior parte das
escalas hidrofébicas com excepc¢do da leucina que aparece com um valor superior ao da
isoleucina. Gehas e Wetlaufer (1990) mediram o tempo de reten¢do de dansil derivados
com 20 aminodcidos comuns através da HIC e verificaram que a drea exposta da
isoleucina é maior do que a da leucina. A ordem da hidrofobicidade da leucina e
isoleucina varia de acordo com os métodos usados para esta medi¢do. A drea superficial
hidrofébica da isoleucina € recorrendo ao calculo maior do que a da leucina. Contudo de
acordo com Biswas er al., (2003) 7 de 13 estudos cromatograficos indicaram que a
isoleucina € mais hidrofébica que a leucina, e 5 de 9 estudos obtidos pelo método de
particdo de 2 fases demonstraram que a hidrofobicidade da leucina é maior que a da

isoleucina.
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No nosso estudo a 298 K e a concentragdo de 1,2 M de sulfato de amoénio a
retengdo dos péptidos segue a ordem mencionada por Liu ef al., (2006) (figura 4.18 e
tabela 4.11) apresentando a Angiotensina I (com leucina na posicdo 10) o factor de
capacidade mais baixo. Neste caso verifica-se que a variacdo nos valores de retengao
dos diferentes péptidos nao estd directamente correlacionada com o comprimento das
cadeias dos aminodcidos. A variacdo observada a esta forca i6nica poderd remeter-nos
para um processo de interconversdo entre as duas conformacdes (cis-trans), ainda
incompleto. De facto, a uma concentracao de 1,5 M de sulfato de amoénio verificamos
que no primeiro pico os tempos de retenc¢do correspondentes a substituicdo da [leucina
10] pelos diferentes aminodcidos (isoleucina, valina e alanina) na Angiotensina I ndo
variam significativamente, isto €, os tempos de retencdo para os varios péptidos
estudados sdo semelhantes (figura 4.19 e tabela 4.12). J4 no que diz respeito ao segundo
pico, a variacdo nos tempos de retencdo segue a ordem proposta por Liu et al., (2006)
(figura 4.19 e tabela 4.12). Este estudo demonstra ainda o envolvimento da leucina 10

na interac¢ao com a superficie cromatografica.

Tabela 4.11. Valores de k’ da retencdo dos péptidos derivados da Angiotensina I, numa coluna de Butyl-

Sepharose usando como modelador 1,2 M de [(NH,4),SO,4] em tampao fosfato , pH 7 a 298 K.

Péptidos derivados da Angiotensina I k’ (1°pico) k’ (2° pico)
Angiotensina | 0,25 1,27
[Isoleucina 10] — Angiotensina I 0,78 1,65
[Alanina 10] -Angiotensina | 0,50 2,19
[Valina 10] -Angiotensina I 0,74 3,17
[Valina 5] -Angiotensina | 0,88 2,90
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Tabela 4.12. Valores de k’ da retencdo dos péptidos derivados da Angiotensina I, numa coluna de Butyl-

Sepharose usando como modelador 1,5 M de [(NH,4),SO,4] em tampao fosfato , pH 7 a 298 K.

Péptidos derivados da Angiotensina I k’ (1°pico) k’ (2° pico)
Angiotensina I 0,25 341
[Isoleucina 10] — Angiotensina I 0,34 2,09
[Alanina 10] -Angiotensina | 0,44 1,19
[Valina 10] -Angiotensina I 0,24 1,64
[Valina 5] -Angiotensina I 0,28 1,72

Em relacdo a hidrofobicidade da [valina 5] -Angiotensina I e [valina 10] -
Angiotensina I, ambas apresentam graus de hidrofobicidade semelhantes (tabela 3.5) o
que vai ao encontro aos resultados obtidos no nosso estudo, coeficientes de retencao
semelhantes (tabela 4.12). Podemos assim igualmente, dizer que o aminodcido na

posicdo 5 do péptido Angiotensina I se encontra envolvido no processo de interac¢io

hidrofébica.
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5. Conclusoes

A interaccdo da Angiotensina I com uma coluna de Butyl-Sepharose em
presenca do sulfato de amonio e sédio pode promover alteracdoes de conformacdo deste
péptido na coluna seguido de uma rdpida “re-conformacgdo” apds interac¢do. O broad
e/ou picos multiplos observados nos perfis cromatograficos deste péptido podem surgir
por conversdo da forma trans da Angiotensina I na forma cis, a qual tem uma 4rea
superficial maior. A influéncia da concentragdo de sal e temperatura no processo
também foram analisados, pensa-se que a temperatura, a concentracdo e tipo de sal
promovem a isomerizagdo da Angiotensina I na coluna. Também como esperado, a
retencao da forma cis da Angiotensina I aumenta com o aumento da concentracdo de sal
na fase mdvel e parece ndo ser afectada pelo efeito da temperatura.

Por forma a melhorar a interpretacio do comportamento da Angiotensina I,
foram ainda estudados diferentes suportes cromatograficos. Foram comparados trés
suportes a phenyl, butyl e octyl Sepharose tendo em conta o efeito da temperatura e
concentracdo de sulfato de amoénio. Pela andlise dos perfis cromatograficos obtidos
verificou-se que apesar do grau de substituicdo do suporte Butyl-Sepharose ser
relativamente maior que a Octyl-Sepharose a interaccdo da Angiotensina I com o
suporte aumentou com o aumento do comprimento da cadeia n-alquilo do ligando. A
concentracdes de sal mais baixas e a mesma temperatura o ligando Phenyl-Sepharose
quando comparado com a Butyl-Sepharose promove uma maior alteracdo de
conformacdo do péptido resultando numa maior retencdo deste. Assim consideramos
que o suporte parece servir como catalisador desta alteracdo de conformacao.

O presente estudo, também permitiu evidenciar o efeito da adsor¢do de péptidos
derivados da Angiotensina I numa coluna Butyl-Sepharose sob condi¢des lineares
variando a concentracdo de sulfato de amoénio. Observamos que o comportamento dos
péptidos derivados da Angiotensina I evidenciado s6 tem significado aplicando
concentracdes de sal superiores a 1,2 M de sulfato de amoénio. No que diz respeito ao
estudo da substituicdo tanto da isoleucina na posicdo 5 como da leucina na posi¢ao 10
da Angiotensina I pelos diferentes aminodcidos, podemos dizer que ambas as posi¢cdes
do péptido acima descritas parecem interagir com a superficie cromatografica durante o

processo de adsorcao.
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5.Conclusées

Em HIC, onde as interac¢des ndo sdo tdo fortes como noutros tipos de
cromatografia, a obtencdo de uma prova analitica das alteracdes de conformacdo é
bastante complexa devido a uma “re-conformacdo” rdpida das biomoléculas apds
desor¢do. Contudo, quando a cinética da alteracdo de conformagdo estd na mesma
escala de tempo da separagdo cromatogriafica, a sensibilidade da técnica de
espectroscopia € suficiente e a magnitude das diferencas observadas nos tempos de
retencdo para as diferentes conformagdes ¢é satisfatoria, os perfis cromatograficos
podem providenciar informacdo sobre a dinamica conformacional que pode ocorrer
durante a migracdo cromatogréfica.

Assim, pensamos que a Angiotensina I podera ser um bom péptido modelo para

aceder a alteracdes de conformacdo em colunas de HIC, facilitando o processo de

modelagado desta técnica cromatogréfica.
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6.Perspectivas Futuras

6. Perspectivas Futuras

Com a elaboracdo deste trabalho experimental, surgiram outros aspectos que
também podem ajudar a descrever o comportamento da Angiotensina em HIC, e desta
forma projectar este estudo para outros projectos de investigacao.

Através da andlise dos cromatogramas podemos observar que uma das
caracteristicas da Angiotensina I foi o “broadening” e na maior parte dos casos o
aparecimento de dois picos. Uma andlise da retencdo da [valina 7] -Angiotensina I que
resulta da substituicdo da prolina a concentracdes salinas mais baixas do que as
realizadas neste estudo poderdo reforcar a interpretacao dos resultados obtidos.

Um dos parametros que pode afectar a performance da HIC é o pH da fase
movel, isto porque a forma do pico e o nimero de picos podem ser examinados
qualitativamente em funcdo deste factor.

Quanto ao estudo do comportamento cromatografico dos péptidos derivados da
Angiotensina I, em fun¢do da temperatura (estudo realizado, mas nao apresentado) nao
foi conclusivo, concentracdes de sal superiores a 1,5 M de sulfato de aménio deveram
ser usadas. A interpretacdo de parametros termodinamicos seria bastante util na anélise
dos cromatogramas obtidos. Outro ponto também interessante seria estudar o efeito da
substituicdo de aminodcidos noutros locais da Angiotensina I e a aplicacdo de outros
tipos de aminodacidos.

Também, no estudo do comportamento da Angiotensina I com os vérios suportes
estudados podem ser utilizados modelos de interaccao de HIC. Estes modelos podem
ser aplicados para verificar a extensdao da alteracdo de conformacdo com os vdarios
suportes.

Outro aspecto importante € o estudo do comportamento da Angiotensina I sob
condi¢des cromatogrificas nao lineares. Este estudo poderia ser bastante importante na

interpretacdo do comportamento deste péptido nestas condi¢des cromatograficas.
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Anexos

Anexos:
Anexo A
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Figura A1l. Cromatografia de interac¢@o hidrofébica (1 ml/min) da Angiotensina I (0,025 mg/ml) numa
coluna de Phenyl-Sepharose, Butyl-Sepharose e Octyl-Sepharose a 298.15 K usando como modelador 0,7
M de (NH,),SO4 em 10 mM de tampao fosfato, pH 7 a 298 K.
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Figura A2. Cromatografia de interac¢do hidrofébica (1 ml/min) da Angiotensina I (0,025 mg/ml) numa
coluna de Phenyl-Sepharose, Butyl-Sepharose e Octyl-Sepharose a 298.15 K usando como modelador 0,9
M de (NH,),SO4 em 10 mM de tampao fosfato, pH 7 a 298 K.
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