an,
a¥Y

UNICAMP

Vanessa Soraia Cortez de Oliveira Radke

Bacharela em Quimica

PRE-PURIFICACAO CROMATOGRAFICA DE DNA PLASMIDIAL
POR CROMATOGRAFIA DE PSEUDOAFINIDADE E TIOFILICA
AROMATICA

Campinas

Novembro 2013



11



UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

aw

Faculdade de Engenharia Quimica

' @
Y
UNICAMP
Vanessa Soraia Cortez de Oliveira Radke

Bacharela em Quimica

PRE- PURIFICACAO CROMATOGRAFICA DE DNA PLASMIDIAL POR
CROMATOGRAFIA DE PSEUDOAFINIDADE E TIOFILICA AROMATICA

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Engenharia Quimica, como parte dos
requisitos exigidos para a obtencdo do titulo
de Mestra em Engenharia Quimica.

Orientadora: Profa. Dra. So6nia Maria Alves Bueno

Co-Orientadora: Dra. Sindélia Freitas Azzoni

Este exemplar corresponde a verséo final da
Dissertacdo defendida por Vanessa Soraia
Cortez de Oliveira Radke e orientada pela
professora Dra. S6nia Maria Alves Bueno.

¥ . ~ .
Pt RNy LA AL~ o=

Dra.Sénia Maria Alves Bueno

Orientadora

Campinas

Novembro 2013

il



Ficha catalografica
Universidade Estadual de Campinas
Biblicteca da Area de Engenharia & Arquitetura
Elizangela Aparecida dos Santos Souza - CRB 88098

Radke, Vanessa Soraia Cortez de Oliveira, 1980~

R119p Pré-purificagdo de DNA plasmidial por cromatografia de pseudoafinidade e
tiofilica aromatica / Vanessa Soraia Cortez de Oliveira Radke. — Campinas, SP :
[s.n.], 201 3.

Orientador: Sonia Maria Alves Bueno.

Coorientador: Sindélia Freitas Azzoni.

Dissertagdo (mestrado) — Universidade Estadual de Campinas, Faculdade de
Engenharia Quimica.

1. Plasmideos. 2. DNA. 3. Cromatografia. 4. Purificag&o. 1. Bueno, Sonia
Maria Alves_ 1961-. . Azzoni, Sindélia Freitas. |ll. Universidade Estadual de
Campinas. Faculdade de Engenharia Quimica. I'V. Titulo.

I - Bibligteca Digital

Titulo em outro idioma: Pre plasmid DMA purification by pseudo-affinity chromatography and
tiophilic aromatic chromatography

Palavras-chave em inglés:

Plazmid

DNA

Chromatography

Purification

Area de concentragio: Desenvolvimento de Processos Biotecnologicos
Titulagio: Mestre em Engenharia Quimica

Banca examinadora:

Sonia Maria Alves Bueno [Orentador]

Luiz Antdnic Peroni

Marisa Masumi Beppo

Data de defesa: 22-11-2013

Programa de Pos-Graduagao: Engenharia Quimica

v



Dissertagdo de mestrado defendida por Vanessa Soraia Cortez de Oliveira Radke e
aprovada em 22 de novembro de 2013 pela banca examinadora constituida pelos

doutores:

—~

~—

Dra.Sénia Maria Alves Bueno

Orientadora

DA W
N/

Dr.Luis Antonio Peroni

—:I /7(.;777‘?‘\/ 7:2/\- ) A

/
Dra.Marisa Masumi Beppo




RESUMO

Emergindo como alvo de estudos para fins terapéuticos, acompanhado de novas
tecnologias a fim de explorar todo seu potencial e especificidade, o DNA plasmidial
(pDNA) tem demonstrando um importante papel na nova geragao de vacinas e terapia
génica como um vetor ndo viral. No entanto, ha grandes desafios para atender altas
demandas de preparacdes de vetores plasmidiais (pDNA), seguindo rigorosos padroes
das agéncias reguladoras internacionais. As dificuldades sobretudo, sdo encontradas
no downstream processing, com alto custo e operacdes nédo apropriadas para uso em
larga escala e nos longos e caros kits comerciais, este ultimo utilizado para ensaios
pré-clinicos. Almejando, explorar as caracteristicas do DNA plasmidial e tornar cada
vez mais factivel sua producdo e purificacdo, esta pesquisa teve como foco o
desenvolvimento de um protocolo para obtencao de pDNA para aplicagdo em ensaios
in vitro com possivel escalonamento para larga escala. Para tanto, buscou-se
adsorventes seletivos para a etapa de pré-purificacdo de pDNA diretamente do lisado
celular. O trabalho foi baseado em géis de agarose (S) com ligantes de natureza
hidrofébica e tiofilica, visando testar o comportamento do pDNA em cromatografia
negativa e cromatografia tiofilica aromatica. Os ligantes eleitos para investigacao
foram os aminodacidos de natureza hidrofébica, fenilalanina (Phe) e D-triptofano (T),
ambos imobilizados covalentemente em Sepharose 6B®, e um tiofilico, a
mercaptopiridina. O tampao de adsorcao, e os sais adicionados, foram escolhidos com
o objetivo de favorecer um ambiente hidrofébico, de tal forma que a interacdo das
biomoléculas presentes no lisado celular com os ligantes fosse favorecida. Os sais
utilizados para tal foram citrato de sédio 1,5 mol/L, fosfato de potassio 2,0 mol/L e
sulfato de aménio 1,5 mol/L. Os resultados obtidos com os sistemas fenilalanina-
agarose e D-triptofano-agarose demonstraram seu potencial na retencdo de moléculas
de RNA e na remocdo de grande parte de endotoxinas e proteinas. O sistema
adsortivo mercaptopiridina-agarose, permitiu uma urificagao bastante satisfatéria, com
remocao total de endotoxinas e relevante recuperagédo de pDNA.

Palavras — Chave: DNA plasmidial, purificagdo, cromatografia.
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Abstract

Coming up as a target for therapeutic studies, together with new technologies in
order to explore its potential use and specificity, plasmid DNA (pDNA) has
demonstrated an important role in new generation of vaccines and gene therapy as a
non-viral vector. However, there are huge challenges to meet high demands of
plasmid vectors (pDNA) preparation, following strict standards of international
regulatory agencies. lts difficulties are found in downstream processing, with high
cost operations which are not suitable for large-scale use and in the long expensive
commercial kits, the last one used for preclinical trials. Aiming then, to explore DNA
plasmid characteristics and making its production and purification even more
feasible, this research focused on a development of a protocol to obtain pDNA for
assays in vitro applications with a possible staggering to large scale. Therefore
selective adsorvents were sought for pre-step purification of pDNA directly from cell
lysate. The work was based on agarose gels (S) with ligands of hydrophobic and
thiophilic nature aiming to test pDNA actions in negative chromatography and
thiophilic aromatic chromatography. The ligands chosen for investigation were the
amino acids of hydrophobic nature, phenylalanine (Phe) and D-tryptophan (T), both
covalently immobilized on Sepharose 6B ®, and a thiophilic one, mercaptopyridine.
The adsorption caps and as well as its concentration, experienced in this work were
chosen in order to support a hydrophobic environment, so that the interaction of the
biomolecules in the lysate cell would be easier with the ligands. The salts used for
this interaction were sodium citrate 1.5 mol/L, potassium phosphate 2.0 mol/L and
ammonium sulfate 1.5 mol/L. The results achieved with the systems phenylalanine-
agarose and D-tryptophan-agarose have demonstrated its potential in the retention
of the RNA molecules and the removal of most part of endotoxin, and proteins. The
mercaptopyridine-agarose adsorptive system enabled a satisfactory purification, with
a total removal of endotoxins and pDNA relevant recovery.

Keywords: plasmid DNA, purification, chromatography.
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1

INTRODUCAO

O desenvolvimento biotecnolégico resultou em uma grande mudanca na
maneira como desenvolvemos e aplicamos vacinas. A descoberta de novos
antigenos e vetores € atualmente reflexo deste significativo avango (DINIZ e
FERREIRA, 2010). No que se refere a vacinas, diferentes processos de producao e
mecanismos de acao tém sido explorados. Entre as técnicas mais conhecidas, e
pode-se dizer classica, destacam-se as produzidas com base em virus atenuados
(REYES et al. ,2001).

No entanto, os avangos atuais na biotecnologia possibilitaram o
desenvolvimento de vetores nao virais para imunizacdo. Nestas vacinas, o
mecanismo de acdo esta ligado a informacao genética do patdgeno, responsavel
pela codificagdo de proteinas que representem antigenos relevantes para induzir a
protecdo. Em geral, sdo conhecidas como vacinas de DNA ou génicas (DINIZ e
FERREIRA, 2010).

As vacinas de DNA sao projetadas para gerar resposta imune celular e
humoral, as vacinas precedentes foram idealizadas para induzir a producédo de
anticorpos contra doencas causadas por microorganismos. Essa nova abordagem
fez com que as doencas alvo para tratamento expandissem, passando a incluir
cancer, alergias e doencas autoimunes (SRIVASTAVA e LIU, 2003; LIU, 2003).

De forma geral um vetor ndo viral € uma molécula de DNA plasmidial
(pDNA), contendo um ou mais genes que codificam proteinas terapéuticas, que uma
vez expressas nas células do paciente, tendem a induzir ou melhorar a imunidade
ou substituir uma proteina defeituosa (PRAZERES et al., 2001).

O DNA plasmidial € normalmente obtido por meio de uma cultura bacteriana
de Escherichia coli e, como resultado do rompimento celular, no lisado ha presenca
de grande quantidade de impurezas. As impurezas a serem removidas durante a
purificacdo do plasmideo sdo: DNA genbémico (gDNA), proteinas, RNA e
endotoxinas (ET). Além do debri celular, ha possivel presenca de trés isoformas de
pDNA, sendo elas, circular aberta (OC), linear (L) e superenovelado (SC); este

ultimo é o produto alvo para uso farmacéutico, pois, € 0 mais estavel e eficaz na
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transfeccdo celular. As isoformas (L) e (OC) sdo os resultados de quebras na
estrutura do plasmideo superenovelado. A causa destes rompimentos na estrutura
do pDNA SE podem ser: a oxidagdao por radical livre, a agdo enzimatica de
endonucleases, além de for¢as de cisalhamento durante o processo de purificagéo
(LENGSFELD e ANCHORDOQUY, 2002). As agéncias reguladoras exigem que
uma preparacao celular para acao terapéutica contenha no minimo 90% da isoforma
superenovelada (FDA, “Food and Drug Administration’- EUA) (FDA, 1996;
PRAZERES e FERREIRA 2004).

1.1 COLOCACAO DO PROBLEMA

A remocao de impurezas presentes no lisado celular &, portanto, o grande
desafio para a aprovacdo do DNA plasmidial para fins terapéuticos, e um dos
principais alvos a serem considerados quando se busca o escalonamento da
producgéo de plasmideos (BARBOSA, 2009). A otimizacao e validagdo de processos,
principalmente na etapa do downstream processing, sao fundamentais para vencer
as restricdbes que tém tornado a producdo de quilogramas de pDNA atualmente
impraticaveis (PRAZERES e MONTEIRO, 2011).

As agéncias reguladoras limitam o teor de impurezas em cada formulagéo de
pDNA. Diversos fabricantes tém disponibilizado no mercado kits comerciais e
protocolos para a purificagdo de plasmideos em escala laboratorial. No entanto,
nenhum deles sdo apropriados para grandes producdes de pDNA, seja devido a
utilizacdo de materiais durante o processo, que tornam o pDNA impréprio para
aplicacdo humana, ou por utilizar técnicas de dificil escalonagem e
economicamente nao viaveis (FERREIRA et al., 2000).

Os processos atuais de purificacdo de pDNA normalmente séo feitos em
multietapas e com emprego de grandes quantidades de sais nocivos ao meio
ambiente. O uso de sais, como por exemplo, o sulfato de amdnio em concentracdes
elevadas, tende a encarecer a etapa de purificacdo, uma vez que ha necessidade
de longos tratamentos de efluentes apdés o processo. Tem-se almejado, entdo,
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métodos que aliem alto grau de pureza para o pDNA, baixo custo de producéo e,
como uma necessidade e preocupacao atual, a substituicdo do uso de substancias

toxicas e de grande impacto ambiental.

Segundo BARBOSA 2009, existem trés etapas principais na fabricagdo de
DNA plasmidial. A primeira etapa (upstream processing), é a fase na qual ocorre a
construcdo do vetor e a transformacao da linhagem hospedeira adequada. Como
segunda etapa tem-se o cultivo e fermentacao das células do hospedeiro do pDNA
e, na terceira etapa, busca-se a recuperagdo e purificacdo de plasmideos
(downstream processing) (Figural.1). Ha uma interligacdo neste processo, e um
sucesso na etapa anterior tem um impacto sobre a eficiéncia e sucesso das etapas

seguintes.

) | & I

Ulpstream processing Downstream processing
Fermentagdo

Construgdo do vetor i

|' (——\ | Lis= celular
sledio [:] » | ‘Purificacio
m . D
Cultivo = | = Recuperacdo
pDMA alvo

Figura 1-1.Producdo de pDNA (adaptado de FERREIRA et al., 2000).

De forma geral, a etapa de purificacdo do lisado celular € a parte mais
dispendiosa do processo, sendo por volta de 80-90% do custo final da producgéo
(Doran, 1995). Devido a isso, ha grande interesse em técnicas de purificagcdo nas

quais sejam minimizados o custo e perda de produto.
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1.2 OBJETIVO

A literatura é escassa quanto a trabalhos que propdem a purificacdo de pDNA
para uso terapéutico a partir do lisado neutralizado. Neste contexto, com o intuito de
contribuir para o desenvolvimento de processos de purificagcdo de DNA plasmidial
para fins terapéuticos, a presente pesquisa teve como obijetivo a pré-purificacéo de
pDNA por cromatografia de pseudo-afinidade (CPA) e cromatografia tiofilica
aromatica (CTA) (Figura 1.2), com potencial de utilizagdo em larga escala
diretamente do lisado celular neutralizado. Os ligantes eleitos para o estudo, os
aminoacidos, fenilalanina e D-triptofano (cromatografia de pseudo-afinidade) e o
agente tiofilico mercaptopiridina (cromatografia tiofilica aromatica) foram pouco
estudados até o momento visando a pré-purificagcdo de pDNA e ndo ha trabalhos na
literatura sobre a interacao destes ligantes com o DNA plasmidial, bem como sobre
a elucidacdo do mecanismo de adsorcdo desta molécula nesses adsorventes.
Quanto a escolha dos sais utilizados nas etapas cromatograficas, buscou-se
selecionar aqueles menos danosos ao meio ambiente, almejando um sistema com
concentracdo salina empregada em niveis mais baixos do que 0s comumente
utilizados em kits comerciais ou propostos em protocolos ja conhecidos.

O sulfato de aménio € um dos principais sais utilizados nos processos de
purificacdo, mas apesar de sua eficiéncia quando adicionado ao tampdo de
adsorcado, existe a dificuldade de té-lo como um efluente potente em termos de
eutrofizacdo (FREITAS et al., 2008). Em termos ambientais, isto o torna bastante
danoso e com controles rigidos por meio dos 6rgdos como CONAMA (Conselho
Nacional do Meio Ambiente), acerca de seu descarte; diante disto deve-se
considerar, a substituicdo ou diminuicdo da concentragdo do sulfato de amobnio
quando almeja-se um processo de larga escala. Em contrapartida, os sais fosfato de
potassio e citrato de sédio, também experimentados neste trabalho, tem baixo poder
de eutrofizacao e controle ambiental simples (GOMES et al., 2009), o que pode ser

uma excelente opg¢ao em termos industriais.
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Os ligantes escolhidos apresentam baixo custo e possibilidade de serem
utilizados por muitos ciclos sem modificacbes da capacidade seletiva do
adsorvente, caracteristicas estas muito importantes para emprego em larga escala.
Um dos desafios na obtencdo de pDNA para fins terapéuticos, reside na
necessidade de aumentar a producdo, tornando-a factivel em quantidades de
quilogramas do produto. Entende-se que isto sera possivel com técnicas robustas e
que transitem facilmente da escala laboratorial para a industrial, sem a necessidade
de altos custos e do emprego de varias etapas para obtencdo do produto final.

23



1.3. Etapas desenvolvidas

Etapa1
Preparo do lisado neutralizado a partir
de fermentacao de £.Coli.

l

Etapa2
Preparo dos sisternas adsortivos

I

Etapa3
Estudos de pré-purificacéo de pDNA

Etapa3.1 Etapa3.2 Etapa3.3
CPA - Fenilalanina CPA - Triptofano CTA- Mercaptopiridina
Etapa4

Estudos analiticos das fragdescom
picos cromatograficos

Figura 1.2. Diagrama de etapas do trabalho desenvolvido.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Terapia Génica

Uma variedade de doencgas inatas ou adquiridas podem sem tratadas com a
aplicacédo da terapia génica e vacinas de pDNA, que tem como base preparacdes
com agentes biologicos (SOUSA et al., 2011). O alvo destes tratamentos esta na
correcao de erros genéticos responsaveis pelo desenvolvimento de doencas,
visando assim, melhorar a qualidade de vida dos individuos (LIMA et al., 2008). Os
vetores até agora desenvolvidos para este tipo de tratamento sédo divididos
basicamente em dois grupos, os vetores baseados em sistemas virais e 0s
chamados vetores sintéticos, sendo este ultimo, a categoria na qual se enquadra o
DNA plasmidial (FERBER, 2001; NIIDOME et al., 2002), a base para a promissora
vacina de DNA (LARA et al. 2012).

As vacinas com DNA se tornaram promissoras frente ao combate a uma
variedade de patdgenos e tumores, para 0s quais as vacinas e técnicas tradicionais
nao tém sido eficientes (KANO et al., 2007). Este novo conceito vacinal floresceu a
partir de estudos de pesquisadores como James Watson e Francis Crick (WATSON
e CRICK, 1953) com a descoberta da estrutura do DNA. O primeiro DNA
recombinante foi desenvolvido por Paul Berg e um grupo de pesquisadores em 1972
(JACKSON et al., 1972). Em 1973 houve um grande avanco na engenharia
genética, através da producdo do primeiro organismo de DNA recombinante
(COHEN e CHANG, 1973).

Fundamentada no uso das sequéncias do material genético do agente
infeccioso, que codificam antigenos imunodominantes, € que a vacina de DNA
plasmidial age quando administrada de forma terapéutica, possibilitando a producao
da proteina antigénica pelas proprias células do individuo vacinado e induzindo uma
resposta imune celular e humoral com memdéria (GURUNATHAN et al., 2000;
SRIVASTAVA et al., 2003).
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De forma comparativa, no tocante ao uso de vetores virais na terapia génica,
existem alguns pontos que merecem atencao decorrente das vantagens e
desvantagens que um e outro podem trazer. Os vetores virais levam a uma
transfeccdo mais estavel e eficiente, no entanto, acompanhada pelo risco de efeitos
indesejaveis, uma vez que as infecgbes virais além de sintomas desagradaveis
podem culminar na destruicdo do tecido hospedeiro resultando em patogénese,
como por exemplo, processos tumorais. Existem também dois outros fatores
relevantes: a limitagao relacionada ao tamanho dos genes que podem ser carreados
e a producao dependente do cultivo em células de mamiferos, cujo custo € elevado
e a padronizacao dificil (LIMA et al., 2008).

Nas vacinas de DNA, por outro lado, as vantagens estdo na estabilidade,
maior tempo de imunizagcdo (LARA et al. 2012), auséncia de risco de infec¢ao ou
inducao de mutagénese, na grande quantidade de material genético que pode ser
carreado, além de sua producao ser feita a partir do cultivo de células bacterianas,
esta ultima com certa facilidade para producao em larga escala (BROWN et al.,
2001). Suas limitagdes, contudo, residem no fato do DNA plasmidial ndo reconhecer
alvos especificos, como acontece na utilizacao de sistemas virais especializados, e
serem facilmente degradados por nucleases, o que reflete na redugdo da
quantidade de pDNA que atinge o nucleo das células-alvo, comprometendo assim, a
transfeccéo desejada (TAIRA et al., 2005).

A crucial importancia da terapia com DNA plasmidial reside em seu potencial
de tratamento e possivel erradicagdo de muitas doengas (LARA et al. 2012). As
aplicacoes clinicas tem avancado de tratamento de simples viroses (REYES et al.,
2001) para testes em doencas infecciosas como tuberculose (HUYGEN, 20083;
RODRIGUES et al., 2004), cancer (FIORETTI et al.,2010; VAN DEN BERG et
al.,2010), alergias e doengas autoimunes (LIU, 2003 ; SRIVASTAVA, 2003).

Segundo VAN DEN BERG e colaboradores (2010), as pesquisas em torno
das vacinas de pDNA ja somam perto de 20 anos, no entanto, pode-se dizer que
esta ferramenta na area de vacinacao € ainda jovem. S&o vacinas relativamente

faceis de produzir e tém se apresentado Uteis, sobretudo, na area de oncologia,
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onde provou ser bem tolerada e teve a capacidade de induzir a ativacao imunitaria
dos pacientes.

As terapias baseadas no uso do DNA plasmidial apresentam uma eficiéncia
superior aos outros métodos tradicionais (VOLOSNIKOVA et al.,2010). Por esta
razao, o desenvolvimento de novos processos para tornar a vacina de pDNA
competitiva, cada vez mais eficiente e dentro das diretrizes e leis respectivas de
acordo com o GMP (Boas Préaticas de Fabricacdao), FDA (Food and Drug
Administration) e EMEA (European Medicines Evaluation Agency), tém sido
impulsionado (VOB et al., 2005) e tornado grandes desafios na pesquisa e na

industria.

2.2 Producao e caracteristicas do pDNA

O DNA plasmidial € uma molécula de DNA circular de fita dupla que contém
um gene que codifica a proteina de interesse e elementos para a sua expressao
(SRIVASTAVA et al.; 2003) (Figura 2-1). O pDNA utilizado nas terapias génicas
apresenta um tamanho entre 3.300-6.600 kDa (5-10 kpb) e um raio hidrodinamico
de cerca de 150-250 nm (LEVY et al., 2000).

As cadeias lineares que constituem sua estrutura sdo compostas por
desoxirribonucleotidios ligados entre si por pontes de hidrogénio estabelecidas entre
purinas e pirimidinas. Suas extremidades interagem covalentemente, resultando
assim em uma estrutura semelhante a um loop fechado. No entanto, devido a
rompimentos nessa estrutura superenovelada (SC), causados por acdo mecéanica ou
enzimatica, resultam duas outras isoformas (Figura 2-2), a circular aberta (OC) e a
linear (L), que variam em estabilidade e, consequentemente, capacidade de
transfeccao (SINDEN et al., 1994).
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A produgéo de pDNA é normalmente realizada por meio de fermentagéo de
células bacterianas de Escherichia coli como, por exemplo, a DH5a (PRAZERES et
al., 2001). De forma geral, apés a fermentagdo, quando a concentracdo celular
atingiu o ideal, ocorre a etapa nomeada de isolamento primario, feita através de
centrifugacdo ou filtracdo, que consiste na obtencdo das células resultantes da
fermentacdo. ApoOs a coleta das mesmas, segue-se uma etapa de lise celular,
sendo a lise alcalina a mais comumente utilizada (BIRBOIM et al., 1979).

Como resultados da lise celular, juntamente com o DNA plasmidial de

Borigem de
replicagao

marca de Il promotor
seleccao
bacteriana
sequéncias Il local de
imunoestimuladoras clonagem

I sequéncia de
poliadenilagao

Figura 2-1.Estrutura simplificada do DNA plasmidial usado em terapia génica. (Adaptado de LIMA,
2008).

interesse, sdo obtidas biomoléculas naturais do meio intracelular consideradas
impurezas. Estas impurezas presentes no lisado sdo: DNA gendmico, RNA,
endotoxinas e proteinas. As caracteristicas analogas com o pDNA s&o os principais
obstaculos para eliminacdo dessas impurezas nas etapas de recuperagdo e
purificacdo. Pode-se afirmar que os pesquisadores buscam aliar as similiaridades
fisico-quimicas entre as impurezas oriundas do meio celular, para definir etapas

para obtencdo do DNA plasmidial puro.
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O método escolhido para recuperacgao e purificacao deve privilegiar uma boa
separacao das isoformas, uma vez que o pDNA SE é o produto alvo para uso
farmacéutico e as outras isoformas sao vistas como impurezas. As agéncias
reguladoras limitam o teor de impurezas em cada formulagdo de pDNA, conforme
resumido na Tabela 2-1.

Grau de enovelamento
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Figura 2-2. Isoformas de pDNA (adaptado de FERREIRA, 2005).

Tabela 2-1. Teor de impurezas no produto final, segundo critérios das
agéncias reguladoras (adaptado de STADLER et al., 2004).

Composicao Produto final:

Método de Deteccao

inicial do lisado Composicdo aceita

bacteriano
55% Proteinas < 3 pg/mg pDNA BCA
3% gDNA < 2 ug/mg pDNA PCR real time*
3% Endotoxina <10 E.U./mg pDNA Teste LAL™**
<3% Plasmideo > 90% pDNA (SC) HPLC*, EGA™**
21% RNA < 0,2 ug/mg pDNA HPLC***, EGA™**

*Po/ymerase Chain Reaction** Limulus Amebocyte Lysate. ***High Performance Liquid
Chromatography****Eletroforese em Gel de Agarose.
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2.3 Recuperacao e purificacao de DNA plasmidial

Devido ao poténcial terapéutico do DNA plasmidial, tem aumentado o numero
de pesquisa objetivando a melhoria dos métodos de recuperagao e purificagdo para
obtencdo desse produto em quilogramas. E desejavel que os métodos propostos
sejam de baixo custo e que ndo causem impacto ambiental. Diante disto, uma
diversidade de técnicas cromatograficas tém sido exploradas como uma opgéo para
purificacdo do DNA plasmidial, na tentativa de obter um material final de acordo com
as exigéncias dos 6rgaos regulamentadores.

A escolha por um determinado método deve levar em conta as
caracteristicas do lisado celular e buscar integracao total do processo, uma vez que
0 processo é normalmente dividido em varias etapas até a obtencao do produto
final. Um resultado satisfatorio em termos de rendimento e custo, depende de uma
integragao bem sucedida.

Dentro disto as técnicas cromatograficas desempenham um papel muito
importante na purificacdo de compostos terapéuticos por serem altamente versateis
e seletivas (Kalyanpur 2000). Consideradas as técnicas disponiveis para
recuperacao e bioseparacgodes, tais como filtracao (micro , ultra, e osmose-reversa), a
centrifugacado, a floculacado, flotacao etc, a cromatografia é a que atinge alta
resolucdo de biomoléculas. Nenhum dos outros passos, tem 0 mesmo
desempenho frente a produtos biofarmacéuticos (Loannidis, 2009) . Diante deste
potencial os métodos cromatograficos (Tabela 2.2.) tem sido largamente estudados
para a obtencado de pDNA de grau terapéutico, pois além seletivas, suas vantagens
residem também no no fato de serem técnicas bastante conhecidas e escalonaveis.
As diferentes fases modveis e estaciondrias disponiveis, possibilitam explorar as
diferentes caracteristicas das biomoléculas presentes no lisado celular, como
tamanho, carga, hidrofobicidade.

As caracteristicas fisico-quimicas do pDNA alvo e suas impurezas podem ser,
portanto, exploradas através de interagbes seletivas com o adsorvente
cromatografico (BARBOSA, 2009, DIOGO et al., 2005). Os tipos de cromatografia
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mais explorados atualmente no downstream processing para obtencao de pDNA de

grau farmacéutico sdo apresentadas de forma sucinta a seguir.

Tabela 2-2. Principais técnicas cromatograficas para purificacdo de DNA plasmidial
(adaptado de SOUSA et al.,2008).

Tipos de cromatografia

Vantagens

Desvantagens

Exclusao de tamanho

Separa o pDNA e o gDNA
de moléculas menores.
Eficiente como etapa de
polimento.

Baixa resolucdo, alta
diluicdo e co-eluicdo de
pDNA e gDNA.

Troca Iénica

Separagdo  eficiente  do
pDNA de endotoxinas e
isoformas relaxadas.
Aplicagéo em escala
analitica.

Co-eluicdo de pDNA e
RNA

Interacao Hidrofobica

Separagcdo do pDNA de
endotoxinas, RNA e gDNA.
Aplicagao analitica e
industrial.

Nao interagdo  com
pDNA, uso de altas
concentracées  salinas,
baixa resolugdo entre as
isoformas.

Tiofilica Aromatica

Separacdo do pDNA das
impurezas, resolugdo entre
as isoformas.

Eluicdo com altas
concentragdes salinas.
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2.3.1 Cromatografia de exclusao por tamanho (CET)

Cromatografia de exclusdo por tamanho (CET) tem sido extensivamente
usada para purificar pDNA. Esta técnica explora os diferentes tamanhos das
biomoléculas do lisado neutralizado, tanto do pDNA como de suas impurezas, a fim
de promover a purificagao (LI et al., 2007).

O tamanho do DNA gendmico e as diferentes formas de pDNA, por exemplo,
favorecem a separacéo destas das demais moléculas, uma vez que ambas (QDNA e
pDNA) sdo grandes e incapazes de penetrar nos poros da resina, podendo ser
separados das moléculas menores como RNA e outras impurezas (FERREIRA et
al., 2000).

Um exemplo de matriz classica na CET é a Sephacryl S1000 que, empregada
na purificacdo e recuperacdo de pDNA, promoveu o retardo de moléculas de
endotoxinas, RNAs e proteinas. Essa matriz tem sido aplicada no processo como
uma etapa de polimento e troca de tampao (HORN et al., 1995; FERREIRA et al.,
1997; 1999). No entanto, observa-se que uma separagdo com boa resolucao entre
as moléculas de pDNA e gDNA ¢é bastante dificil em funcao das similaridades, pois
as duas biomoléculas séo eluidas em fragées muito proximas (LI et al., 2007).

A CET com matriz Sephacryl S-1000 é uma técnica simples, de baixo custo
e reprodutivel, seus resultados se mostram promissores alcangcando miligramas de

pDNA SE de alta pureza a partir de um lisado de E. coli pré-purificado.

2.3.2 Cromatografia de Troca Iénica (CTI)

A cromatografia de troca ibnica (CTI) é uma das técnicas mais utilizadas para
a recuperagao primaria de DNA plasmidial estando presente em mais de 81% das
patentes de processos de purificacdo de DNA (FORDE, 2004). As vantagens
oferecidas por esta cromatografia sdo a rapida separacao, uso de tampdes comuns
em processos de purificacdo, e varios tipos de fases estacionarias disponiveis
(EON-DUVAL et al., 2004). A CTI se baseia na interacao eletrostatica entre a carga
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negativa dos grupos fosfato da cadeia do DNA plasmidico e a fase estacionaria
carregada positivamente (PRAZERES et al.,, 1998; 2004). De forma geral, um
gradiente salino é empregado para deslocar os diferentes acidos nucleicos que sao
eluidos de acordo com a densidade de carga, propriedades que estédo ligadas ao
comprimento da cadeia e conformagao da biomolécula (PRAZERES et al., 2001).

A matriz DEAE-Celulose (dietilaminoetil-celulose), estudada por LI e
colaboradores (2010), apresentou resultados bastantes satisfatorios no tocante a
purificacdo de pDNA a partir de um lisado neutralizado, por CTIl. No referido
trabalho, a isoforma superenovelada de pDNA foi efetivamente separada da
isoforma circular aberta através de um gradiente salino. O método proporcionou a
recuperacdo de pDNA SE de alta pureza (95 £ 1,1%) e niveis quase indetectaveis
de endotoxinas, DNA gendmico, RNA e proteinas, com um rendimento de (65 +
8%). O presente estudo confirmou a possibilidade de usar CTl como uma etapa
Unica para purificacdo de pDNA SE de outras isoformas e contaminantes presentes
no lisado neutralizado de E. coli.

A cromatografia de troca idnica tem alcancado éxito no fator recuperacgéao,
principalmente quando aplicada posteriormente a uma etapa de pré-purificacao de
pPDNA, como por exemplo ATPS (Sistema de duas fases aquosas) ou cromatografia
de interacdao hidrofébica (EON-DUVAL et al., 2004;, KEPKA et al., 2004b;
URTHALER et al., 2005).

No entanto, a principal limitagcdo é a co-purificacdo de polimeros aniénicos de
estrutura e carga semelhante ao pDNA, como gDNA, endotoxinas e alguns RNAs
(WICKS, 1995; PRAZERES et al. 2004), levando a necessidade de etapas

posteriores para elimina-los e resultando em um aumento de custo.
2.3.3 Cromatografia de interacao hidrofobica (CIH)

A cromatografia de interagdo hidrofébica € um método bem estabelecido e
tem sido aplicado com éxito como etapa de recuperacao e de purificagdo proteinas
de uso terapéutico em escala laboratorial e industrial.
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Seu uso na purificacdo de DNA plamidial estd baseada na diferenca de
hidrofobicidade de suas isoformas e dos demais acidos nucléicos de fita simples
presentes no lisado celular (gDNA e RNA), além das endotoxinas
(DIOGO et al., 2000; IULIANO et al., 2002). A explicagao para este fato estd na
conformacao das moléculas de pDNA (SC), onde suas bases hidrofobicas estao
localizadas no interior da dupla hélice superenovelada, tornando assim a interacao

hidrofébica com o adsorvente minima.

Na cromatografia de interacdo hidrofobica, uma fase mdvel com alta
concentracao salina favorece a adsorcdo de proteinas e o decréscimo da
concentracdo salina favorece a dessorcdo (MELANDER E HORVATH, 1977;
FAUSNAUGH E REGNIER, 1986; ROE, 1989). As interactes hidrofébicas sao
potencializadas diante de sais que favorecem a precipitacdo de proteinas, cujo
fendbmeno é denominado “salting-out”. Estes ions estdo ordenados de acordo com
série de Hofmeister para a precipitagcdo de proteinas em solugcdes aquosas (Figura
2.3).

Aumento de efeito de “salting out”

Anions: PO,% > SO%, > CH;COO- > CI- > Br- >NO* > CIO* >SCN-

Aumento no efeito de “salting in”

Cations:NH**< Rb* < Na* < Li* <Mg?*< Ca?*< Ba 2+

Figura 2.3. Série de Hofmeister de precipitacdo de proteinas (PORATH, 1987).

Esta série foi elaborada por Hofmeister em 1888 levando em consideragéao a
influencia de diferentes ions no comportamento fisico de coldides e proteinas em

sistemas aquosos. Os ions foram classificados como cosmotropicos ou caotrépicos,
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de acordo com sua capacidade de alterar a ligagdo de hidrogénio da molécula de
agua (BALDWIN, 1996; ZHANG et al, 2006; VLACHY, et al, 2009;).

Os ions chamados de cosmotropicos, agrupados no inicio da série,
promovem a interacdo hidrofébica, geram altas densidades de carga que levam a
forte interferéncia na ligagdo de hidrogénio resultando no redirecionamento das
moléculas de adgua na camada de hidratagcéao hidrofébica ao redor da proteina para o
centro da solugdo. Eles promovem o efeito “salting-out’ nas proteinas e
macromoléculas. Ja os ions denominados caotropicos, do final da série de
Hofmeister, quebram as estruturas da agua, e geram baixas densidades de carga
que levam a pequenos efeitos na ligagcdo hidrogénio (ZHANG et al, 2006; NUCCI,
2008 ) e redirecionam as moléculas de agua do seio da solucédo para a camada de
hidratacao ao redor da proteina.

Os ions caotropicos promovem um desfavorecimento das interacdes
hidrofébicas e adsorcdo em fases estacionarias com ligantes hidrofébicos. Estes

ions aumentam a solubilidade das proteinas, fenbmeno denominado “salting-in’
(ERIKSSON, 1989).

Sendo assim, a presenca de altas concentragdes de sais cosmotropicos
tendem a aumentar o empacotamento das bases hidrofébicas no interior do pDNA
(DIOGO et al., 2000), dificultando as interacdées com a fase estacionaria.

Por outro lado, as impurezas que contém fita simples permitem uma maior
exposicdo de suas bases hidrofobicas, induzindo a interacdo com o ligante
hidrofébico da coluna (DIOGO et al., 2002).

Estas interacdes sdo promovidas principalmente por forcas de van der Waals
(VAN OSS et al.,, 1986) e tem seu potencial aumentado na presenca de sais
caotrépicos . Com uso desta varidvel, pode-se promover a purificagdo do pDNA por
cromatografia negativa. Nesta técnica a molécula de interesse é obtida na etapa de
lavagem, enquanto as impurezas ficam retidas no adsorvente, sendo recuperadas
nas fragdes de eluicdo (DIOGO et al., 2000;. 2001, LI et al., 2005).
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A desvantagem do uso de altas concentragdes salinas na CHI reside no fato
de que os mesmos sao efluentes bastante danosos ao meio ambiente, como, por
exemplo, o classico sulfato de amdnio. FREITAS e colaboradores (2008) estudaram

alternativas para sua substituicao, propondo o uso do sal citrato de sodio.

GERMAN e colaboradores (2011) relataram uma expressiva purificagdo de
PDNA, cerca de 30 vezes em relacéao a solugao de pDNA inicial, e 99% de remocéao
de RNA com a utilizacdo da CHI. Este grupo de pesquisa fez uso inicialmente de
filtracdo com fluxo tangencial, posteriormente uma cromatografia de troca iénica em
membrana de fibra oca Mustang Q (Pall BioPharmaceuticals), como uma pré
purificacdo, seguida de cromatografia de interacao hidrofébica com coluna de Fenil-
Sepharose. Esses dados mostram que a integragdo de técnicas trouxeram
resultados satisfatérios. A desvantagem destes multiplos passos esta no aumento
de custo do processo.

2.3.4 Cromatografia de afinidade (CA) e pseudoafinidade CPA

O anseio por métodos altamente seletivos para recuperagéo e purificagéo de
pPDNA para uso terapéutico, tem impulsionado o estudo com diferentes ligantes de
afinidade, por exemplo, arginina (SOUSA et al.,2008), na etapa de downstream
process (LOWE et al., 2001).

A CA e a CPA sao baseadas no emprego de um ligante bio- ou pseudobio-
especifico, respectivamente, para separar biomoléculas, levando em consideracéo
suas caracteristicas bioldgicas, funcionais ou estrutura quimica individual
(VIJAYALAKSHMI, 1989; LOWE et al., 2001; SCHIEL et al., 2006). Em geral, a
purificacdo baseada em CA oferece uma elevada seletividade para a biomolécula
alvo, no entanto, os baixos rendimentos na recuperagdo do plasmideo é também
relatada e é atribuida a baixa capacidade do adsorvente (GHOSE et al., 2004;.
FORDE et al., 2006). As interacoes eletrostaticas, interacdes hidrofébicas, forcas de
van der Waals e ligacdo de hidrogénio sdo as bases destas interacdes especificas
que ocorrem entre ligante e molécula alvo (PLATONOVA et al., 2005).
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Trés tipos de interacbes tem sido estudados para a purificagdo de pDNA
explorando interagdes por afinidade: tripla hélice, ligacdo do DNA com ions
metalicos e interagdes com aminoacidos (LANDER et al., 2004; SOUSA et al.,
2008).

A afinidade de tripla-hélice € baseada na interacdo de uma sequéncia
especifica do oligonucleotideo pirimidina com o pDNA (WILS et al.,1997; SCHLUEP
et al.,1998). A desvantagem desta técnica, porém, esta na cinética de ligagao
geralmente lenta e requer pH acido (BARBOSA, 2009).

No tocante ao uso de ions metalicos imobilizados em matrizes sélidas
(agarose-IDA-Cu®* e agarose NTA-Cu®), ou coluna comercial HiTrap (GE
Healthcare®) com Cu?* e Ni?* imobilizados, pesquisadores mostraram que o DNA
plasmidial (pbDNA) e genémico (gDNA) puderam ser separados por desnaturagcéo
termoquimica seguida de renaturagcdo, uma vez que o gDNA parcialmente
desnaturado se liga seletivamente aos ions metalicos imobilizados; j& o pDNA

renaturado ndo apresenta afinidade pelos ligantes (LANDER et al., 2004).

Os aminoacidos, tais como histidina (SOUSA et al., 2006), lisina (SOUSA et
al.,2011) e arginina (SOUSA et al., 2008, 2009, 2010), também tém sido explorados
como potenciais ligantes na cromatografia de afinidade para purificagdo de pDNA.
Ligantes simples e menos especificos, mas ndo menos robustos, foram introduzidos
pela primeira vez para a purificagdo de imunoglobulinas por Vijayalakshmi e
colaboradores (KANOUN, 1986) e foram convencionados como ligantes de
pseudobioafinidade ou pseudobioespecificos (VIJAYALAKSHMI, 1989). Estudos
mostram que a interacdo pseudobioespecifica entre o aminoécido histidina e
moléculas de proteinas, ocorrem através da contribuicdo de dois grupamentos
presentes na estrutura da histidina, o anel imidazol de um lado da cadeia e o COOH
do outro. A interacdo do imidazol com a proteina € hidrofébica enquanto que com o
grupamento COOH h& uma interagao eletrostatica (VIJAYALAKSHMI, 1989. De
acordo com o tipo de tampao e o pH escolhidos, ha o favorecimento de uma das

duas interagdes.
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Tanto a histidina como a arginina imobilizadas em matrizes cromatograficas,
tem apresentado bons resultados na separacao entre as isoformas superenoveladas
e a circular aberta de pDNA em apenas uma etapa a partir do lisado clarificado. A
presengca de gDNA e endotoxinas tém ficado dentro dos niveis aceitaveis, e
proteinas e RNA ndo foram detectados nas amostras de eluicdo. No trabalho
descrito por SOUSA e colaboradores 2006, houve a combinagédo das caracteristicas
hidrofébicas de um brago espacador epoxi com a pseudo-afinidade do aminoacido
histidina. As diferentes espécies do lisado neutralizado foram eluidas por diminuigdo
da concentracao de sal (2,3; 2,0; 1,5 e 0 mol/L). O pDNA (OC) e gDNA foram
eluidos com uma concentragdo salina de 2,3 mol/L, o pDNA superenovelado foi
isolado como um unico pico a 2,0 mol/L e o RNA foi eluido com sulfato de aménio
(NH4)2S0O4 a 1,5 mol/L. Um trabalho mais recente de Sousa e colaboradores 2008,
investigando arginina como ligante, observou um tipo de interacédo diferenciada da
apresentada com histidina. Além das atracdes eletrostaticas e hidrofébicas, ha uma
complexa afinidade entre pDNA e arginina indicando que um grande numero de
interagbes podem ocorrer envolvendo tanto as bases do pDNA como sua estrutura.

Ao contrario do mecanismo encontrado anteriormente para a purificacdo por
cromatografia do pDNA (SC) com ligante histidina, no qual a interacao foi atribuida
principalmente a exposicao das bases (KUTZLE et al., 2008), a matriz de arginina-
agarose € altamente eficiente em interagir com o pDNA a baixa forga ibnica,
indicando a presenca de fortes interagcbes com os grupos fosfato carregados no
esqueleto do pDNA. Essas interagbes eletrostaticas da cadeia do DNA com
residuos de aminoacidos como a arginina e lisina sdo numerosos em muitos
complexos DNA-proteina, proporcionando estabilidade ao invés de especificidade
(Yl et al., 2005). No referido estudo, Sousa e colaboradores 2008, obtiveram uma
satisfatoria separacao das isoformas CA e SE. Apesar de promissores, os estudos
utilizando diferentes aminoacidos ainda sdo escassos e pouco elucidados, o que 0s

torna uma importante linha a ser investigada devido o potencial uso como ligantes.
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2.3.5 Cromatografia tiofilica aromatica (CTA)

Um grande desafio na purificacdo do DNA plasmidial é justamente encontrar
um meétodo que faga uma boa resolugdo entre as trés isoformas existentes. A
cromatografia tiofilica aromética tem demonstrado éxito neste aspecto no tocante as
outras cromatografias.

Em 1885 Porath e colaboradores deram inicio a CTA, ao desenvolverem o
adsorvente tiofilico T-Gel. A cadeia alifatica do ligante tiofilico mercaptoetanol (HS-
CH,-CH,OH) foi imobilizada a grupos sulfona e tioéter presentes na matriz de
agarose, esta previamente ativada com divinil sulfona. Este trabalho demonstrou a
capacidade do adsorvente tiofilico na separacao de diferentes proteinas presentes
no plasma sanguinio (BOSCHETTI, 2001). Porath e colaboradores fizeram o uso de
sais cosmotrdpicos como tampdes adsorventes. A seletividade de adsorgdo das
proteinas e a interagdo das mesmas com o ligante, sdo diretamente influenciados
pelo tipo de sal empregado nos tampdes (Oscarsson e Vieira, 2002).

Essa interagdo tiofilica entre ligantes e proteinas sob alta concentracao
salina, sao provavelmente, resultado de uma combinacdo de interagdes do tipo
doador/aceptor de elétrons (HUTCHENS e PORATH, 1987; PORATH e BELEW,
1987) e interacao tiofilica/hidrofébica (OSCARSSON et al., 1988). Essas interagdes
ocorrem provavelmente entre o grupamento tiol do ligante com regidées aromaticas
da proteina, principalmente nos residuos contendo “clusters” de triptofano e
fenilalanina na seguinte ordem: (Trp)2>>(Phe)2 (BOURHIM et al., 2008; PORATH e
BELEW, 1987; OSCARSSON e VIEIRA, 2002).

No caso da purificacdo do pDNA, um mecanismo diferente de interacao foi
proposto por Lemmens e colaboradores (2003), pois ao contrario do que ocorre com
as proteinas, os polinucleotideos ndo foram capazes de interagir com ligantes
tiofilicos alifaticos por eles testados. A interacdo entre o adsorvente e o0s
polinucleotideos do pDNA sé ocorreu quando o ligante foi composto no minimo por
um anel aromatico e um atomo de enxofre, sugerindo que o anel aromatico

participe com um tipo de interagdo hidrofébica (1r-11) com a fita dupla da isoforma
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superenovelada de pDNA, enquanto que o atomo de enxofre participa como doador
de elétrons.

Para esta concluséo, o referido grupo de pesquisa testou a substituicdo do
anel aromatico por atomos de enxofre, oxigénio e também por hologénios, no
entanto, em nenhuma destas substituicoes houve alteracado da interacdo do pDNA
com o ligante. A substituicdo do atomo de enxofre por oxigénio ou nitrogénio,
mantendo-se o radical aromatico também foi testada e resultou em nenhuma
interacao da isoforma superenovelada com os ligantes.

Nesta técnica uma interagcdo bioquimica ocorre na presenca de altas
concentracbes salinas, resultando na adsorcao seletiva de DNA na isoforma
superenovelada em ligante tiofilico aromatico, promovendo a separa¢ao da isoforma
circular aberta. Para alcancar este resultado mais polido, ainda segundo Lemmens,
ha uma integracdo de processos, no qual logo apés a CTA ha uma etapa de
cromatografia de troca ibnica.

O mecanismo de interacdo entre 0 pDNA e o ligante tiofilico ndo esta
completamente elucidado, mas pode-se dizer que a demanda por grande
concentracao salina neste tipo de cromatografia, em geral, 2 mol/L de sulfato de

amoénio, seja sua desvantagem.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Equipamentos

O crescimento celular de E.coli transformada, contendo DNA plasmidial de
interesse utilizado neste trabalho, foi realizado em uma Incubadora com agitacao
orbital e controle de temperatura modelo INNOVA 4430 (New Brunswick Scientific,

EUA) e centrifugacdo em centrifuga 5804 R (Eppendorf, Alemanha).

Para a realizacdo das cromatografias foram utilizadas colunas do tipo HR
5/10 (0,5 x 10 cm) acopladas ao sistema FPLC (“Fast Liquid Chromatography
System”) AKTA Purifier com “software” Unicorn 5.1 e coletor de fragdes Frac-920,
GE Healthcare (Suécia). A quantificacdo de pDNA foi realizada no sistema AKTA
acoplado a coluna de interagdo hidrofébica 15 Source PHE (0,46 x 10 cm) (GE
Healthcare, Suécia), composta por uma matriz de poliestireno derivatizada com
ligantes fenil.

A eletroforese em gel de agarose (Invitrogen, EUA) foi realizada em unidade
de eletroforese horizontal HE 99X Max Submarine (GE Healthcare, Suécia). Para
aquisicdo de imagem foi utilizado o foto documentador “Electrophoresis
Documentation Software and Analysis System 120" e o “software” Kodak digital
Science 1D, ambos adquiridos da Kodak (EUA).

Para mensuracdes de absorbancia foi utilizado o espectrofotometro Beckman
DU 650 (Beckman Coulter, EUA). A determinacdo da quantidade de gDNA nas
amostras resultantes da CIH foi feita em equipamento de PCR em tempo real “7300
System” e “7300 System software”, ambos adquiridos da Applied Biosystems (EUA).
Para meio reacional do PCR foi utilizado o Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master
Mix (Fermentas, EUA), composto por Taq polimerase, dNTP’s, MgCl, e fluorocromo
SYBR Green |I.
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A produgéo de lisado celular e as anadlises de eletroforese e quantificagéo de
proteinas foram realizadas no Laboratério de Andlise Genética e Molecular,
coordenado pela Profa. Dra. Anete Pereira de Souza, no CBMEG (Centro de
Biologia Molecular e Engenharia Genética) da UNICAMP. A quantificagdo de gDNA
foi executada no Laboratério de Genética de Plantas, coordenado pelo Prof. Dr.
Michel Georges Albert Vincentz, também no CBMEG, UNICAMP.

3.1.2 Ligantes e adsorventes

O gel de agarose (Sepharose 6B®) foi obtida da GE Healthcare, Suécia. Os
estudos com o ligante aminoéacido triptofano (Figura 3.1- A) foram feitos com o
emprego do adsorvente comercial D-Tryptophan Sepharose 4B® da Sigma (EUA). O
ligante tiofilico mercaptopiridina (Figura 3.1 - B) (MPR) e o ligante aminoacido
fenilalanina (Phe) (Figura 3.1-C), foram também obtidos da Sigma (EUA). Os
reagentes para ativacao dos géis, divinil sulfona e epicloridrina, foram obtidos da
Sigma (EUA). Os demais reagentes: tris-(hidroximetil)-aminometano (Tris), sulfato
de aménio, tri-citrato de sédio, fosfato de potassio, hidréxido de sddio, cloreto de
sédio e acetato de potassio foram adquiridos da Merck (Alemanha). Utilizou-se
agua purificada em aparelho Milli-Q (Millipore, EUA) para a preparacao de todas as
solucdes.

o, W H
B) c—C—N_
_ HO (|3H2 H
| %
\N SH 9 [\ |

Figura 3-1. Estrutura dos ligantes: A - aminoacido D-triptofano; B — mercaptopiridina; D - aminoacido
fenilalanina.
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3.1.3 Solucées tamponantes

Os sais citrato de sodio 1,5 mol/L, sulfato de aménio 1,5 mol/L e fosfato de
potassio 2,0 mol/L, todos em Tris-HCI 10 mmol/L pH 8,0, foram utilizados nos
tampdes nas etapas de adsorcao e dessorgcao das cromatografias em fenilalanina-
Sepharose e triptofano-Sepharose (Cromatografia de Interagdo Hidrofébica, CIH) e
em mercaptopiridina-Sepharose (cromatografia tiofilica) para purificacdo de pDNA.

As solucbes foram preparadas em agua ultra-pura (Milli-Q, Millipore, EUA).
Antes das cromatografias, as solugdes tamponantes foram previamente filtradas em
filtro de 0,22 ym (Millipore, EUA) e desgaseificadas a vacuo por 60 min.

3.2 METODOS

3.2.1 Obtencao do lisado celular neutralizado

A producéo de lisado celular contendo pDNA para os estudos de adsorcéo foi
feita com o crescimento de bactérias do tipo E. coli DH5a competente transformadas
com os plasmideos pVAX1GFP, estes gentiimente doados pelo Prof. Dr. Miguel
Prazeres do Instituto Superior Técnico (Lisboa, Portugal).

O crescimento celular foi realizado em frasco Erlenmeyer agitado a 250 rpm
contendo meio Luria Bertani (LB) 250 mL, composto por: 10 g/L triptona, 5 g/L
extrato de levedura, 5 g/L NaCl e kanamicina 30 ug/mL, a temperatura fixada em
37°C.

As células obtidas por centrifugacao sofreram lise celular de acordo com
método descrito por BIRNBOIM e DOLY (1979). O pellet resultante foi
ressuspendido em 8 mL de tampao P1, constituido de 10 mmol/L Tris-HCI, 50 mM
glicose, e 10 mmol/L EDTA, seguido da adicdo de 8 mL de tampao P2 (200 mmol/L
de NaOH e SDS 1% (m/v)). Apés a etapa de ressuspensao, manteve-se o lisado por

10 min a temperatura ambiente.
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A neutralizacdo do lisado foi feita com a adicdo de 8 mL de solucdo P3
(acetato de potassio 3 mol/L pH 5,5) a 0°C, por 10 min. Os debris celulares
resultantes da neutralizagdo foram removidos por centrifugacao (12000 g por 30 min
a 4°C). O lisado neutralizado foi separado em aliquotas e mantido sob refrigeragéo,
por 3 meses.

3.2.2 Obtencao do DNA padrao

O pDNA padrao, utilizado como referéncia neste trabalho, foi obtido a partir
do lisado neutralizado, segundo protocolo descrito por Moreira et al. (2005). Ao
lisado neutralizado, adicionou-se 0,7 volumes de isopropanol para induzir a
precipitacdo do plasmideo presente. Seguida a esta etapa, efetuou-se uma
centrifugacdo (15.000 g) por 30 mina 4°C e uma lavagem com etanol a 70%.

O precipitado obtido foi seco a temperatura ambiente e ressuspendido em
tampao Tris-HCI 10 mmol/L pH 8,0. Adicionou-se entéo, sulfato de aménio até uma
concentracao de 2,5 mol/L; as impurezas nesta etapa foram retiradas através de
uma nova centrifugacao (10.000 g) por 15 min a 4°C.

Posteriormente, uma coluna Econo-Pac (empacotada com 10 mL de resina
Phenyl Sepharose 6 Fast Flow), previamente equilibrada com 20 mL de solucéo
de sulfato de amoénio 1,5 mol/lL em Tris-HCI 10 mmol/L pH 8,0 (tampdo de
adsorcao), foi alimentada com o sobrenadante. Efetuou-se, entdo, a lavagem da
coluna com 5,0 mL de tampao de adsor¢cado e o pDNA padrao foi coletado nos 2,0

mL finais desta lavagem.

3.3 PREPARO DOS ADSORVENTES
3.3.1.1 Ativacao da Matriz de Agarose com Epicloridrina

A ativacdo do gel de agarose (40 g de gel filtrado a vacuo por 5 min) foi
realizada com epicloridrina, de acordo com o protocolo descrito por PORATH e
OLIN (1983). A matriz (gel de agarose) foi colocada em um frasco Erlenmeyer de
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250 mL e, em capela, foram adicionados a matriz 100 mL de solugdo de NaOH 2
mol/L contendo 10 mL de epicloridrina e 0,532 g de boroidreto de sédio (NaBH4). A
suspensao (gel e solugédo) foi deixada sob agitacdo por 15 min a temperatura

ambiente.

Em seguida, foram gotejados, simultaneamente, uma solugédo de 100 mL de
NaOH 2 mol/L e 46,6 mL de epicloridrina durante um periodo de 2 h. A mistura foi
deixada sob agitacdo por mais 16 h a temperatura ambiente. Ap6s o término da
reacdo, a matriz foi lavada com agua ultrapura para a remocédo de excesso de
epicloridrina até a verificacao de mesmo valor de pH da agua ultrapura adicionada e
da agua de descarte, indicando que todo excesso de solucdo (solucdo com

epicloridrina, NaOH e NaBH4 com pH em torno de 10,0) fora removido.

3.3.1.2 Imobilizacao dos ligantes fenilalanina (Phe) e mercaptopiridina (MPR)

O gel ativado com epicloridrina foi inicialmente lavado com solucdo de
carbonato de sodio 1,5 mol/L. Em seguida, o gel de agarose ativado foi colocado em
um frasco Erlenmeyer e entdo adicionou-se uma solugao de fenilalanina a 5%,
deixando sob agitacdo em um agitador orbital a 60°C durante 24 horas.

Apés a reacgao, o suporte foi lavado com agua ultrapura até verificar a igualdade
de pH da solucdao e da agua, indicando que foi retirada toda a fenilalanina nao
imobilizada. O adsorvente obtido foi denominado Phe-S. A densidade de ligantes
imobilizados no gel foi realizada por andlise elementar de nitrogénio (CHN),
equipamento ( Perkin Elmer - Series 112400), analise executada por Central Analitica -
IQ/UNICAMP, o adsorvente apresentou 16 pumol de ligante por mL de gel.

O ligante tiofilico aromatico mercaptopiridina (Sigma, EUA) foi imobilizado em
Sepharose 6B (GE Healthcare, EUA) ativada com divinil sulfona (Sigma, EUA) de
acordo com o protocolo descrito por HERMANSON e colaboradores (1992).

Para tanto, a Sepharose foi previamente lavada com 1 L de agua em funil de
vidro sinterizado a vacuo. Seguido a lavagem, o gel ficou sob agitacédo orbital em um
béquer contendo 20 mL de carbonato de sdédio 0,5 mol/L. Adicionou-se
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vagarosamente a esta solugdo 2 mL de divinil sulfona durante 15 min em agitacdo
constante. Apés a adi¢cdo dos 2 mL de divinil sulfona a agitagcao foi mantida por mais

60 min em temperatura ambiente.

Posteriormente, lavou-se abundantemente a agarose ativada com agua
deionizada até a normalidade do pH, e, em seguida, o gel foi armazenado a 4°C em

acetona.

A imobilizagédo do ligante mercaptopiridina foi realizada com 5,0 mL de matriz
ativada, previamente lavada com 100 mL de agua para remog¢do da acetona,
seguida de lavagem com 100 mL de carbonato de sdédio 0,5 mol/L. O gel foi
novamente ressuspendido em 10 mL de carbonato de s6dio 0,5 mol/L contendo 7%

(m/v) de mercaptopiridina a pH 11.

A suspensao foi deixada em agitacao orbital por 24 h e, posteriormente, fez-
se a lavagem do gel, primeiramente com 1L de carbonato de sédio 0,5 mol/L,
seguido de mais uma lavagem com 750 mL de agua.

Os grupos ativos da Sepharose, onde ndo ocorreram acoplamento da
mercaptopiridina, foram bloqueados através da suspensdo do gel em 10 mL de
bicarbonato de sédio 0,5 mol/L contendo 500 uL de B-mercaptoetanol. Apos esta
etapa, o gel foi lavado com 1L de cloreto de s6dio e 1L de agua e armazenado em
etanol 20% a 4° C. A matriz obtido foi nomeado MPR-S.

3.4 Experimentos cromatograficos

Os experimentos de cromatografia foram realizados no sistema AKTA FPLC
(GE Healthcare, EUA), a uma vazao volumétrica de 0,25 mL/min com um volume de
adsorvente de 1,0 mL. Obteve-se fracoes de 0,5 mL, que foram armazenadas sob
refrigeracdo para analise posterior.

O equilibrio do adsorvente foi feito utilizando 5 VC (volumes de coluna) de
tampdo de adsorgdo, seguido de injecdo de 1500 pL de lisado neutralizado
condicionado com o sal do tampéao de adsorcéao escolhido. Os sais experimentados
nos tampdes de adsorcao foram: citrato de sédio 1,5 mol/L, fosfato de potassio 2,0
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mol/L e sulfato de aménio 1,5 mol/L. A concentracdo dos sais foram baseadas nos
estudos de Freitas (2007). A etapa de lavagem foi realizada com 10 VC de tampéo
de adsorgdo. A etapa eluicéo foi feita com 10 VC de Tris-HCI 10 mmol/L pH 8,0, em

gradiente linear.

As fragdes resultantes das cromatografias com picos a 260 nm nos
cromatogramas foram eleitas para as analises quantitativas e qualitativas.

3.5 Métodos Analiticos

3.5.1 Dessalinizacao

As fragdes obtidas das cromatografias foram dessalinizadas em dispositivos de
ultrafiltracdo Amicon (EUA) de 0,5 mL, constituidos de membranas de celulose
regeneradas com tamanho nominal de corte de 10 kDa. Adicionando-se aos
dispositivos um volume de 300 pL de amostra e 200 pL de Tris-HCI 10 mmol/L pH
8,0, os mesmos foram centrifugados a 14.000 g até que o volume da solucéo

atingisse o volume de 300 pL.

Houve a repeticao deste passo por cinco vezes, para que ocorresse a troca do
tampao inicial para Tris-HCI 10 mmol/L pH 8,0.

3.5.2 Eletroforese em gel de agarose

As fracoes resultantes das cromatografias cujos picos de absorgdo a 260 nm
foram observados nos cromatogramas, foram eleitas para analise em eletroforese.
As eletroforeses foram realizadas em géis de agarose a 0,8%, a 60 V, durante 4 h,
com o tampéao de corrida TAE (Tris basico 40 mmol/L, acido acético 20 mmol/L e
EDTA 1 mmol/L, pH 8,0) e coradas com brometo de etidio a 0,5 ug/mL e
visualisadas sob luz UV.

O marcador molecular (MM) utilizado nas eletroforeses foi o Lambda Hind Il /
phiX Hae Il (Biolabs, EUA).

47



3.5.3 Quantificacao de proteinas

A quantificagdo de proteina total foi realizada pelo método de acido
bicinconinico com o kit BCA, de acordo com instrugbes do fabricante (Pierce, EUA).
Adotou-se a albumina de soro bovino como padrao protéico. Construiu-se uma curva
padrao (concentracdes de 0,5 ug/mL até 40 ug/mL) utilizando Tris-HCI 10 mmol/L pH
8,0 como tampao de dilui¢ao.

3.5.4 Quantificacdo de pDNA

Seguindo o método descrito por GOMES et al. (2009), o pDNA foi
quantificado utilizando-se a coluna de interacdao hidrofébica 15 Source PHE
conectado a um sistema AKTA Purifier. Posteriormente & etapa de equilibrio da
coluna com 5 VC de sulfato de aménio 1,5 mol/L em Tris HCI 10 mmol/L pH 8,0, 30
ML de amostra foram nela injetados. Durante 1,4 min fez-se eluicdo isocrética,
seguido de mudanca instantanea para o tampao Tris HClI 10 mmol/L pH 8,0. Apds
2,3 min da injegao, fez-se mudanca instantanea novamente para o tampao inicial, o
qual foi mantido durante 5,5 min. As isoformas do pDNA n&o interagem com a
coluna, sendo eluidas no flowthrough, enquanto que as impurezas retidas séo
eluidas com Tris HCI 10 mmol/L pH 8,0 com tempos de retencdo entre 1,0 e 4,5 min.
A vazao utilizada foi de 1,0 mL/min e a absorbéancia de 260 nm. A concentracao de
plasmideos foi determinada a partir de uma curva analitica preparada com pDNA

padrao nas concentragdes de 2,5 a 50 pg/mL.

O conceito de pureza relativa (PR) (FREITAS et al., 2008) foi usado para
descrever o grau de pureza da amostra, calculado pela Equacdo 3-1. Nesta
equagao, A pico pDNA corresponde a area referente ao pico de pDNA no
cromatograma, e Y Apicos impurezas é a somatéria das areas dos picos de
impurezas . Para a area dos picos de impurezas, considera-se a subtracdo do pico
referente a cromatografia realizada com o respectivo tampédo ao qual a amostra
estava acondicionada.
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Eq. 3-1
3.5.5 Quantificacdao de Gdna

Fez—se uma adaptacao no protocolo descrito por MARTINS et al. (2003) para
quantificacdo de gDNA utilizando equipamento de PCR em tempo real. Sequéncias
iniciadoras (“primers”) senso (5" ACACGGTCCAGAACTCCTACG 3°) e anti-senso
(5" GCCGGTGCTTCTTCTGCGGGTAACGTCA 3°) foram usados para amplificar o
fragmento de 181 pb do gene de rRNA 16S (Acesso no GenBank n° J01859).

O meio reacional foi composto de 10 uL de Maxima SYBR Green/ROX qPCR
Master Mix, 0,75 umol/L de cada “primer”, 2 pL de amostra diluida em agua
(2000 vezes para lisado neutralizado e 10 vezes para fragdes provenientes da CIH)
e agua para se atingir um volume final de 20 pL. A amplificagdo génica foi
quantificada pela diferenca de fluorescéncia apresentada a cada ciclo pelo
fluorocromo “Syber Green” contido no “Master mix”. As curvas de calibragdo foram
construidas a partir de diluicbes seriais de padrdes contendo concentracdes
conhecidas de gDNA variando de 1,7 a 140.000 pg/uL. O gDNA de E. coli utilizado
nestes padroes foi obtido através do protocolo de extracdo de DNA gendmico de
bactérias descrito por Ausubel et al. (1996), que consistiu no rompimento enzimatico
membrana da parede celular utilizando proteinase K, precipitacdo com NaCl 5 mol/L,
extragbes sequenciais utilizando solugdes de cloroférmio/alcool isoamilico e
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico seguida de precipitagdo com 2-propanol.

3.5.6 Quantificacao de endotoxinas

A determinagcdo de endotoxinas (ET) presentes nas fracbes de interesse foi
realizada pelo método cromogénico LAL (Limulus Amebocyte Lisate). Este método
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quantitativo faz a detecgdo de endotoxinas presentes em bactérias Gram negativas. A
quantificacdo foi realizada seguindo protocolo presente no kit de acordo com o
fabricante (Lonza, EUA).

As amostras eleitas para quantificacdo foram agitadas durante 45 min, apds
esta etapa iniciou-se a diluicdo seriada até 1000 vezes com volume final de 100 pL. As
diluicbes foram realizadas com agua apirogénica proveniente do Kit.

Apbs a etapa de diluicdo, as amostras vedadas com papel aluminio foram
levadas ao banho a 37° C. Sob constante agitagdo, acresceu-se em cada tubo 50 pL
de LAL.

Apo6s 10 min, adicionou-se 100 pL de substrato previamente aquecido a 37° C
e, 6 min depois, o reagente de parada, constituido de acido acético. Ao final da reagao
as amostras foram pipetadas nas placas com fundo chato e levadas para
determinacao de absorbancia.

A absorbancia das amostras foi determinada espectrofotometricamente a 405
nm, sendo diretamente proporcional a quantidade de ET presente.

A quantificagéo foi feita com base em uma curva analitica, construida conforme
as instrucdes do fabricante, nas concentracdes de 0,1 a 1,0 Unidades de Endotoxinas
(EU)/mL de solugéo padrao de endotoxina proveniente do Kit.

Toda vidraria utilizada foi despirogenizada através de tratamento com solucao
de NaOH 1,5 mol/L, posteriormente lavadas com agua e em seguida, submetidas a
temperatura de 200° C, por 24h envoltas em papel aluminio.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados os resultados alcancados com os ligantes
aminoacidos de natureza hidrofébica, fenilalanina e D-triptofano, ambos imobilizados
em agarose e experimentados com trés sistemas tamponantes, sendo eles; citrato
de sédio 1,5 mol/L, fosfato de potassio 2,0 mol/L e sulfato de amédnio 1,5 mol/L.
Também sao apresentados os resultados obtidos com o ligante de natureza tiofilica

aromatica mercaptopiridina, imobilizada em matriz de agarose.

O trabalho desenvolvido buscou identificar o sistema tamponante mais
adequado para a pré-purificacdo do DNA plasmidial diretamente do lisado

neutralizado.

4.1 PURIFICACAO DE pDNA POR CPA EM GEL FENILALANINA-SEPHAROSE

(PHE-S)

Em testes realizados com o ligante fenilalanina, explorou-se as intera¢ées
hidrofébicas entre o ligante e as biomoléculas presentes no lisado celular
(SCHLUEP et al.,1998). As solucdes tamponantes foram preparadas com altas
concentragbes salinas, uma vez que a forga ibnica influi diretamente de forma a

aumentar a hidrofobicidade das biomoléculas presentes no lisado celular utilizado.

4.1.1 CPA utilizando sistema adsortivo Phe-S e tampao fosfato de potassio
2,0 mol/L (FP)

A cromatografia de pseudo-afinidade em fenilalanina-Sepharose foi realizada
com alimentacao de 250 uL de amostra de lisado neutralizado (LN), acondicionado

previamente no mesmo sal do tampao de adsorcao experimentado.

Ap6s o acondicionamento houve formacdo de precipitado, o mesmo foi
descartado por se tratar de impurezas do lisado. Neste sistema adsortivo obteve-se
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seis fracoes de interesse. O perfil cromatografico e eletroforético resultantes estao
apresentados nas Figuras 4-1 e 4-2.

Pode-se dizer que o tampao de adsorcéo fosfato de potassio 2,0 mol/L nao
promoveu interagdo do pDNA na fase estacionaria, uma vez que observou-se a
saida do DNA plasmidial superenovelado e isoformas nas fragcoes lavagem. A co-
eluicao destas isoformas foram observadas nas fracdes de lavagem W2, W3 e W4,

respectivamente, com bandas caracteristicas presentes no gel de eletroforese.

As referidas fragbes da lavagem (W) demonstraram aparente enriquecimento
da isoforma superenovelada, mas, em contrapartida, apresentam contaminacao por

RNA, conforme apresentado nas pistas denominadas W2, W3 e W4 (Figura 4-2).

O RNA foi a biomolécula com maior afinidade pelo adsorvente, sendo
recuperado, em sua maioria, nas fragées de eluicdo. Isso pode ser explicado pelo
fato das bases hidrofobicas do RNA estarem mais expostas que as pDNA,

ocorrendo, assim, mais facilmente a interagao hidrofébica com o ligante fenilalanina.

Apesar disto, este sistema se mostrou ineficiente na promocéo da purificagao
do DNA plasmidial e em sua recuperacao.
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Figura 4-1 CPA em Phe-S. Sistema tamponante: fosfato de potassio 2,0 mol/L. Volume da coluna 1,0
mL. Alimentacdo (A): 250 plL de lisado neutralizado. Vazdo: 0,25 mL/min. Perfil cromatografico:
Tampao de lavagem (W): fosfato de potéssio 2,0 mol/L, pH 8,0. Tampdo de elui¢do (E): Tris-HCI 10
mmol/L, pH 8,0 em gradiente linear.

MM A W2 W3 W4 E21 E34 E35

23130
9416
6557
4361

pDNA (OC)

2057 PDNA (SC)
1353
1078
872

603/564

RNA

310
281/271
234
194

Figura 4-2 - Perfil Eletroforético-Phe-S. Sistema tamponante: fosfato de potadssio 2,0 mol/L.
Eletroforese em gel de agarose 0,8 %. MM: Marcador molecular AX (Biolabs); A: lisado neutralizado
alimentado na coluna. Fragdes da etapa de lavagem (W): W2, W3 , W4; fragOes etapa de eluigdo (E):
E21, E34, E35. (OC) pDNA: pDNA circular aberto, (SC) pDNA: pDNA superenovelado.
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4.1.2 CPA utilizando sistema adsortivo Phe-S e tampao sulfato de aménio
1,5 mol/L (SA)

As cromatografias de interacdo hidrofébica em Phe-S foram realizadas com
tampao sulfato de aménio 1,5 mol/L a uma alimentacao de 250 uL de amostra de
lisado neutralizado (LN), previamente acondicionadas no mesmo sal constituinte do
tampao. Foram obtidas 7 fragbes de interesse para andlises quantitativas e
qualitativas; o perfil cromatogréfico e eletroforético resultantes estdo apresentados

nas Figuras 4-3 e 4-4.

Verificou-se que o tampéo de adsorg¢édo sulfato de aménio 1,5 mol/L néo
promoveu a interagdo do pDNA com o adsorvente, resultados estes observados
através de eletroforese (Figura 4-4) e posteriormente confirmados pela quantificacao
de pDNA.

A recuperacdao do DNA plasmidial neste sistema se deu nas fragbes de
lavagem W3, W4 e W5, respectivamente, nas isoformas SE e CA, com a presenca
de RNA e proteinas.

No tocante as moléculas de RNA, houve interacdo das mesmas com o
adsorvente, uma vez que parte deixou a coluna na etapa de lavagem, mas sua
maioria foi recuperada na etapa de eluicdo. Este resultado foi semelhante ao
observado no sistema anterior experimentado com tampao fosfato de potassio.

Uma alternativa, para um possivel melhor resultado, seria o aumento da
concentracao salina de sulfato de amdnio para valores maiores de 1,5 mol/L, como
ja descrito na literatura (SOUZA e colaboradores, 2006). O aumento da
concentragdo salina poderia melhorar a interagdo hidrofébica e ser usada como
alternativa para remocao de RNA, uma vez que aumenta a capacidade de adsorcéao
da resina. No entanto, ndo seria interessante do ponto de vista ambiental.
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Figura 4-3 - CPA em Phe-S. Sistema tamponante: sulfato de aménio 1,5 mol/L. Volume da coluna 1,0
mL. Alimentacdo (A): 250 uL de lisado neutralizado. Vazdo: 0,25 mL/min. Perfil cromatografico:
Tampao de lavagem (W): Sulfato de aménio 1,5 mol/L pH 8,0; Tamp3do de Elui¢do (E): Tris-HCI 10
mmol/L, pH 8,0 em gradiente linear.
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Figura 4-4 - Perfil eletroforético- CPA em Phe-S. Sistema tamponante: sulfato de amdnio 1,5 mol/L.
Eletroforese em gel de agarose 0,8 %. MM: Marcador molecular AdX (Biolabs); A: lisado neutralizado
alimentado na coluna. Fra¢Oes etapa de lavagem (W): W3, W4, W5, W6; fracdes etapa de eluicado (E):
E24, E25, E42. (OC) pDNA: pDNA circular aberto, (SC) pDNA: pDNA superenovelado.
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4.1.3 CPA utilizando sistema adsortivo Phe-S e tampao citrato de sodio 1,5
mol/L (CS)

Os testes realizados com o tampao citrato de soédio 1,5 mol/L foram
executados de maneira semelhante aos feitos com os tampdes fosfato de potassio e
sulfato de amodnio. No entanto, apresentaram os melhores resultados frente aos

outros tampdes, se mostrando promissor em cromatografia negativa.

Este sistema adsortivo propiciou a nao-retencao de pDNA no adsorvente
Phe-S, tanto da isoforma CA quanto da SE, sendo ambas removidas na etapa de
lavagem da coluna, com aparente pouca contaminacao por RNA, fracdes W2 e W3
na eletroforese (Figuras 4-5 e 4-6).

A presenca das isoformas circular aberta e linear ocorre devido a “cortes” na
estrutura da isoforma SE, levando as outras formas circular aberta e linear. Estes
cortes na estrutura podem ser causados por produtos quimicos (oxidagao do radical
livre) ou (enzimatica de endo-nucleases), e também por forgas de cisalhamento
durante o processo de purificagdo (LENGSFELD E ANCHORDOQU, 2002).

No entanto, uma parte das moléculas de RNA foi recuperada juntamente com
as isoformas de pDNA nas fracbes W2, W3 e W4 da etapa de lavagem, o que

provavelmente explica a baixa pureza relativa encontrada.

Os resultados promissores apontaram para a relevante remocao de
impurezas como gDNA, proteinas e endotoxinas (Tabela 4-1), o que indica que este
sistema adsortivo baseado em cromatografia negativa € promissor para uso em uma
etapa de pré-purificagdo. A remocdao de gDNA é de grande interesse, pois a
similaridade desta com o pDNA é um desafio para os métodos de purificagdo (LI et
al.,, 2007). Quanto a endotoxina, foi alcangcado 100% de remocdo na fracdo de
lavagem W4 e acima de 99% nas fragdes W2 e W3.
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Figura 4-5 - CPA em Phe-S. Sistema tamponante: citrato de sédio 1,5 mol/L. Volume da coluna 1,0
mL. Alimentacdo (A): 250 uL de lisado neutralizado. Vazdo: 0,25 mL/min. Perfil cromatografico:
Tampdo de lavagem: citrato de sddio 1,5 mol/L, pH 8,0; Tamp3&o de elui¢do (E): Tris-HCl 10 mmol/L,
pH 8,0 em gradiente linear. Fragdes etapa de lavagem (W), fragcdes etapa de eluicdo (E).
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Figura 4-6- Perfil eletroforético- CPA em Phe-S. Sistema tamponante: citrato de sédio 1,5 mol/L
Eletroforese em gel de agarose 0,8 %. MM: Marcador molecular ApX (Biolabs); A: lisado
neutralizado alimentado na coluna. Fracdes etapa de lavagem; W2, W3, W4, W5 e W6. Fracdes da
etapa de eluicdo E19, E20, E21, E22, E30, E31, 32 e E33. (OC) pDNA: pDNA circular
aberto,(SC)pDNA:pDNAsuperenovelado.
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Tabela 4-1. Dados referentes a qualidade acerca do pDNA obtido apds cromatografia utilizando matriz Phe-S e citrato
de so6dio 1,5 mol/L como tampéo de adsorcao.

Amostra PDNA Proteinas gDNA Endotoxina
Mu9 YOGy | gmy RO | gy RO | Eumy RO
Lisado 12,89 100 2,27 408,09 .- 1,77x10° SR 164,16 -
w2 2,63 20,4 5,52 31,931 84,35 | 7,86x10? 99,1 1,38 99,1
w3 1,34 10,43 1,37 16,5 91,93 | 4,30x10> 99,51 0,7 99,5
w4 1,87 14,52 1,14 21,2 89,61 1,40x10° 99,84 N.D. 100

Y: Recuperagdo. “P.R.:Pureza Relativa (Equagéo 3.1). R:Remogao. N.D.:N&o detectado. C:Concentragdo. **Referente ao teor de proteina no lisado celular e o teor encontrado
na amostra da cromatografia negativa.”** Referente ao teor de gDNA e ET no lisado celular e o teor encontrado na amostra da cromatografia negativa.
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4.2. PURIFICACAO DE pDNA EM TRIPTOFANO-SEPHAROSE (TS)

Em testes realizados com o ligante triptofano (T), explorou-se as interacdes
hidrofébicas entre o ligante e as biomoléculas presentes no lisado celular
(SCHLUEP et al.,1998). Para tanto, foram estudados trés sistemas adsortivos:
citrato de sdédio 1,5 mol/L (CS), sulfato de aménio 1,5 mol/L (SA) e fosfato de
potassio 2,0 mol/L (FP).

4.2.1 CPA utilizando sistema adsortivo TS e tampao citrato de sodio 1,5
mol/L (CS)

Nos experimentos realizados com o adsorvente triptofano-sepharose (TS) e
tampao citrato de sddio, observou-se uma interagao das isoformas SE e CA com TS
um pouco maior em comparagdo com os resultados encontrados com ligante

fenilalanina (Figura 4-7 e 4-8).

Observa-se pela eletroforese (Figura 4-8), que a maior parte das
isoformas de pDNA foram recuperadas na etapa de lavagem e outra parte

recuperada na etapa de eluigao.

As fragbes E30 e E31 demonstraram aparentemente baixa ou nenhuma
quantidade de pDNA CA, sendo as bandas de pDNA superenovelado evidenciadas

no gel, indicando que este tamp&o propiciou uma resolucao entre as isoformas.

Apesar destes dados, a quantidade de pDNA recuperada foi extremamente
baixa, dados verificados através de quantificacdo de pDNA e com grande presenga
de RNA. A remocao de proteinas alcangou uma média de 91%, com relacdo, a
quantidade de proteinas presentes no lisado neutralizado alimentado. Diante disto,
pode-se concluir que este sistema adsortivo alcangou resultados promissores com
relacdo a uma etapa de pré-purificacdo, pois apresentou uma resolugao entre as
isoformas de pDNA e satisfatéria remocado de proteinas a partir do lisado

neutralizado.
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Figura 4-7 - CPA em TS. Sistema tamponante: citrato de sddio 1,5 mol/L. Volume da coluna 1,0 mL.
Alimentacgdo (A): 250 uL de lisado neutralizado. Vazdo: 0,25 mL/min. Perfil cromatografico: Tampao
de lavagem: citrato de sédio 1,5 mol/L pH 8,0; Tamp3o e Elui¢do (E): Tris-HCl 10 mmol/L pH 8,0 em
gradiente linear. FragOes etapa de lavagem (W), fragdes etapa de eluicdo (E).
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Figura 4-8 - Perfil eletroforético- CPA em TS. Sistema tamponante: citrato de sédio 1,5 mol/L..
Eletroforese em gel de agarose 0,8 %. MM: Marcador molecular AdX (Biolabs); A: lisado neutralizado
alimentado na coluna. Fragdes etapa de lavagem; W2, W3, W4, W5 e W6. FracOes da etapa de
eluicdo: E29-E41. (OC) pDNA: pDNA circular aberto, (SC) pDNA: pDNA superenovelado.
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4.2.2 CPA utilizando sistema adsortivo TS e tampao fosfato de potassio 2,0
mol/L (FP)

Ao se utilizar o tampéao de adsorcao fosfato de potassio 2,0 mol/L na CPA com
adsorvente TS, observa-se a interagdo parcial das isoformas linear, circular aberta e
superenovelada com o adsorvente, fato este que pode ser verificado pelas bandas
referentes a estas isoformas no gel de eletroforese (Figura 4-10), na etapa de
lavagem.

Uma banda de pDNA superenovelado pode ser observado na pista referente a
fracdo E32, no entanto com co-eluicdo da isoforma (OC), de cordo com esta fracao
observou-se a nao recuperacao significativa de pDNA e com alta presenca RNA.
Este, por sua vez, demonstrou afinidade pelo adsorvente, sendo recuperado em sua
maioria nas fracbes referentes a etapa de eluicdo, como se indica as bandas da

eletroforese (Figura 4-10) e picos do cromatograma (Figura 4-9).
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Figura 4-9 - CPA em TS. Sistema tamponante: fosfato de potassio 2,0 mol/L. Volume da coluna 1,0 mL.
Alimentacdo (A): 250 uL de lisado neutralizado. Vazdo: 0,25 mL/min. Perfil cromatografico: Tampéao de
lavagem: fosfato de potassio 2,0 mol/L, pH 8,0; Tampao de Eluicdo (E): Tris-HCI 10 mmol/L, pH 8,0 em
gradiente linear. Fra¢Oes etapa de lavagem (W), fragdes etapa de eluicdo (E).
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Figura 4-10 - Perfil eletroforético - CPA em TS. Sistema tamponante: fosfato de potdssio 2,0 mol/L.
Eletroforese em gel de agarose 0,8 %. MM: Marcador molecular AdX (Biolabs); A: lisado neutralizado
alimentado na coluna. Fragdes etapa de lavagem; W2, W3, W4, W5. Fracdes da etapa de elui¢do: E28-
E43. (OC) pDNA: pDNA circular aberto, (SC) pDNA: pDNA superenovelado.
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4.2.3 CPA utilizando sistema adsortivo TS e tampao sulfato de aménio 1,5
mol/L (SA)

O sistema tamponante sulfato de aménio 1,5 mol/L apresentou o melhor
desempenho (Figuras 4-11 e 4-12) frente aos demais tampdes testados, com 47%
de recuperacgao das isoformas de pDNA (OC) e (SC), além de relevante remogao de

impurezas como proteinas, RNA e gDNA (Tabela 4-2).

Em trabalho realizado com aminoacido histidina imobilizado em gel de
agarose, SOUSA e colaboradores observaram a necessidade de altas
concentragbes salinas, na faixa de 2,3 mol/L e 2,0 mol/L de (NH4)>SO4), para a
eluicdo do pDNA superenovelado e circular aberto (SOUSA et al.,, 2006). No
entanto, no sistema adsortivo TS estudado neste trabalho, as isoformas de pDNA
foram recuperadas na etapa de lavagem, com uma concentracao salina menor que
1,5 mol/L o que evidencia uma vantagem frente ao impacto ambiental e os custos

de processo.

De acordo com os resultados observados, pode-se dizer que o0 uso deste
sistema em cromatografia negativa se mostrou promissor. Pode-se propor sua
utilizacdo como etapa de pré-purificagdo, uma vez que a biomolécula alvo nao
interagiu com o adsorvente, sendo principalmente recuperada na fragdo W2 da
etapa de lavagem (Figuras 4-11 e 4-12), com uma pureza relativa aproximadamente
12 vezes maior que a amostra de lisado neutralizado alimentada (Tabela 4-2).

Além disso, ambas as isoformas SE e CA saem nas mesmas fracdes de
lavagem, como pode ser visto na eletroforese, reforgcando o fato de que este sistema
pode ser empregado como uma etapa de pré-purificacdo, seguido de outra para

polimento final, e assim resolucéo entre as isoformas.

O comportamento das moléculas de RNA neste sistema experimentado foi de
interacdo com o adsorvente, sendo coletadas, em sua maioria, na etapa de eluigao.
As outras impurezas, como proteinas e gDNA, foram removidas com éxito de
aproximadamente 98% no que se refere a proteinas, e endotoxinas, com mais de

99% de remocao.
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Figura 4-11- CPA em TS. Sistema tamponante: sulfato de aménio 1,5 mol/L. Volume da coluna: 1,0
mL. Alimentacdo (A): 250 ulL de lisado neutralizado. Vazdo: 0,25 mL/min. Perfil cromatografico:
Tampdo de lavagem: sulfato de amonio 1,5 mol/L, pH 8,0; Tampdo de Elui¢cdo (E): Tris-HCI 10
mmol/L, pH 8,0 em gradiente linear. Fra¢des etapa de lavagem (W), fracdes etapa de elui¢do (E).
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Figura 4-12 - Perfil eletroforético - CPA em TS. Sistema tamponante: sulfato de aménio 1,5 mol/L.
Eletroforese em gel de agarose 0,8%. MM: Marcador molecular AdX (Biolabs); A: lisado neutralizado
alimentado na coluna. FracGes etapa de lavagem; W2-W6. FracGes da etapa de eluicdo: E32-E42.(L):
pDNA linear, (OC) pDNA: pDNA circular aberto, (SC) pDNA: pDNA superenovelado.

64



Tabela 4-2. Dados referentes a qualidade acerca do pDNA obtido apds cromatografia utilizando matriz TS e sulfato de

amoénio 1,5 mol/L como tampao de adsorcao.

Amostra pDNA Proteinas gDNA Endotoxina
Mug) Y% o C | “R(%) [C(pglul) **R(%)| C(EWmML)  **R(%)
(%) (ng/mL)
Lisado 11,36 100 4,12 402,8 --—-- 1,36x1 0° --—-- 252,74 ----
w2 5,4 47 54 24,94 4.64 97,69 1,44x10° 97,87 0,86 99,15
w3 1,65 14,52 2,1 18,7 90,7 3,32x1 0° 99,51 0,36 99,6
W4 1,65 14,54 1,09 12,68 93,69 2,‘IOX‘IO2 99,69 0,35 99,7

Y: Recuperagdo. *P.R.:Pureza Relativa = (Equagao 3.1). R:Remog&o. N.D.:Nao detectado. C:Concentragéo.

**Referente ao teor de proteina no lisado celular e o teor encontrado na amostra da cromatografia negativa.

***Referente ao teor de gDNA e ET no lisado celular e o teor encontrado na amostra da cromatografia negativa.
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43 PURIFICACAO DE pDNA POR CTA COM MERCAPTOPIRIDINA-
SEPHAROSE (MPR-S)

Os experimentos nesta etapa tiveram como objetivo a utilizacdo da
cromatografia tiofilica aromatica (CTA) para a recuperacado e pré-purificacdo de
pDNA SE para fins terapéuticos. Os tampdes empregados foram os mesmos
utilizados anteriormente com ligantes pseudoespecificos em CPA, sendo eles:
citrato de sodio 1,5 mol/L, sulfato de aménio 1,5 mol/L e fosfato de potassio 2,0
mol/L. O ligante de natureza tiofilica imobilizado em Sepharose foi a

mercaptopiridina.

4.3.1 Cromatografia Tiofilica Aromatica (CTA) utilizando sistema adsortivo
MPR-S e tampao citrato de soédio 1,5 mol/L (CS)

Os estudos realizados com a fase estacionaria MPR-S e fase mével CS
mostraram a interagdo das isoformas de pDNA CA e SE com o adsorvente,
conforme pode ser observado no gel de eletroforese nas pistas E30 e E32 (Figura 4-
14), correspondentes as fragdes 30 e 32 do cromatograma (Figura 4-13).

A pureza relativa encontrada para a fracdo de eluicdo 32 foi de 80%, e a
recuperacao de 12% referente a massa de pDNA na fracao de lisado alimentada na
coluna (Tabela 4-3). O gel de eletroforese, no entanto, demonstrou que a fragcdo E32
possui a isoforma circular aberta como impureza; vale enfatizar que a andlise de
quantificacdo de pDNA n&o distingue entre as isoformas.

A recuperagdo de 12% pode ser explicada por uma possivel diluicdo do
pDNA ao longo da etapa de eluicdo da cromatografia, sendo recuperado em
quantidades baixas para a deteccao do método de quantificacdo, mesmo havendo
uma concentracao prévia da amostra.

Pode-se dizer que apesar da baixa recuperacao, este tampao pode ser usado
em uma etapa de pré purificacdo de DNA plasmidial SE, levando em consideracao
ainda a vantagem de ser menos danoso ao meio ambiente em comparagdao com 0s

outros sais comumente utilizados em CTA, como, por exemplo, sulfato de aménio.
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Figura 4-13 - CTA em MPR-S. Sistema tamponante: citrato de sddio 1,5 mol/L. Volume da coluna: 1,0
mL. Alimentacdo (A): 250 uL de lisado neutralizado. Vazdo: 0,25 mL/min. Perfil cromatografico:
Tampéo de lavagem: citrato de sddio 1,5 mol/L, pH 8,0; Tampd&o de Elui¢do (E): Tris-HCl 10 mmol/L,
pH 8,0 em gradiente linear. Fra¢gGes etapa de lavagem (W), frages etapa de eluicao (E).
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Figura 4-14 - Perfil eletroforético- CTA em MPR-S. Sistema tamponante: citrato de sdédio 1,5 mol/L.
Eletroforese em gel de agarose 0,8%. MM: Marcador molecular AdX (Biolabs); A: lisado neutralizado

alimentado na coluna. Fragdes etapa de lavagem; W2-W6. Fracdes da etapa de elui¢do: E32-E42.
(OC) pDNA: pDNA circular aberto, (SC) pDNA: pDNA superenovelado.
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Tabela 4-3. Dados referentes a qualidade acerca do pDNA obtido ap6s cromatografia utilizando matriz MPR e
tampéo citrato de sédio 1,5 mol/L (CS).

Amostra PDNA Proteinas Endotoxina
M Y (%) *P.R. C **R C **R
(H9) (%) (ng/mL) (%) (EU/mL) (%)
Lisado 9,88 100 3,00 269,05 326,74
E32 1,16 12,00 80,00 14,50 78,00 0,54 99,80

Y:Recuperacao. *P.R.:Pureza Relativa = (Equacao 3.1). R:Remocéao. N.D.:Nao detectado. C:Concentracgao.
**Referente ao teor de proteina no lisado celular e o teor encontrado na amostra da cromatografia negativa.

*** Referente ao teor de gDNA e ET no lisado celular e o teor encontrado na amostra da cromatografia negativa.
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4.3.2 Cromatografia tiofilica aromatica (CTA) utilizando sistema adsortivo
MPR-S e tampao sulfato de aménio 1,5 mol/L (SA)

Os resultados das fragdes resultantes da cromatografia tiofilica com tampao
SA (Figura 4-15) demonstraram uma relevante recuperagdo de isoformas pDNA
(SC) e (OC) (na fracdo de eluicdo E27) (Figura 4-16), como observado

anteriormente com o tampao citrato de sédio 1,5 mol/L.

No entanto, na condigdo tamponante utilizada (SA) verificou-se uma menor
interacao entre as isoformas de pDNA e o ligante, uma vez que parte das isoformas
de pDNA CA foram recuperadas na etapa de lavagem (fracdo W2, conforme pode

ser observado no gel de eletroforese da Figura 4-16).

A pureza relativa foi aumentada em torno de 13 vezes se comparada ao
lisado neutralizado alimentado na coluna, sem nenhuma etapa de pré-purificacdo
anterior. Este sistema promoveu também a recuperacao satisfatéria de uma mistura
de isoformas SE e CA de pDNA, fracdo E27, observada como pico no

cromatograma (Figura 4-15) e no gel de eletroforese (Figura 4-16).

Através de analises quantitativas para determinacdo de proteinas e
endotoxinas, visualizou uma remocao significativa de proteinas, em torno de 80% e

da total eliminagdo de endotoxinas (Tabela 4-4).

Em geral, o sulfato de aménio em CTA é utilizado em concentragées muito
altas na etapa de adsorcédo, como por exemplo, a indicada no kit comercial Plasmid
Select (GE Healthcare), com sulfato aménio a 4,0 mol/L. No presente estudo, no
entanto, o emprego deste tamp&o em concentragdes muito menores (1,5 mol/L),
demonstrou resultados satisfatorios, com remocao de grande parte das impurezas,
principalmente endotoxinas e com recuperacao de 36% de pDNA nas isoformas SE
e CA.
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Figura 4-15 - CTA em MPR-S. Sistema tamponante: sulfato de aménio 1,5 mol/L. Volume da coluna:
1,0 mL. Alimentacdo (A): 250 ulL de lisado neutralizado. Vazdo: 0,25 mL/min. Perfil cromatografico:
Tampao de lavagem: sulfato de aménio 1,5 mol/L, pH 8,0; Tampao e Elui¢do (E): Tris-HCI 10 mmol/L,
pH 8,0 em gradiente linear. Fra¢cGes etapa de lavagem (W), frages etapa de eluicao (E).

MM A w2 w3 W4 E27 E37 E42 EA43

-

L
© w o W

23130

- 9416
6557

- 4361
- 2322 pDNA (OC)
- 2027

pDNA (SC)

- 1383
- 1078

© 872

© 603/564

310
T 281271
234

194

RNA

Figura 4-16 - Perfil eletroforético- CTA em MPR-S. Sistema tamponante: sulfato de amdnio 1,5
mol/L. Eletroforese em gel de agarose 0,8%. MM: Marcador molecular AdX (Biolabs); A : lisado
neutralizado alimentado na coluna. Fragdes etapa de lavagem; W2-W4. FracGes da etapa de eluicdo:
E27-E43. (OC) pDNA: pDNA circular aberto, (SC) pDNA: pDNA superenovelado.
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Tabela 4-4. Dados referentes a qualidade acerca do pDNA obtido apds cromatografia utilizando matriz MPR

e tampao sulfato de aménio 1,5 mol/L (SA) como tampéao de adsorcéo.

Amostra PDNA Proteinas Endotoxina
M Y (%) *P.R. Cc **R Cc **R
(H9) (%) (ng/mL) (%) (EU/mL) (%)
Lisado 8,21 100,00 4,00 267,40 305,01
w2 0,80 9,00 13,00 12,77 80 N.D. 100
E27 3,00 36,01 53,00 11,70 82 N.D. 100

Y: Recuperacao. *P.R.:Pureza Relativa = (Equagao 3.1). R:Remocao. N.D.:Nao detectado. C:Concentragao.

**Referente ao teor de proteina no lisado celular e o teor encontrado na amostra da cromatografia negativa.

*** Referente ao teor de gDNA e ET no lisado celular e o teor encontrado na amostra da cromatografia negativa.
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4.3.3 Cromatografia tiofilica aromatica (CTA) utilizando sistema adsortivo
MPR-S e tampao fosfato de potassio 2,0 mol/L (FP)

O tampao FP 2,0 mol/L propiciou interagdo das isoformas de pDNA SE e CA
com o adsorvente MPR-S, como pode ser observado (Figura 4-17 e 4-18) nas pistas
correspondentes as fragdes E31, E34, E35 da etapa de eluicdo. Estas fracdes
tiveram picos relativamente bem definidos no cromatograma (Figura 4-17)

correspondente a cromatografia tiofilica aromatica.

A saida das moléculas de RNA foi percebida ao longo de todas as fragées nas
etapas de lavagem e eluicdo; as outras impurezas foram removidas de forma
satisfatoria (Tabela 4-5), principalmente no que se referem a endotoxinas cuja a

remocao foi de 100%.

No tocante a remocéao de proteinas, a remocao foi de 80-86%, um valor aquém
do permitido pelas agéncias reguladoras, mas um resultado satisfatério levando em

consideracao o lisado neutralizado alimentado na coluna.
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Figura 4-17 - CTA em MPR-S. Sistema tamponante: fosfato de potassio 2,0 mol/L. Volume da coluna: 1,0
mL. Alimentagdo (A): 250 ul de lisado neutralizado. Vazdo: 0,25 mL/min. Perfil cromatografico: Tampao
de lavagem: Fosfato de potdssio 2,0 mol/L, pH 8,0; Tampdo e Elui¢do (E): Tris-HClI 10 mmol/L, 8,0 em
gradiente linear. Fra¢Oes etapa de lavagem (W), fragdes etapa de eluicdo (E).

MM A W3 W4 W5 E31E34 E35E39 E40 E41 E42 E43 E44

o R R R R—R—all - R e

P 23130
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603/564
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281/271
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194

RNA

Figura 4-18 - Perfil eletroforético- CTA em MPR-S. Sistema tamponante: fosfato de potdassio 2,0 mol/L.
Eletroforese em gel de agarose 0,8%. MM: Marcador molecular ApX (Biolabs); A: lisado neutralizado
alimentado na coluna. Fragdes etapa de lavagem; W3-W5. FracOes da etapa de eluicdo: E31-E44. (OC)
pDNA: pDNA circular aberto, (SC) pDNA: pDNA superenovelado.
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Tabela 4-5. Dados referentes a qualidade acerca do pDNA obtido ap6s cromatografia utilizando matriz MPR
e tampao fosfato de potassio 2,0 mol/L (FP) como tampao de adsorcao.

Amostra PDNA Proteinas Endotoxina
M Y (%) *P.R. (ng/mL *R (EU/mL) **R
(ng) (%) ) (%) (%)
Lisado 5,80 100,00 2,00 443,4 258,00
E31 0,58 10,00 22,00 11,90 86,00 N.D. 100,00
E34 0,70 12,00 24,00 17,00 80,00 N.D. 100,00

Y: Recuperacao. *P.R.:Pureza Relativa = (Equacao 3.1). R:Remocao. N.D.:Nao detectado.
**Referente ao teor de proteina no lisado celular e o teor encontrado na amostra da cromatografia negativa.

*** Referente ao teor de gDNA e ET no lisado celular e o teor encontrado na amostra da cromatografia negativa.
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4.4. Discussoes gerais

Tabela 4-6. Dados comparativos da qualidade acerca do pDNA obtido frente aos sistemas experimentados.

Sistema Sal Recuperacao Pureza Proteinas gDNA E.T.
cromatografico Relativa
Phe-S Citrato de 5% 20% 91% 100% 100%
sodio
TS Sulfato de 47% 24% 97% 98% N.D.
Aménio
MPR-S Citrato de 12% 80% 78% N.D. 99,8%
sodio
MPR-S Sulfato de 36% 53% 82% N.D. 100%
Aménio
MPR-S Fosfato de 12% 24% 86% N.D. 100%
potassio

N.D.:Nao determinado
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Os resultados analisados do sistema de cromatografia tiofilica aromatica MPR-
S empregando o sal sulfato de aménio 2,0 mol/L, se mostrou interessante no tocante a
recuperagao (36%) de pDNA frente aos outros sais testados (Tabela 4.6). O fato do
sulfato de aménio ter uma capacidade de “salting out” maior dos que os demais, citrato
de sédio e fosfato de potassio, pode explicar a recuperacéo alcancada, ja que induz
uma maior compactacdo da biomolécula de pDNA, mantendo suas bases hidrofébicas
no interior da molécula, dificultando a interacdo com o ligante e fazendo com que a
recuperagao ocorra nas primeiras fragbes da etapa de lavagem.

Ja o sistema CPA utilizando como sal citrato de sédio e o ligante fenilalanina se
mostrou promissor quanto a pureza relativa, se comparado a outros estudos utilizando
aminoacidos como histidina (SOUSA et al., 2006), lisina (SOUSA et al.,2011) e
arginina (SOUSA et al., 2008, 2009, 2010), se levado em consideracao, o fato destes
terem utilizado o lisado clarificado e ndo o neutralizado. O sistema TS com sal sulfato
de aménio demonstrou uma recupercao satisfatoria de pDNA, contudo, apesar da
remogao satisfatoria de proteinas e endotoxinas, houve alta presenca de RNA nas

principais fragoes.

Entre as duas técnicas cromatograficas CPA e CTA, pode-se dizer que a que
apresentou melhores resultados tanto dos aspectos de recuperacao quanto de pureza

relativa foi a tiofilica aromatica.

76



5 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos com o uso do ligante pseudobioespecifico
fenilalanina é possivel concluir, que dos trés sistemas adsortivos utilizados, o que
apresentou melhor desempenho foi o tampao citrato de sédio 1,5 mol/L. Este
tampao possibilitou a ndo retencao das isoformas de pDNA, inclusive a isoforma
superenovelada de interesse terapéutico, fato este evidenciado por sua eluicdo nas
fracoes de lavagem iniciais. O citrato promoveu, no entanto, a retencao de boa parte
das moléculas de RNA, que puderam ser recuperadas principalmente nas fracdes
de eluicdo. A remocéao de grande parte de gDNA e endotoxinas (entre 99-100%) e
cerca de 84% do total de proteinas inicialmente encontrados no lisado neutralizado
alimentado na coluna, permite afirmar que este sistema pode ser usado de forma
promissora como cromatografia negativa, para uma etapa de pré-purificacdo de
pPDNA.

Os sistemas tamponantes utilizados nessa mesma fase estacionaria, fosfato
de potédssio 2,0 mol/L e sulfato de aménio 1,5 mol/L, apesar de também n&o
promoverem a adsor¢cao do pDNA e isoformas, propiciaram a co-eluigdo de muitas
impurezas com a molécula de interesse, sendo a proporcao entre as moléculas de
pDNA e contaminantes muito desfavoravel e com consequente baixa recuperacao e

pureza relativa.

Ante ao sistema adsortivo testado com o outro aminoacido, D-triptofano, este
também de natureza hidrofébica, pode-se observar que o tamp&o que proporcionou
melhores resultados foi o sulfato de aménio 1,5 mol/L. Nesta condicdo, as
impurezas foram retidas, sendo estas eliminadas em sua maioria na etapa de
eluicdo, comportamento este que demonstra seu uso como cromatografia negativa,
semelhantemente ao encontrado com o aminoacido fenilalanina. Observou-se uma
boa remocao de proteinas, gDNA e endotoxinas (97 a 99%) na principal fracdo de
interesse, com recuperacdo de aproximadamente 48%. A vantagem dessa

condi¢cao tamponante reside no fato do uso de uma concentragdo menor de sulfato
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de amoénio, de um avang¢o no tocante a um menor impacto na quantidade de

efluentes nocivos lancados ao meio ambiente.

Comparando-se os resultados, tem-se que o D-triptofano-Sepharose € o
adsorvente mais promissor para uso em uma etapa de pré-purificacdo de DNA
plasmidial em cromatografia negativa, uma vez que este apresentou melhor

desempenho no que se refere a recuperagao e remocao de impurezas.

No tocante ao uso do ligante de natureza tiofilica aromatica mercaptopiridina,
os resultados obtidos permitem concluir que o melhor sistema tamponante
experimentado foi o sulfato de aménio 1,5 mol/L, diante de uma recuperacéo de
pDNA de 36%. O tampao citrato de sédio 1,5 mol/L promoveu um relevante
aumento na pureza relativa (80%), mas com recuperacao menor de 12%. O tampéo
fosfato de potassio se mostrou promissor quanto a remocdo de endotoxinas,
alcancando 100%.

Os resultados com o ligante mercaptopiridina e tampao sulfato de aménio,
foram obtidos com baixa concentracdo salina, diferentemente das cromatografias
com ligantes tiofilicos para recuperacéo e purificagdo de pDNA, que sdo geralmente
usados e, inclusive recomendados por kits comerciais, 0 emprego de concentracoes

de 4 mol/L de sulfato de amoénio.
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