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Resumo

Existem mais de 200 tipos de cancro descritos e em mais de 50% dos casos, o gene supressor de
tumor TP53 encontra-se mutado. Esta condicao promove diferentes alteracdes aos mecanismos
fisiologicos, passando a célula a adquirir auto-suficiéncia em sinais de crescimento;
insensibilidade a sinais de anticrescimento; angiogénese sustentada; capacidade de invasdo de
tecido e metastase; potencial replicativo ilimitado e evasdao de morte celular programada
(apoptose). Numa situacdo normal, a proteina p53 protege as células contra a tumorigénese
detetando stresse metabélico ou danos no DNA, e o seu mecanismo de resposta é dependente
do tipo de célula e da lesdo que esta presente. Em resposta ao stresse, a p53 pode levar a
célula a senescéncia, autofagia, paragem do ciclo celular, reparacdo do DNA e apoptose. Dessa
forma, é razoavel supor que o reestabelecimento da funcdo da p53 possa controlar a
proliferacao do cancro. O presente trabalho pretende descrever o efeito que as condicdes
usadas na purificacdo do pDNA, podem ter na sua estabilidade e atividade. Assim, é apresentada
a aplicacao de trés colunas cromatograficas para purificar a isoforma superenrolada de pcDNA3-
FLAG-p53, um plasmideo terapéutico. A estabilidade e a atividade bioldgica do plasmideo foram
posteriormente avaliadas por dicroismo circular, potencial zeta, expressdo de proteina e
apoptose pelo teste ELISA. Os resultados apresentados mostram que a topologia B do DNA foi
mantida nas trés amostras purificadas por cromatografia de afinidade e que a maior
bioatividade foi verificada para o pDNA purificado através da matriz de arginina macroporosa,
seguido por monolito de histidina e histidina agarose. Apesar do grau de pureza de 92% e
rendimento de recuperacao de 43% do sc pDNA isolado por arginina macroporosa, esta amostra
permitiu a obtencdo de maiores niveis de expressdo da proteina terapéutica e
consequentemente maior efeito apoptotico que as outras amostras de pDNA purificado por
histidina agarose (grau de pureza de 97% e recuperacao de 42%) e mondlito de histidina (grau
de pureza de 100% e rendimento de recuperacao de 72%). Esse comportamento pode estar
relacionado com as condicées cromatograficas usadas na matriz de arginina macroporosa,
nomeadamente a baixa forca ionica de NaCl, em tampao de pH neutro e baixas temperaturas,
quando comparadas as condicdes de elevada forca ionica, usando (NH,4),SO4 e temperatura

ambiente ou pH acido, aquando da purificacdo do pDNA com matrizes de histidina.

Palavras-chave

Cromatografia de afinidade, forca idnica, plasmideo codificador de p53, pH, bioatividade de

pDNA superenrolado, temperatura.






Abstract

There are more than 200 types of cancer described and in more than 50% of cases, the tumour
suppressor gene TP53 is damaged, leading the cell to different alterations on physiological
mechanisms, gaining self-sufficiency in growth signals; insensitivity to antigrowth signals;
sustained angiogenesis; ability for tissue invasion and metastasis; limitless replicative potential
and evasion of programmed cell death (apoptosis). In normal situations, the protein p53
protects the cells against tumorigenesis detecting metabolic stress or DNA damage, and its
response mechanism is dependent on the kind of cell and injury caused. In response to stress,
p53 could lead the cell to senescence, autophagy, cell cycle arrest, DNA repair and apoptosis.
In this way, it is reasonable to assume that the reestablishment of p53 function, may restrain
the proliferation of cancer. The present work describes the effect of the chromatographic
conditions used for pDNA purification on the stability and bioactivity of pDNA. Thus, three
chromatographic columns were used to purify the supercoiled isoform of pcDNA3-FLAG-p53, a
therapeutic plasmid. The stability and biological activity were evaluated by circular dichroism,
zeta potential, expression of protein and apoptosis by ELISA assay. The results showed that the
B-DNA topology was maintained for the three pDNA samples purified by affinity
chromatography, but the bioactivity was better when using a pDNA purified through arginine
macroporous, followed by histidine monolith and histidine agarose. Despite of the purity degree
of 92% and recovery yield of 43% of the sc pDNA isolated by arginine macroporous, this sample
was able to induce a higher p53 protein expression level and consequently a higher apoptotic
effect, than other samples obtained by histidine agarose (purity degree of 97% and recovery of
42%) and histidine monolith (purity degree of 100% and recovery yield of 72%). This behavior
can be related with the chromatographic conditions used in arginine macroporous, namely the
low ionic strength of NaCl, at neutral pH and lower temperatures, when compared to the high

ionic strength of (NH,),SO4 and room temperature or acidic pH used in histidine-based columns.

Keywords
Affinity chromatography, ionic strength, p53 encoding plasmid, pH, supercoiled pDNA

bioactivity, temperature.
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Visao Global da Tese

Esta tese esta estruturada em 5 capitulos:

No Capitulo 1 é apresentado um breve enquadramento dos trabalhos e avancos realizados no
ambito da utilizacdo do DNA como Biofarmaco. Adicionalmente, esta incluida uma revisao de
literatura sobre a terapia génica enfatizando a sua aplicacdo na terapia do cancro, uma vez
que € o foco de aplicacdo abordado neste trabalho. Nesta revisao bibliografica, € ainda
apresentada a abordagem biotecnoldgica que esta na base da preparacdo de DNA plasmidico

com potencial aplicacdo em terapia génica.

O Capitulo 2 refere-se ao objetivo global do presente trabalho, sendo igualmente detalhados

os objetivos mais especificos, onde estdo definidas as etapas executadas ao longo dessa tese.

O Capitulo 3 relaciona os materiais usados em cada etapa desse trabalho, bem como descreve

a metodologia experimental usada para atingir os objetivos.

No Capitulo 4 estao sumarizados os resultados alcancados no ambito deste projeto, que estao
organizados de acordo com as tematicas e etapas do processo para obtencao do pDNA. Apos a
abordagem dos principais resultados obtidos na etapa de producao, estao incluidos os resultados
da purificacdo de pDNA, usando trés abordagens distintas. Posteriormente sdo incluidos os
resultados de caracterizacao da estabilidade estrutural bem como da avaliacao da bioatividade
do pDNA obtido através de cada processo de purificacdo, com vista a discussao integrada sobre

o efeito das condicdes de purificacao sobre a estabilidade e atividade do pDNA.
O Capitulo 5, relata as principais conclusdes observadas, seguido das perspetivas futuras que
sugerem algumas ideias que podem vir a ser trabalhadas seguindo essa mesma linha de

investigacao.

No final (em Anexo) esta incluida a versao do artigo que resulta deste trabalho e que se encontra

submetido para publicacao.
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1. Introducéao

Os avancos na biologia molecular, particularmente desde a descoberta do gene como elemento
com funcao na hereditariedade, por Gregor Mendel no século XIX, até a descodificacao do
genoma humano, passando pela elucidacao da existéncia e funcao das enzimas de restricao,
em muito contribuiram para a evolucao de técnicas revolucionarias como a tecnologia do DNA
recombinante, que permitem a manipulacao, clonagem e expressao de genes em diferentes
células [2]. Com a possibilidade de manipular o acido desoxirribonucleico (DNA), a area da
genética molecular ganha impacto, fornecendo também potencial para a correcao de genes
alterados, ou até mesmo adicdo de genes em falta diretamente no genoma, sendo assim um
importante pilar para a terapia génica [3]. A investigacdo no ambito deste tipo de terapias
inovadoras ganhou atencao desde entdo, inicialmente visando a cura de doencas monogénicas,
mas com a sequenciacdo do genoma humano [4, 5] varias abordagens mais ambiciosas passaram
a ser alvo de estudo, visando o tratamento de doencas multifatoriais e hereditarias [6]. Assim
sendo, é importante salientar que um gene exogeno inserido e expresso em outra célula, fica

entdo definido como um transgene, que geralmente € o alvo para terapia génica.

1.1 Terapia Génica

A Terapia Génica € uma abordagem terapéutica que consiste na substituicao de genes mutados
por genes funcionais, bem como a insercao de genes ausentes em uma determinada célula, com
a finalidade de producéo de uma proteina funcional para a manutencao da viabilidade celular,
evitando ou tratando a doenca [7]. De facto, ao contrario das estratégias terapéuticas
inovadoras que se pretende que atuem na causa da doenca, as estratégias convencionais tém-
se focado essencialmente com controlo das consequéncias provocadas pela patologia [8]. A
abordagem de terapia génica, teoricamente poderia ser executada em células germinativas,
mas atualmente as aplicacdes sdao somente em células somaticas, uma vez que a insercao de
genes nesta linhagem celular, seguida da expressdao transiente no nicleo da célula, é
considerado mais segura pelas agéncias reguladoras, como Food and Drug Administration (FDA)
e European Medicines Agency (EMA) [9]. Ao contrario, a abordagem em linhas germinativas,
teoricamente, poderia ser vantajosa considerando o facto de que o transgene poderia ser
transferido para as células descendentes, mas na pratica, nao se conhecem quais poderiam ser
as consequéncias reais desse tipo de tratamento. Quanto aos protocolos terapéuticos de
transferéncia génica, esses podem incidir em duas vertentes (figura 1): usando a abordagem
“ex vivo” onde células do doente sdao removidas, geralmente por bidpsia, para em seguida
serem incubadas com o transgene, normalmente associado a um vetor, e serem posteriormente
reinjetadas no organismo do individuo em tratamento. Esta abordagem pode representar uma
mais valia pelo facto de permitir a selecao de células com as alteracdes genéticas alvo, antes

da aplicacdo no doente [10]. Por outro lado, a abordagem “in vivo” recorre a insercao do



transgene diretamente no organismo do doente [11], sendo que esta abordagem pode ser (til

caso o tecido alvo néo seja de facil acesso [12]

Terapia Génica

ex vivo in vivo
M Célula alvo M
Gene exogeno retirada do Gene exdgeno
doente

Gene exogeno
inserido no

Vetor modificado com o
vetor gene terapeutico
Inoculacdo  das %ﬂ

células do doente
com vetor alvo
. etor recombinante
diretamente injetado no

doente
Células do doente
modificadas com o

gene terapéutico Células modificadas sao
reinjetadas no individuo para
expressarem a proteina
codificada pelo gene

Figura 1: A representacao mostra a abordagem “ex vivo” (lado esquerdo), onde as células do doente sao
removidas, geralmente por biopsia, para serem cultivadas em meio de crescimento e inoculadas com os
vetores que transportam o gene terapéutico. Em seguida, as células modificadas sdo selecionadas e
reinjetadas no doente. Na abordagem “in vivo” (lado direito), os vetores com o gene terapéutico sao

diretamente injetados no organismo do doente. (Adaptado de Kaji and Leiden (2001)) [13]



0 protocolo “ex vivo”, foi usado no primeiro tratamento por terapia génica em humanos na
década de 90, onde a reposicao génica foi feita em células T retiradas de duas criancas afetadas
por uma disfuncao genética conhecida como deficiéncia de adenosina desaminase (ADA) [14].
Os portadores de ADA sofrem de uma severa desordem do sistema imunitario, devido a auséncia
da enzima adenosina desaminase que € responsavel pela manutencao dos linfocitos T e como
consequéncia estdao expostos a diferentes agentes infecciosos, que podem causar a morte dos
portadores desta doenca monogénica [15]. Apos a incubacao das células T com o vetor retroviral
contendo o gene recombinante que codifica para a adenosina desaminase, as células foram
reinjetadas nas criancas, resultando no sucesso do tratamento, o que encorajou novos
tratamentos [14]. Esse grande entusiasmo, levou também ao uso de abordagens mais
ambiciosas, como o tratamento “in vivo”, onde o gene é administrado diretamente no
organismo do doente. Num ensaio seguinte, foi feita uma tentativa de reverter a deficiéncia de
ornitina transcarbamilase (OTC), que é uma enzima hepatica responsavel pela remocédo do
excesso de azoto de aminoacidos e proteinas [16]. Neste caso, foi feita a injecao do gene OTC,
diretamente no organismo de um jovem de 18 anos, usando um adenovirus como vetor. Quatro
dias apos o tratamento, ocorreu a sua morte por faléncia multipla dos 6rgdos, muito
provavelmente como resultado da resposta imune ao vetor viral [17]. Outro ensaio de terapia
génica foi usado para tratar 10 criancas portadoras de imunodeficiéncia severa combinada
ligada ao cromossomo X (SCID- X1), popularmente conhecida como sindrome do “menino
bolha”. A abordagem utilizada, foi “ex vivo” e as células sanguineas dos doentes foram
incubadas com um vetor retroviral para entrega do gene funcional, que em seguida foram
reinjetadas nas criancas, no entanto, o tratamento nao foi bem sucedido e 2 criancas
desenvolveram leucemia 30 meses apos o tratamento, gerando dividas em relacao aos vetores
usados em terapia génica [18]. Dessa forma, muitos dos trabalhos de terapia génica foram
perdendo forca enquanto outros acabaram por ser descontinuados até que novas abordagens
comecaram novamente a impulsionar o campo desta abordagem terapéutica. A figura 2 mostra

0 progresso nesta area desde a primeira aprovacdo em 1989 até o ano 2018.
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Como referido, muitas das quedas observadas deram-se por complicacées em determinados
casos, por exemplo, associados aos sistemas de entrega e vetores virais usados, como foi o caso
da morte de Jesse Gelsinger [17] e outras complicacées, como o caso das criancas que
desenvolveram leucemia apos tratamento para reverter SCID-X1 [18]. Esses acontecimentos
levaram a uma suspensao nos ensaios clinicos na Unido Europeia e Estados Unidos, com as
atividades sendo apenas retomadas a partir de 2012 [19]. Entretanto a China, que nao
interrompeu os estudos no periodo de suspensdo, ocupou a lideranca da investigacao na area
da terapia génica, uma vez que o governo e a Chinese Food and Drug Administration (CFDA)
continuaram a apoiar essas atividades [19], o que os levaria a aprovar o primeiro produto de
terapia génica para uso comercial, Gendicine™, que tem como aplicacdo, o tratamento de
cancro da cabeca e pescoco e utiliza o gene que codifica a proteina p53, e um adenovirus
atenuado como veiculo de entrega do gene terapéutico. A retomada dos tratamentos
terapéuticos em 2012 por paises membros da Unido Europeia e pelos Estados Unidos, foi
impulsionada principalmente, pela busca de vetores capazes de garantir ndo somente a
expressao estavel do gene a nivel nuclear, durante o tempo necessario para o tratamento da
doenca mas também mais seguros e que nao provoquem efeitos adversos associados a esses

vetores de entrega [20].
1.2 Vetores terapéuticos

Devido as propriedades semipermeaveis da membrana plasmatica, é necessario encontrar um
vetor que facilite a entrada do gene nas células eucarioticas, uma vez que a absorcdo do gene
pela membrana eucaridtica é quase nula [21]. Essa dificuldade na absorcao do material genético
(DNA, RNA) pela membrana, deve-se principalmente pela forte carga negativa dos acidos
nucleicos [22]. Para contornar essa dificuldade, a técnica do DNA recombinante no contexto

terapéutico, tem sido o primeiro passo para a terapia génica, possibilitando a manipulacao do
6


http://www.abedia.com/wiley/years.php)

gene e clonagem numa molécula de DNA base, designada de vetor. Os genes terapéuticos,
normalmente sao clonados entre sequéncias nucleotidicas responsaveis pelo controlo e
expressao do gene, como os promotores, enhancers e sequéncias de poliadenilacdo, podendo
essas sequéncias variar, intensificando ou diminuindo, os niveis de expressao proteica [23] e
até mesmo restringir a expressao a um determinado tipo de células [24]. O uso e selecdo dos
vetores depende dos genes e tipo de células onde os transgene serao expressos e variam quanto
a eficiéncia de entrega do material genético, seletividade celular, toxicidade causada e
capacidade de protecao do gene transportado. Atualmente, para uso em terapia génica, duas
classes principais de vetores (figura 3) tém sido amplamente usadas, nomeadamente os vetores

de origem viral e nao viral.
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Figura 3: Representacao dos principais vetores usados em terapia génica
(Fonte: http://www.abedia.com/wiley/vectors.php).

1.2.1 Vetores virais

Devido a capacidade natural de infetar e transmitir o seu DNA as células, os virus foram
identificados como elementos potencialmente vantajosos para a terapia génica, considerando
até o facto de poderem transmitir grandes cargas genéticas, garantindo a expressao do
transgene na célula modificada e a alta especificidade celular, que permite a entrega seletiva
do transgene a célula [7]. Muito embora os vetores virais para uso terapéutico tenham sua
capacidade virulenta eliminada ou atenuada, o que é feito geralmente por eliminacao da

capacidade de replicacao intracelular, esses vetores podem apresentar desvantagens pela
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capacidade de causar infecoes em determinados individuos, podendo induzir graves respostas
imunogénicas e causando mesmo a morte. O que acontece é que esses virus com a capacidade
de replicacdo atenuada, podem ainda, adquirir os genes responsaveis por essa replicacao,
talvez por um processo de recombinacdo genética que pode acontecer durante o processo de
atenuacao, o que por sua vez ira restituir ou até intensificar a capacidade replicativa do virus,
como no caso dos adenovirus [25-27]. Diferentes virus tém sido usados como vetores
terapéuticos e a escolha geralmente recai no tipo de célula a ser tratada, nas caracteristicas
do transgene e a forma de atenuacdo usada para minimizar os possiveis problemas causados
pelo virus no doente (Tabela 1). Dos principais problemas que podem ser causados pelo uso dos

vetores virais, a imunogenicidade e oncogenicidade sao os mais reportados na literatura[28].
1.2.2 Vetores nao virais

Como alternativa aos vetores virais, surgem os plasmideos (moléculas de DNA circular) que se
apresentam como sistemas mais seguros e promissores para aplicacao em ensaios de Terapia
Génica [29]. Desde a década de 90 que os vetores nao virais, e especificamente os plasmideos,
tém atraido a atencdo da comunidade cientifica por serem relativamente faceis de produzir,
apresentarem custos reduzidos, além de possibilitarem um melhor armazenamento e transporte
do transgene [7]. As taxas de integracao dos plasmideos ou fragmentos no genoma hospedeiro
sdo reduzidas e a molécula pode ser administrada nas células dos doentes, repetidas vezes, o
que representa outra grande vantagem em relacao aos vetores virais [7]. Mas apesar das
vantagens dos plasmideos sobre os vetores virais, alguns desafios ainda precisam ser
contornados para maximizar e melhorar o uso do pDNA na area da terapia génica. Em grande
parte, a natureza estrutural do plasmideo traz algumas limitacdes a aplicacdo, por exemplo:
qguanto maior for o plasmideo, maior deve ser o cuidado a ter durante a sua manipulacdo, uma
vez que este sera mais suscetivel ao cisalhamento durante as etapas laboratoriais de producéo
e recuperacao [30]. E importante também ressaltar que o tamanho do plasmideo pode aumentar
a taxa de recombinacao intramolecular, durante a biossintese da molécula no interior da célula
hospedeira, além de aumentar também a carga metabdlica da célula, podendo comprometer o
rendimento final do plasmideo [31-33]. Os plasmideos tém a funcdo natural de oferecer as
bactérias (hospedeiras naturais) vantagens adaptativas [34, 35]. No entanto, na sua aplicacdo
na tecnologia de DNA recombinante, mais importantes sdo as sequéncias especificas para
expressao do produto e as sequéncias que constituem os modulos de replicacdo que garantem
que a molécula seja replicada no hospedeiro. No entanto, a limitacao de replicacdo num so
hospedeiro pode também ser considerada uma desvantagem, ja que na maioria das vezes os
plasmideos usados em vetores terapéuticos acabam por se limitar a replicacées em células
bacterianas que representam alguma patogenicidade humana [36]. Esses sao exemplos de
algumas limitagbes que estao a ser consideradas e contornadas com construcoes mais

inovadoras desses vetores.



Tabela 1: Comparacgdes entre algumas caracteristicas dos principais vetores usados em terapia génica [37]

o Vetores nao
Vetores virais

Caracteristicas virais
Adenovirus Adenoassociados Retrovirus Lentivirus Plasmideo
Genoma dsDNA ssDNA sSRNA sSRNA dsDNA
Capacidade Nao é
37kb 4,9kb 8kb 8kb
Transgene conhecido
Células
Independente Independente sim Independente Independente

proliferativas

Integracéo no Raro.
genoma Nao Condicionado ao Sim Sim Raro
hospedeiro gene Rep
Expressao . . , , .
Transiente Transiente Estavel Estavel Transiente
transgene
Resposta .
] Alta Pouca Pouca Pouca Nao
imune
Resposta
Problemas ) L Resposta o - o B B
. inflamatoria/ . L. Mutacao/insercao | Mutacao/insercao Nao
relacionados o inflamatoria
toxicidade

1.3 Métodos e Sistemas de Entrega de material genético

Um estudo feito em animais estimou que a meia vida do plasmideo apods injecao intravenosa
era de apenas 10 minutos [38], devido a existéncia de varias endonucleases presentes no fluido
extracelular [39]. No entanto, e ainda que o plasmideo nao se degradasse, também é conhecido
o facto de os acidos nucleicos, por si sO0 ndo serem eficientes a atravessar a membrana celular
e nuclear para promover a entrega do gene e conduzir a expressao da proteina [22], e mesmo
o citoplasma oferece resisténcia ao plasmideo livre, ja que este espago também esta repleto
de endonucleases [39]. Considerando que ambas as entregas do material genético pelas vias in
vitro e in vivo sdo comprometidas pela existéncia de endonucleases, algumas medidas
precisaram ser adotadas para contornar esta problematica no campo da terapia génica. Trata-
se entdo do uso de métodos e sistemas de entrega dos acidos nucleicos, que podem ser
realizados com recurso a métodos fisicos, particulas inorganicas ou métodos quimicos [40],

conforme mostra a tabela 2.



Tabela 2: Métodos e Sistemas de entrega utilizados

Método/Sistema de

Categoria entrega produto Metodologia/material Referéncias
terapeutico
Microinjecao Injecado na célula [40]
Campo elétrico permeabiliza a membrana
Eletroporacao [41]
plasmatica
Bombardeamento de particula a alta
Biobalistica (gene gun) [40]
§ velocidade
E Entrega hidrodinamica Pressao hidrodinamica por injecao rapida [42]
©
38 Ultrasson, permeabiliza a membrana
= Sonoporacao [43,44]
plasmatica
Material genético em particulas magnéticas,
Magnofeccao inoculados na célula alvo por campo [40]
magnético
Quitosano [45]
Polimeros Dendrimeros [46]
Polimetacrilatos [47]
[%]
§ Lipossomas Catiénicos [45]
E Lipideos Cationicos
o Emulsdes Cationicos
2]
3 Zein [48]
2
Gelatin [49,50]
Peptideos
Albumina+chitosan [51]
Fibroina da seda [52]
Ouro Superficie flexivel, auxilia funcionalizacao [53]
DNA
Rt Protege o DNA contra clivagem e permite
—_— (%]
2 © Grafeno [53]
b g liberacao gradual do DNA funcionalizado
< on
o o
% g Quantum Dots Eficiéncia na ligacdo com pDNA [54]
=z
Oxido de ferro Eficiente na transformacao fibroblastos [55]
embrionarios de rato
Fosfato de calcio Biocompatibilidade, biodegradavel [56]
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Os métodos fisicos, tém como principio a desestabilizacao da membrana plasmatica alterando
seu estado de permeabilizacdo para facilitar a entrega do produto terapéutico no interior
celular [40]. Os sistemas baseados em nanoparticulas inorganicas, podem oferecer algumas
vantagens pois nao sofrem ataques microbianos, podem ser preparados facilmente, apresentam
uma baixa toxicidade além de se manterem estaveis por mais tempo [57, 53]. Ja as abordagens
de entrega baseadas nos métodos quimicos, oferecem grandes vantagens em relacdo aos
métodos anteriormente citados pois apresentam custos relativamente reduzidos, uma
biodegradabilidade desejada o que evita o acumular da particula no interior celular,
consequentemente evitando toxicidade desnecessaria [58]. Por esses motivos, sdo os mais
usados, mostrando-se eficientes na entrega de uma ampla diversidade de produtos
terapéuticos, como agentes antimicrobianos [59], anticancerigenos [60], hormonas [61],
proteinas [62], vacinas [63] e acidos nucleicos [64, 65]. Relativamente a entrega do vetor
plasmidico por métodos quimicos, importa realcar o uso de lipossomas catidnicos, que
apresentam algumas caracteristicas importantes para diversas estratégias terapéuticas.

Os lipossomas cationicos sao formados por uma bicamada lipidica, com um ou mais atomos de
azoto carregado positivamente. A carga positiva presente na superficie do lipossomo é a
responsavel pela interacao com os acidos nucleicos, facilitando também a interacéo e passagem
através da membrana celular, que é maioritariamente carregada negativamente [66]. Apos a
entrada no citoplasma, o transgene precisa atingir o nucleo para poder ser transcrito e
expresso, sendo este processo facilitado nas células em divisdo, uma vez que o DNA transferido
tem uma maior probabilidade de ser incluido no envelope nuclear, apds a remontagem no final
do ciclo mitético [66]. Comercialmente existem diversos produtos baseados neste tipo de
sistema de entrega, nomeadamente a lipofectamina, que nao apresenta uma eficiéncia de
transfecdo diminuida em células p6s mitoticas [67], e € amplamente reconhecido pela
seguranca na entrega do material genético as células. Os complexos formados, lipofectamina +
pDNA, sdo considerados estaveis e o transporte através da membrana plasmatica ocorre por
endocitose [68]. Um estudo realizado em 2016 sugeriu também que o transporte intracelular
dos complexos lipofectamina+DNA é maioritariamente realizado por movimentos brownianos e
por esse motivo, os complexos acabam por evitar a degradacao lisossomal, resultando numa
melhor taxa de entrega do DNA ao nlcleo, onde o gene sera expresso. Alternativamente aos
movimentos aleatdrios brownianos, alguns sistemas de entrega utilizam preferencialmente o
transporte ativo, feito ao longo dos microtibulos, o que conduz a alguma degradacao do DNA e
subsequentemente uma menor taxa de entrega do material genético ao nucleo [69].

A figura 4 representa o transporte celular do complexo formado entre pDNA e lipofectamina,

onde o complexo é internalizado, através da membrana, via endocitose.
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Figura 4: Representacao esquematica do transporte celular do complexo lipofectamina+pDNA. Adaptado
[39]

A lipofectamina, usada nesse trabalho, representa um veiculo de entrega quimico comercial,
sendo uma alternativa ao uso dos vetores virais. Relativamente aos sistemas de entrega, o
campo da terapia génica hoje conta com as metodologias acima mencionadas e muitas vezes
com o uso combinado dessas estratégias, como por exemplo, em abordagens onde particulas
inorganicas sao cobertas com DNA terapéutico para em seguida serem inseridos nas células por
meio de biobalistica, por exemplo. Nesse caso métodos quimicos e fisicos sdo associados para
um melhor resultado da estratégia terapéutica [70]. Desde a primeira abordagem, no ambito
da terapia génica, ficou evidente também que os avancos dos sistemas de entrega e vetores
terapeuticos sao fundamentais para garantir o sucesso do tratamento, considerando também a
complexidade de muitas doencas a serem abordadas, como € o caso do cancro que representa

hoje 66% das pesquisas terapéuticas (http://www.abedia.com/wiley/index.html)

1.4 Terapia Génica no Tratamento de Cancro

De facto é interessante observar os progressos no campo da terapia génica e o impulso dado a
cada novo medicamento lancado no mercado, desde o primeiro medicamento, Gendicine™,
liberado pela Chinese Food and Drug Administration (CFDA) ainda durante o periodo de
suspensao, conforme mencionado acima (figura 2) até o mais recente, Luxturna™, aprovado

pela FDA. A tabela 3 mostra os farmacos aprovados, com aplicacao em terapia génica.
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Tabela 3: Produtos de terapia génica ja comercializados. Adaptado [71]

Data de Orgao B
Nome Comercial Indicacao Fabricante
Aprovacao Regulamentador
Chinese Food and
Shenzhen SiBiono
o Drug Cancro cabeca e
Gendicine Outubro 2003 GeneTech
Administration pescoco
(Shenzhen, China)
(SFDA)
Carcinoma Shanghai Sunway
Oncorine H101 Novembro 2005 CFDA
nasofaringe Biotech Co
Fator de
crescimento Human Stem Cells
Neovasculgem 2011 Russia
endotelial Institute
vascular (VEGF)
Deficiencia de uniQure
Glybera® Novembro 2012 EMA lipoproteina (Amsterdam,
lipase Netherlands)
Deficiéncia de
GlaxoSmithKline
adenosina ) )
Strimvelis™ Junho 2016 EMA (Middlesex, United
desaminase
Kingdom)
(ADA-SCID)
Novartis
Leucemia
Kymriah™ . Pharmaceuticals
Agosto 2017 FDA linfoblastica
(tisagenlecleucel) (Basel,
aguda
Switzerland)
Kite Pharma,
Yescarta™
. Linfoma de Incorporated
(axicabtagene Outubro 2017 FDA )
células B (Santa Monica,
ciloleucel)
California, USA)
Spark
Luxturna™ Distrofia da Therapeutics, Inc.
(voretigene Dezembro 2017 FDA retina (mutacoes (Philadelphia,
neparvovec-rzyl) bialélica RPE65) Pennsylvania,
USA)

No que se refere aos ensaios clinicos em curso, até ao presente, um total de 2805 ensaios
clinicos com abordagem terapéutica foram concluidos, aprovados ou estao a decorrer, em todo

o mundo. Desses ensaios, (obtidos na base de dados http://www.abedia.com/wiley/), um total

de 1852 ensaios referem-se a intervencoes clinicas ao cancro. Um dos maiores fatores que
justificam a busca por novas formas de tratamento ao cancro sao os fatores relacionados com
as despesas economicas que podem ser cada vez maiores com o aumento de novos casos da
doenca [72]. Dos ensaios com foco na terapia de cancro, 182 tém como abordagem terapéutica
a expressao de supressores de tumor e desses, 47 ensaios tém como alvo o gene p53. A tabela

4 mostra alguns ensaios ja em estagio avancado (fases Ill e IV) e que utilizam genes supressores
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de tumor. Nesses ensaios clinicos relativos a intervencdes no tratamento de cancro, o método
de entrega do transgene € pelo sistema viral e isso se deve ao uso alargado desses métodos,

apesar dos efeitos adversos.

Tabela 4: Ensaios clinicos em fase Ill ou IV, para tratamento de cancro.

Categoria Gene Sistema Entrega Estagio Pais Referéncia
Ensaio
Carcinoma P53 Adenovirus Fase Il China CN-0009
nasofaringe
Cancro Cervical p53 Adenovirus Fase Ill China CN-0010
Carcinoma E1B deleted Adenovirus Fase Il China CN-0030
hepatocelular
Cancro Cabeca e p53 Adenovirus Fase Il Alemanha DE-0072
pescoco
Células escamosas p53 Adenovirus Fase IlI EUA US-0366
cabeca e pescoco
Cancro Cervical HPV-E7 Listeria Fase Il EUA US-1506
monocytogenes
Cancro Tiréide P53 Adenovirus Fase IV China CN-0013
Cancro Tiréide P53 Adenovirus Fase IV China CN-0014

Em ensaios ainda em estagios mais iniciais (fases | e Il), ja é evidenciado o uso de vetores de
entrega nao viral, especificamente os plasmideos (tabela 5). O uso de plasmideos como método
de entrega do transgene tem vindo a ganhar relevancia, uma vez que nao apresentam os riscos
associados aos vetores virais. No geral, o uso de genes supressores de tumor tem sido uma

abordagem promissora para o tratamento de cancro.
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Tabela 5: Ensaios clinicos em fases I/Il para tratamento do cancro, recorrendo aos plasmideos como

sistemas de entrega do transgene.

, Referéncia
Categoria Gene Sistema Entrega Estagio Pais .
Ensaio
Carcinoma Células
HPV-16-E7 pDNA Fase | Holanda NL-0035
escamosas
Cancros Citocromo p-
pDNA Fase | EUA US-0626
avancados 450
Cancros Cit-
pDNA Fase | EUA US-0742
Avancados p450/CYP1B1
LLC* Bcl-2 pDNA Fase I/l Reino Unido UK-0130
Cancro Cervical (HPV)** 16 E7 pDNA Fase I/1I EUA US-0595
) CYT-
Metastase pDNA Fase I/l EUA US-0706
p450/CYP1B1
Neoplasia o )
(HPV) E6/E7 pDNA Fase Il Estonia/Ucrania EE-0001
interepitelial
Neoplasia
Interepitelial (HPV) E6/E7 pDNA Fase Il Coreia do Sul KR-0016
Cervical 3
Ano-Genital
(HPV) E6/E7 pDNA Fase Il Reino Unido UK-0071
neoplasia Il
) CYT-
Glioblastoma pDNA Fase Il EUA Us-0912
p450/CYP1B1

* Leucemia Linfocitica Crénica (LLC); ** Papiloma virus Humano (HPV); Citocromo (CYT)

Inicialmente, a terapia génica limitava-se apenas a intervencdoes em doencas monogénicas e
devido a alguns resultados promissores, as pesquisas no campo das terapias passaram também
a abranger doencas multifatoriais e adquiridas, como no caso do cancro que representa hoje
um grave problema de salde que afeta a humanidade devastando e deixando fortes sequelas
nao somente naqueles que sofrem diretamente com a doenca, mas também naqueles que
indiretamente sao atingidos. O cancro foi responsavel pela morte de 9,6 milhdes de pessoas em
todo o mundo em 2018, sendo a segunda principal causa de morte segundo dados estatisticos
(WHO, 2018 disponivel em https://www.who.int/cancer/en/, consultado dia24/01/2019).
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A figura 5, mostra os principais tipos de cancro associados a maior nimero de mortes no ano
de 2018.

o6bitos x principais cancros

e
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Figura 5: Os cinco principais tipos de cancro responsaveis por maior nimero de mortes no mundo em 2018

Em Portugal, o cancro foi causa de morte de 17607 homens e 11353 mulheres, de todas as
idades, totalizando 28960 casos. Para termos uma ideia, o Figura 6 mostra os 6 tipos de cancro

que mais mataram homens e mulheres em Portugal, no ano de 2018.
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Figura 6: Os principais tipos de cancro que mais mataram em Portugal em 2018
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Estima-se ainda que mundialmente até 2030 possam surgir 17 milhdes de novos casos de cancro

(http://globocan.iarc.fr/ - consultado 08/08/2018). Estes dados levam a uma crescente

preocupacao e motivam a pesquisa de novas terapias que possam substituir as convencionais
que sao na maioria das vezes invasivas, dispendiosas e nem sempre eficazes. As alternativas
que tém sido essencialmente investigadas prendem-se com as estratégias de terapia génica,
que visam uma melhoria efectiva no tratamento de cancro, considerando o crescente
conhecimento acerca dos mecanismos e bases genéticas associadas ao aparecimento e

progressao do cancro.

141 Cancro e sua Base Genética

Danos no material genético da célula, podem levar células normais a sofrer alteracoes, através
de um processo complexo e muitas vezes lento que pode demorar anos. Esse processo acaba
por conferir as células algumas vantagens seletivas, como autossuficiéncia de sinais de
crescimento, insensibilidade a sinais de morte celular, potencial replicativo ilimitado,
angiogénese sustentada, capacidade de invadir tecidos (metastases), escape da vigilancia
imunitaria, instabilidade génica, alteracdes no metabolismo da célula e evasdao da apoptose
[73,74]. Essas principais caracteristicas, postuladas como as hallmarks chave da maioria dos
tipos de cancro, descrevem o tumor e o microambiente por ele formado como forma de
adaptacao. O cancro é uma doenca complexa e quanto mais conhecimento se adquire, mais se
reconhece que os mecanismos que o envolvem podem também fornecer novos dados e novas
perspetivas para possiveis intervencoes e tratamentos da doenca. Por exemplo, sabe-se que em
tumores solidos entre 33 a 66 genes se encontram mutados, alterando a expressao dos seus
respetivos produtos proteicos, sendo que em alguns casos, como em melanoma e cancro do
pulmao, se podem encontrar aproximadamente 200 mutagées [75]. Um notavel acontecimento
€ que células cancerigenas tém uma taxa de mutacdo pontual comparada as células normais e
possuem uma taxa de mutagdo cromossomica muito mais elevada [76]. As mutacdes
cromossomicas sdo agressivas, mas as células tumorais resistem a estas mutacdes, ao contrario
do que ocorre nas células normais que podem entrar num ciclo apoptotico quando essas
mutacdes ocorrem. Este facto sugere que as células tumorais sobrevivem a toda esta alteracao
génica por conterem mutacdes que incapacitam o gene TP53 de responder ao dano do DNA, o

que normalmente ocorre em células normais, levando-as a apoptose [75].

142 Relevancia da proteina p53

Para que a divisao celular ocorra, é preciso primeiramente que o DNA se replique e no momento
dessa replicacdo, alguns erros durante a adicdo de nucleotideos podem ser cometidos pelas
enzimas envolvidas nessa replicacao, podendo resultar em mutacdes no DNA. Quando ocorre
algum tipo de mutacdo, a proteina p53 ¢ ativada. Esta proteina foi inicialmente classificada

como oncoproteina, por ter sido identificada ao acaso em um extrato de oncoproteinas de virus
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SV40 [77], mas no final da década de 80, a proteina p53 passa a ser classificada como supressora
de tumor, devido as suas propriedades anti-proliferativas [78, 79]. A euforia da descoberta de
propriedades anticancerigenas da p53, motivou a realizacdo de estudos mais aprofundados
acerca do gene TP53 que codifica para proteina p53 e atualmente a p53 tem sido reconhecida
como “guardia do genoma”, pois é notavel o facto de que a proteina é ativada em funcao de
varias alteracdes celulares, como danos no DNA, distirbios metabdlicos, hipoxia, ativacao de
oncogenes e até privacao de nutrientes. Como mecanismos de resposta a esses danos, a p53
pode desencadear um ou varios processos metabdlicos para a eliminacdo do problema, o que
pode variar dependendo do tipo celular e stress causado [80]. Muitas dessas acoes que inibem
o crescimento de células anormais e o desenvolvimento do cancro incluem, a interrupcao do
ciclo celular, reparacdo do DNA, senescéncia, autofagia e/ou apoptose [81]. E possivel observar
que das 10 principais caracteristicas que as células tumorais apresentam, a insensibilidade a
algumas repostas a p53 € das mais relevantes, sugerindo uma inativacdo dessa proteina, que
pode ser ou a nivel da expressdo génica, ou a nivel da atividade da proteina.

A nivel de expressdo génica, € importante ressaltar que ndo somente o gene mutado, mas
também se o promotor do gene TP53 se encontrar alterado, a producao da proteina pode nao
ocorrer ou a expressao da proteina pode ser insuficiente para exercer a funcdo de regulacao do
ciclo celular ou apoptose. Ainda que a correta transcricdao da p53 ocorra, a atividade biologica
dessa proteina também é dependente da sua configuracdo tridimensional. Assim sendo, a
literatura tem reportado que o gene TP53 se encontra mutado em 50% dos casos de tumores e
que em outros 50%, as modificacdes pos-traducionais podem estar envolvidas na desregulacao
da sua atividade [82]. E também importante salientar que os niveis de p53 no interior celular
sao dependentes de alguns reguladores negativos, que sao importantes na manutencao dos
niveis basais da proteina em células normais, evitando assim uma apoptose desnecessaria e
descontrolada. Como exemplo, podemos mencionar o principal regulador da p53, o gene Murine
Double Minute 2 (MDM2) que quando superexpresso suprime a expressao da proteina p53, seja
pela regulacao do gene ou pela degradacao da proteina [83].

Considerando estes factos, é razoavel incluir o gene TP53 em tratamentos de terapia génica
que visam a intervencao no cancro, uma vez que a substituicdo do gene danificado pelo gene
normal poderia reestabelecer a funcdo da proteina [84] e de facto a terapia génica antitumoral
baseada no gene TP53 tem se mostrado de alguma forma eficaz considerando o sucesso do
primeiro produto de terapia génica, o Gendicine, usado para o tratamento de cancro de cabeca
e pescoco [85]. De 185 ensaios clinicos que usam genes supressores de tumor, 103 usam
adenovirus como vetor de entrega e apenas 17 usam vetores nao virais, como os plasmideos.
No presente trabalho, o gene TP53 clonado em um plasmideo, representa uma estratégia
interessante para promover a expressao da proteina p53 e controlar a proliferacao de células

tumorais, por inducao da apoptose.
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1.5 Processo Biotecnolégico para obtencdo de pDNA

Os plasmideos sao moléculas de DNA circular, que estdo no citoplasma das células hospedeiras,
apresentando-se como moléculas independentes do cromossoma e portanto auto-replicativas
[86]. Estas moléculas sdo naturalmente encontrados em bactérias, archaea e alguns eucariotas
[29], sendo os plasmideos de origem bacteriana os melhores caracterizados e amplamente
difundidos em varias areas relacionadas com a Tecnologia do DNA Recombinante. Os plasmideos
sdo moléculas versateis e relativamente faceis de manipular, sendo que com auxilio de enzimas
de restricdo, é possivel retirar ou inserir genes conforme a necessidade da pesquisa a realizar
[87]. Desde a primeira construcdo de uma molécula de DNA recombinante por Paul Berg,
Herbert Boyer, Annie Chang, and Stanley Cohen em 1973 [88], a tecnologia do DNA
recombinante tem impulsionado a investigacao em diferentes campos, nomeadamente para a
melhoria das condicdes de salde, no sentido de desenvolver novos farmacos e produtos para
terapia génica [88]. Os plasmideos com finalidade terapéutica, geralmente incluem uma
cassete de expressao, que € constituida por uma regiao contendo um promotor eucariotico, que
€ responsavel pela ligacao dos fatores de transcricdo bem como regular a expressao do gene; o
gene de interesse, que no caso do presente trabalho é o gene TP53 e uma regidao de
poliadelinacdo que além de ajudar na regulacdo da expressdo, também pode conferir
resisténcia a degradacao por nucleases celulares. Para além destes elementos, o plasmideo
inclui também regides para o inicio da replicacdo na célula bacteriana hospedeira, bem como
uma marca de selecao para identificacao das células que contém o plasmideo de interesse [89].
No caso do presente trabalho, o mapa do plasmideo construido pelo Dr. Thomas Roberts,

detalhando as distintas regides da molécula, pode ser visualizado na figura 7.
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pBABE_3_primer

f1_origin SV40_enhancer
bGH_PA_terminator SV40_promoter
BGH_rev SV40_origin
Spb SV40pro_F_primer
Sp6_primer Xmal (477)
Apal (5971) Smal (479)
Xbal (5961) Eagl (572)
Xhol (5949) Narl (666)

Pstl (719)

NeoR/KanR

JRF frame

BstBI (1348)
SV40_PA_terminator
EBV_rev_primer

pcDNA3 flag p53
6590 bp

BamHI (4764)
A M13_reverse_primer
M13_pUC_rev_primer

Hindlll (4722) lac_promoter
T7_promoter
CMV_fwd_primer
CMV_immearly_promoter
Ndel (4317)
CAG_enhancer Spel (4082)
Nrul (4041) Ampicillin
Bglll (3845) ORF frame 2

AmpR_promoter
Figura 7: Mapa do plasmideo construido pelo Dr. Thomas Roberts [1], usado no presente trabalho

(Addgene, Cambridge, MA, USA - plasmideo 10838), com identificacao das seguintes regides: Local de
maltipla  clonagem; Promotores; gene marcador de  selecao. Imagem retirada
(http://www.addgene.org/10838/)

15.1 Biossintese e recuperacao do DNA plasmidico

Apdés o desenho e construcdao dos vetores, estes sao inseridos numa célula bacteriana
hospedeira, garantindo assim o armazenamento desta informacao genética. Em posse desse
banco genético, as células podem entao crescer em meios de cultura adequados, com controlo
de temperatura, agitacdo e oxigenacao para a multiplicacdo desse plasmideo no interior das
células. A esse procedimento da-se o nome de fermentacao e durante essa etapa, os plasmideos
podem representar um aumento de carga metabdlica para a célula hospedeira no momento do
crescimento [90]. As células de Escherichia coli podem conter varios tipos de plasmideos e a
isso se deve a preferéncia pelo uso deste tipo de células em varias pesquisas laboratoriais [91],
mas também por ser uma bactéria amplamente estudada, o que facilita um melhor controlo da
producao, uma vez que sao conhecidas as necessidades nutricionais e as etapas de crescimento
dessa célula bacteriana [92]. Apds a etapa de crescimento celular, é preciso recuperar a massa
de células para obtencao do plasmideo, o que é feito pelo procedimento de lise alcalina. A lise
alcalina, consiste na rutura da parede e membrana da célula bacteriana, sendo o método
desenvolvido por Birboim e Doly, 1979, o mais utilizado. Em primeiro lugar, uma solucao tampao

adequada (Tris; EDTA; Glucose) é usada para a ressuspensao da massa celular, previamente
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recuperada da fermentacao, onde o EDTA inativa as DNAses impedindo a degradacao do
material genético de interesse e a glucose ira manter a pressao osmotica da célula o que ira
impedir a rutura da célula nesse momento inicial [93]. Na maioria dos protocolos usados, a
RNAse também é aplicada nesta etapa, para promover a degradacao do RNA. Posteriormente,
é realizado entao o processo de lise alcalina propriamente dito, recorrendo ao tampao de lise
(NaOH; SDS), onde o SDS solubiliza a membrana celular e o NaOH ajuda a romper a parede
celular além de quebrar as pontes de hidrogénio que mantém as bases azotadas do DNA unidas
por complementaridade, convertendo o DNA de cadeia dupla em cadeia simples. Este processo
de desnaturacao ocorre tanto com o pDNA como com o gDNA, e é a etapa principal do processo
de lise alcalina. Finalmente, uma terceira solucao é utilizada para a neutralizacdo da reacao
anterior. Nessa etapa, um tampao acido de neutralizacdo (acetato de potassio) ira renaturar
seletivamente o pDNA, nao acontecendo o mesmo com a maioria do gDNA em solucao, sendo
este precipitado juntamente com os restos celulares [94]. Durante todo o procedimento de
extracao do pDNA, devera ter-se em atencao o tipo de manipulacao realizada, uma vez que o
DNA (gDNA e pDNA) pode sofrer clivagem e resultar na formacao de fragmentos menores, o que
dificultaria a sua posterior remocao. A literatura reporta que plasmideos maiores que 5 kb sao
mais suscetiveis a degradacdo, comparando com os plasmideos de menor tamanho [30]. Em
pequena escala, os kits de purificacao de pDNA existentes, representam uma boa opcao para
uma extracao livre de impurezas, mas por fazerem uso de enzimas como a RNAse, o processo
torna-se caro e nao viavel para producao em larga escala, até porque as agéncias reguladoras
nao recomendam o uso de RNAse nos procedimentos de extracao de DNA [95]. Um protocolo de
lise alcalina modificada que tem uma etapa de precipitacdo parcial de proteinas, endotoxinas
e RNA, por sulfato de amoénio, tem sido uma boa alternativa para a preparacao do material
genético de interesse em processos de maior escala [96]. Apds a finalizacdo dos procedimentos
de lise celular diversas impurezas ainda permanecem no extrato, como proteinas, gDNA,
endotoxinas, RNA e outras moléculas, que contaminam a molécula de interesse (pDNA) que
geralmente se apresenta sob trés isoformas (linear [ln], circular aberta [oc - do inglés open
circle], e superenrolado [sc - do inglés supercoiled]), sendo que a isoforma de interesse é sc

pDNA. A figura 8 mostra os possiveis e principais contaminantes do lisado apds a preparacao.
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Figura 8: Principais constituintes do lisado bacteriano.

Esses contaminantes representam o principal desafio a ser considerado para a obtencao do sc
pDNA com grau de pureza adequado a aplicacao terapéutica, nomeadamente em terapia génica,
cumprindo os parametros recomendados pelas agéncias reguladoras [95]. As proteinas que
representam 55% da composicdo do lisado, sdo as macromoléculas mais heterogéneas, variando
em tamanho, carga e peso. Foi estimado que a E. coli, contém aproximadamente 4416 proteinas

(www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/). Essa diversidade proteica pode representar riscos a

aplicacdo do pDNA, ja que podem desencadear respostas imunes e alergias. A quantidade
imunogénica minima, depende das caracteristicas da proteina vestigial, tendo sido relatadas
respostas imunes com menos de 1ng de proteina contaminante [97]. Os RNAs que representam
21% dos constituintes do lisado, sdo macromoléculas de grande semelhanca a molécula de DNA,
apresentando cadeia simples, e constituidas por grupos aclcar-fosfato ligados a bases
nucleotidicas. O RNA representa risco se estiver presente aquando da aplicacédo terapéutica do
pDNA, pois pode emparelhar com moléculas de mRNA no interior da célula transfetada,
ocasionando entao um possivel silenciamento da expressdo do gene. A contaminagdo por DNA
gendmico, que corresponde a 3% do lisado, representa um problema maior considerando que
essa molécula pode integrar-se no genoma das células transfetadas, podendo desencadear a
inativacao de genes supressores de tumor e consequentemente a ativacao de oncogenes [98].
O gDNA, ainda pode estar presente no lisado, mesmo ap6s todo o cuidado durante a extracao,
uma vez que as alteracdes de pH durante a lise, ou mesmo forcas de cisalhamento resultantes
da alteracao da viscosidade do meio, podem fragmentar essa molécula, o que torna dificil a
remocao desse contaminante. As endotoxinas fazem parte da composicao da parede celular de

E. coli [99], hospedeira do plasmideo e representa 3% dos constituintes do lisado. E uma
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molécula anionica, hidrofébica e apresenta atividade altamente pirogénica no organismo
humano, podendo desencadear uma situacao de choque séptico irreversivel, quando em doses
elevadas [100]. Relativamente ao pDNA, é importante realcar que da pequena fracdo de 3%
presente no lisado, fazem parte todas as isoformas do plasmideo (oc, In e sc) [101], bem como
possiveis formas desnaturadas ou agregados. Sendo assim, € normalmente necessario um
método posterior que garanta a completa remocao dos contaminantes do lisado, para uma
purificacdo do sc pDNA em grau terapéutico, uma vez que para além das reacoes adversas que
podem ocorrer, a presenca de algum contaminante pode comprometer as etapas posteriores

de transfecao in vitro.

152 Cromatografia de Afinidade para purificacdo de pDNA

Como mencionado no topico anterior, o lisado celular que contém pDNA é bastante heterogéneo
no que se refere as moléculas presentes no extrato. Um grande desafio para a purificacao
seletiva do sc pDNA é que esses contaminantes do lisado partilham muitas caracteristicas fisico-

quimicas [95], conforme mostra a tabela 6.

Tabela 6: Caracteristicas fisico-quimicas dos diferentes constituintes do lisado [94, 102].

Caracteristicas oc pDNA | sc pDNA gDNA RNA Endotoxinas Proteinas
28 a

Tamanho (kDa) ~3,9 x 103 Fragmentado 1000 10a20 <200

Carga (-/+) Polianionico Anidnica Heterogénea
Hidrofdbica ,

Hidrofobicidade Baixa Baixa Moderada ] Heterogénea
(lipidio A)

Cadeia Dupla Simples/dupla Simples

Exposicao Bases . .

Nao Sim Nao Sim
azotadas
Topologia acido Circular Linear (cadeia | Pode
Superenrolado
nucleico aberto simples/dupla) variar

Os processos realizados durante a lise celular e clarificacdo, usando isopropranol e sulfato de
amonio, ndo garantem a total eliminacao das impurezas do extrato para uso terapéutico do sc
pDNA. Considerando as reacdes adversas que os contaminantes podem causar nas células
humanas, as agéncias reguladoras estabeleceram entado critérios para o uso do material
genético em procedimentos terapéuticos, conforme mostrado na tabela 7. Para o cumprimento
dessas exigéncias, uma técnica que se tem mostrado eficaz, robusta e muito usada para a

purificacdo de produtos farmacéuticos, tem sido a cromatografia [94, 105].
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Tabela 7: Limites estabelecidos pelas agéncias reguladoras para produtos terapéuticos. Adaptado [103,
104]

Parametros Limite estabelecido Técnica Analitica
Homogeneidade sc pDNA >90% AGE, CGE, HPLC
Presenca de Proteinas Nao detetavel Acido Bicinconinico
Presenca de RNA Nao detetavel AGE
Presenca gDNA < 0.01 pg/pg pDNA PCR
Presenca de endotoxinas < 0.1 EU/ pg pDNA LAL

Na cromatografia liquida, uma mistura contendo diferentes moléculas, por exemplo, o extrato
celular, é injetado em uma coluna que contém uma matriz modificada com ligandos, para que
ocorra interacao entre as moléculas do extrato celular e a matriz, auxiliado por um tampéao
utilizado na fase movel. Esta fase movel tera uma composicao especifica, podendo recorrer a
utilizacao de sais, e condicoes de pH, que sdo estabelecidas em funcao das caracteristicas e
estabilidade das moléculas a isolar, de forma a promover e explorar interacées adequadas com
o suporte cromatografico. Com a interacao diferencial entre as moléculas e a matriz, ocorre a
separacao em funcao das interacdes estabelecidas e da forca dessa interacao, sendo que a
qualidade dessa separacdo ira variar em funcdo da fase estacionaria (matriz) a ser utilizada,
bem como a molécula alvo [106]. A cromatografia liquida tem sido amplamente usada em
processos biotecnologicos para a separacao de metabolitos secundarios, proteinas,
carboidratos, acidos nucleicos e virus, explorando as diferentes interacdes entre os solutos
presentes na mistura, com ligandos especificos da fase estacionaria [107]. As diferentes
estratégias cromatograficas a serem utilizadas, devem considerar as caracteristicas fisico-
quimicas das moléculas a separar, como diferencas do tamanho, polaridade, caracteristicas de
hidrofobicidade, bem como a conformacao das moléculas [94, 108]. A figura 9 relaciona os tipos
de cromatografia mais usados na purificacdo de plasmideos, bem como algumas vantagens e

desvantagens associadas aos métodos.
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Exclusao 48 Interacao Cromatografia de
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Molecular oca fonica Hidrofobica afinidade
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preparativas. impurezas, incluindo acidos nucleicos de
cadeia simples.
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Vantagens: Separacao do pDNA de ~vantagens:
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\ligando a ser usado. /

Figura 9: Principais tipos de cromatografia liquida usados na purificacdo de pDNA, suas vantagens e

desvantagens.

A cromatografia baseada na exclusdao molecular tem sido usada na separacao de moléculas com
base no tamanho, nao possibilitando a separacdo entre isoformas do plasmideo [104]. Ja a
cromatografia de troca anionica baseia-se na interacdo eletrostatica entre os grupos fosfato
carregados negativamente na molécula de DNA e os ligandos da fase estacionaria que sao
carregados positivamente [94, 109], sendo esta a técnica usada na maioria dos kits comerciais
para a purificacdo de pDNA. A cromatografia de interacao hidrofdbica tem como fundamento
de separacdo as interacoes hidrofobicas entre os acidos nucleicos (nomeadamente as bases
azotadas) e regides hidrofébicas dos ligandos da fase estacionaria, e essas interacdes sdo
também intensificadas com o uso de alguns tipos de sais especialmente os cosmotrdpicos, como
por exemplo o sulfato de amonio [94, 107].

A crescente necessidade de obter diferentes produtos biologicos com finalidades terapéuticas,
com elevado grau de pureza e respeitando as exigéncias das agéncias reguladoras, exige o
desenvolvimento de métodos robustos, eficazes e cada vez mais seletivos na separacao das
moléculas alvo de impurezas, preservando a bioatividade das moléculas de interesse [110].
Neste sentido surge o conceito de cromatografia de afinidade, que se destaca das outras

abordagens pelo facto de usar basicamente ligandos biologicos e explorar ndo somente uma,
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mas varios tipos de interacdes entre ligandos e molécula alvo, nomeadamente as interacoes
eletrostaticas, hidrofobicas, de van der Waals e/ou pontes de hidrogénio [108,111,112]. Estas
interacoes podem ser facilmente favorecidas ou desfavorecidas com simples ajustes na
temperatura, composicao da fase movel e pH, permitindo aumentar a seletividade na separacao
entre as moléculas alvo e as impurezas. De facto, esta abordagem mimetiza muitas interacoes
moleculares que ocorrem nos sistemas bioldgicos, a nivel celular, reforcando o potencial desta
metodologia. A cromatografia de afinidade que primeiro foi desenhada para purificacao de
proteinas, tem sido também usada com sucesso para a purificacdo de plasmideos terapéuticos,
recorrendo a diferentes abordagens como descrito de seguida.

Na cromatografia de afinidade com ides metalicos imobilizados (Immobilized metal ion affinity
chromatography - IMAC), os ides metalicos sao imobilizados em suportes cromatograficos com
o uso de agentes quelantes, como acido iminodiacético, acido nitrilotriacético, acido
carboximetilado-aspartico e acido L-glutamico. Os ligandos mais utilizados sao Ni%*, Zn?*, Cu®*
e Fe** em conformidade com o tipo de molécula alvo que devido a regibes especificas, ficara
retida na coluna. As interacbes de afinidade entre os ligandos e acidos nucleicos ocorrem
maioritariamente nas regides ricas em purinas (A/G), sendo que a ligacao entre bases de
pirimidina (T/C) sdo de 60 a 300 vezes mais fracas [113]. Os atomos envolvidos nessas ligacoes,
sdo essencialmente os de nitrogénio presentes nas bases azotadas, e de alguma forma a maior
desvantagem associada a esta metodologia é o facto de a retencdo de plamideos ser muito
limitada ou inexistente, devido a menor exposicdo das bases [108]. Em IMAC, a eluicdo da
molécula alvo é maioritariamente promovida por utilizacdo de agentes de competicdo, bem
como alteracao de pH [114].

Numa outra abordagem, a cromatografia de afinidade de tripla hélice (Triple-helix affinity
chromatography - THAC), explora a capacidade do DNA em formar uma tripla hélice com o
ligando. Neste caso, o ligando é um oligonucleotideo imobilizado covalentemente no suporte
cromatografico, que por ser complementar com uma sequéncia do pDNA alvo, ira estabelecer
um emparelhamento através de ligacdes de hidrogénio de Hoogsteen onde a timina (T)
reconhece a adenina (A) formando o triplex (TA-T) e a citosina protonada (C*) reconhece a
guanina, formando o triplex CG-C* [94]. As desvantagens do uso da THAC estao associadas quer
ao tempo necessario para a formacao da tripla hélice, bem como o baixo rendimento de
recuperacao do pDNA [108, 115], para além do facto de os ligandos serem muito especificos
para uma determinada molécula de pDNA que possua nha sua estrutura uma sequéncia muito

particular, inviabilizando a aplicacao para outras moléculas de diferente composicao.

A cromatografia de afinidade Proteina-DNA explora basicamente o reconhecimento de
determinadas sequéncias de DNA por dominios de ligacao de proteinas. Neste caso sao pequenos
dominios peptidicos de ligacdao a DNA que sao usados como ligandos de afinidade. Um exemplo
desse tipo de cromatografia foi mostrado por Woodgate e colaboradores (2002), onde foi usada

uma matriz contendo uma proteina de fusao Zinc Finger (ZN)-glutationa-s-transferase (GST),
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para o reconhecimento de uma sequéncia especifica do DNA (5" -GGGGCGGCT-3") [116]. Os
autores mostraram a possibilidade de purificar DNA plasmidico contendo esta sequéncia
especifica através da interacdo com o dominio ZN, enquanto que o dominio GST permaneceu
imobilizado na matriz cromatografica, formando o complexo sepharose-glutationa. Para eluicao
do DNA, os autores usaram glutationa reduzida, como agente de competicao. Apesar da
recuperacao do plasmideo ter sido livre de gDNA e de proteinas da célula hospedeira, o baixo
rendimento obtido na purificacdo, representa uma grande desvantagem dessa técnica [117,
108,94]. De facto, interacoes DNA/proteina ocorrem com frequéncia no interior das células e
desempenham funcdes vitais para o metabolismo celular, onde proteinas estao envolvidas nao
apenas no dogma central da biologia molecular, replicacao, transcricao e traducao, mas
também no empacotamento do material genético, seja para protecao do DNA ou simplesmente
para regular a expressao de um determinado gene, como ocorre na formacao da eucromatina
e heterocromatina em humanos [118]. Essas interacoes proteina/DNA podem ser bem
especificas, determinadas pelas interacées atomicas entre as bases dos nucleotideos e os
aminoacidos constituintes da proteina, envolvendo basicamente forcas eletrostaticas, van der
Waals, interacoes hidrofobicas e até pontes de hidrogénio [119]. Analogamente ao que acontece
in vivo, a cromatografia de afinidade com aminoacidos, mimetiza as interacdes ocorridas no
interior da célula e é uma abordagem robusta, simples e promissora no que se refere a
purificacdo e preservacao da bioatividade de biomoléculas. A primeira metodologia do género
que se tem noticia, foi o uso do aminoacido histidina para purificacao da imunoglobulina G, onde
os autores indicaram também a alta versatilidade do uso da histidina para purificacao de
moléculas bioldgicas [120]. Dessa forma, o uso de aminoacidos passou também a ser explorado
para a purificacdo de DNA, onde diversos trabalhos prévios demonstraram a eficacia dessa
abordagem na purificacdo de plasmideos, e particularmente da isoforma superenrolada. Em
2006, o suporte de histidina-sepharose foi usado para a separacao da isoforma superenrolada
do plasmideo pVAX1-LacZ (6,05 kbp), a partir do lisado clarificado de células de E. coli, com
uma pureza de aproximadamente 100%, mantendo os niveis de impurezas abaixo dos limites
recomendados pelas agéncias reguladoras. A taxa de recuperacao da isoforma sc pDNA foi de
45% [112]. Também um suporte monolitico modificado com o mesmo ligando, a histidina, foi
usado com sucesso na purificacao da isoforma superenrolada do plasmideo HPV- 16 E6/E7 pDNA,
a partir do lisado clarificado. Neste caso, a eficacia foi comprovada com uma pureza da isoforma
superenrolada de 99% e uma taxa de recuperacao do sc pDNA de 74%, tendo sido possivel o
aumento da capacidade de ligacdo, devido a utilizacdo do suporte monolitico que se apresenta
mais vantajoso para a purificacdo de biomoléculas de maiores dimensdes [121]. As interacoes
descritas entre a matriz de histidina e o pDNA foram maioritariamente hidroféficas, apesar do
envolvimento de outras interacdes nao covalentes, fracas, que contribuem para o
bioreconhecimento da molécula alvo. Também o suporte de arginina- sepharose foi usado para
a purificacao do sc pDNA pVAX1-LacZ (6,05 kbp), a partir do lisado clarificado, garantindo uma
pureza aproximada de 100% da isoforma sc pDNA e uma recuperacao de 79% dessa molécula

[111], sendo uma metodologia que permitiu a utilizacao de
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condicdes experimentais menos agressivas, uma vez que explora interacées maioritariamente
eletrostaticas, diferente da histidina que requer o uso de altas concentracdes de sulfato de
amonio para promover as interagdes hidrofobicas e sendo assim, € natural que a purificacao
pela matriz de arginina permita a estabilizacao do pDNA e potencie a sua aplicacao nos ensaios
com células. Outros aminoacidos, como a metionina [117], lisina [118], tirosina e triptofano
[119] foram igualmente usados na purificacao de diferentes plasmideos (com diversos tamanhos
e composicoes), sendo possivel a purificacao seletiva da isoforma sc em todos os casos, podendo
variar de alguma forma o rendimento de recuperacdao. No entanto, nesta vertende de
purificacdo de pDNA com aminoacidos, alguns desafios precisam ainda ser ultrapassados para
otimizar o processo, reduzindo custo associados, visto que embora a pureza das amostras
purificadas estejam em concordancia com os padroes requeridos para produtos farmacéuticos,
o rendimento obtido ainda necessita ser melhorado, no sentido de maximizar a producao. A
rosbustez e versatilidade da cromatografia de afinidade usando aminoacidos como ligandos,
sugerem que esta podera ser uma abordagem com elevado potencial na purificacao da isoforma
superenrolada do plasmideo terapéutico em escala industrial. Um ponto positivo que distingue
esta de outras cromatografias de afinidade, é o facto de ndo ser necessaria uma sequéncia
especifica dentro da molécula terapéutica, como no caso da THAC e proteina/DNA, para que
os ligandos reconhecam o pDNA. No entanto, devido as diferencas entre plasmideos, em termos
de constituicdo do DNA, tamanho e formas, alguns ajustes de parametros cromatograficos sao
necessarios (temperatura, forca iénica, pH) para adaptar cada metodologia a uma molécula
particular, o que requer algum trabalho de otimizacdo. Considerando a necessidade também
de se manter a bioatividade da molécula a ser purificada, é preciso ter em conta todos esses
parametros ao longo de todo o processo de purificagcao. Relativamente aos suportes usados para
a imobilizacdo de aminoacidos, a utilizacdo de resinas esféricas porosas, como a sepharose,
pode apresentar algumas limitacoes, como o baixo coeficiente de difusao que resulta em uma
limitada transferéncia de massa, uma disponibilidade limitada da area de superficie para
ligacao da molécula alvo, ou 0 aumento de pressao interna da coluna. O efeito e limitacao real
destes fatores na purificacdo de uma dada biomolécula, depende da complexidade do extrato
celular e principalmente do tamanho da biomolécula, e por isso no caso dos plamideos, devera
ser considerado. Suportes projetados para moléculas de maiores dimensdes, como os
plasmideos, representam a nova geracao de suportes para superar as limitagdes dos suportes
convencionais, que inicialmente foram desenhados para moléculas de dimensdes menores,
como as proteinas [122]. No presente trabalho, um suporte macroporoso funcionalizado com
arginina foi usado para purificacdo da isoforma sc pDNA-p53, visto que este suporte foi
previamente utilizado com sucesso na purificacao do plasmideo a partir de uma amostra pré-
purificada com um Kit comercial [123]. O uso do suporte macroporoso pode representar uma
vantagem, por permitir o acesso da molécula alvo ao interior dos poros do suporte, onde
também devem estar presentes ligandos de arginina, aumentando a area superficial de contato
para a interacao ligando/ligante [122]. Representando também a nova geracao de suportes, um

monolito modificado com ligando de histidina, que foi ja anteriormente utilizado na purificacao
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de outros plasmideos [121], foi usado neste trabalho pela vantagem de ser um suporte com
melhores propriedades de transferéncia de massa, com maior capacidade de ligacao e que
permite a purificacao de pDNA de uma forma mais rapida, contribuindo para a sua estabilidade.
0O tamanho dos poros sao dependentes das condicoes de polimerizacao usada [102], por isso os

coeficientes de difusao nao serao os mesmos para plasmideos de diferentes tamanhos.

1.6 Condicées que influenciam a estabilidade e atividade do pDNA

Conforme mencionado no tépico anterior, o ajuste das condi¢des de purificacao € muitas vezes
necessario para alcancar a resolucdo e recuperacdo da molécula alvo. No entanto, a
manipulacao das condicoes de temperatura, pH, caudal e/ou composicao da fase movel deve
ser realizada, considerando ndao somente o comportamento de interacao DNA/ligando, mas
também garantindo a estabilidade da molécula alvo principalmente para a preservacdo da
bioatividade do plasmideo. A preferéncia para purificar a isoforma sc pDNA com alto grau de
pureza e recuperacao, deve-se ao facto de essa topologia apresentar uma maior energia livre
de ativacao, que se deve ao grau de enrolamento negativo que ajuda a promover a
descompactacao da molécula, facilitando o acesso pelos fatores de transcricdo do gene [124],
além disso a isoforma mais compacta, tem sido reportada na literatura por apresentar uma
melhor taxa de encapsulacdo e transfecdo celular [125]. Para além disso, a isoforma
superenrolada possui toda sua constituicao génica intacta, ao contrario das outras isoformas do
plasmideo, circular aberta e linear, que resultam da ruptura em uma ou nas duas cadeias,
respetivamente. Considerando o facto de que essa compactacao protege e regula a expressao
de genes [126], é de esperar que o pDNA se encontre maioritariamente na isoforma
superenrolada e compactada, no interior da célula de E. coli [127]. O maior desafio na obtencao
da isoforma sc pDNA reside no facto de que essa topologia pode ser alterada nao somente por
enzimas bacterianas, mas pelos procedimentos quimicos usados durante a extracao que podem
influenciar as ligacdes responsaveis por manter a integridade da molécula [128]. Considerando
que o dano pode ocorrer em alguma regido promotora do gene ou no proprio gene de interesse,
a recuperacao destas isoformas (In pDNA e oc pDNA) deve ser evitada, ja que a clivagem
aleatoria poderia impedir a transcricao, ainda que o material genético entrasse no nlcleo [101].
Por estas razdes, as agéncias reguladoras determinam que o plasmideo a ser usado
terapeuticamente deve apresentar-se na isoforma sc pDNA, numa percentagem superior a 90%,
conforme mencionado na tabela 7. Afim de se estabilizar a isoforma sc pDNA e
consequentemente manter a sua bioatividade, o estudo e controlo de alguns parametros é
extremamente importante. Um exemplo relativo ao controlo de pH é o que deve ser
considerado para as solucoes de lise alcalina, cujo pH deve ser monitorizado de forma a serem
evitados danos na estrutura do DNA, especialmente o pH do tampao de lise que deve ser
mantido entre 12,0 e 12,5, pois assim a molécula de pDNA nao é totalmente desnaturada, ja
que alguns pares de base ainda permanecem unidos o que facilita a correta renaturacao na
etapa posterior de neutralizacao com a adicao de acetato de potassio. Caso o pH dessa solucao

ultrapasse o valor limite de 12,5, a molécula de pDNA sofre danos irreversiveis [107]. Afim de
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se eliminar possiveis problemas em consequéncia do pH das solucdes, a temperatura de
armazenamento também deve ser controlada, ja que alteracdes do ambiente podem alterar o
pH, também a concentracao celular deve ser rigorosamente controlada, uma vez que os
constituintes celulares podem levar também a alteracdo do pH da solucdo no momento da
extracao, comprometendo os rendimentos finais da molécula intacta de sc pDNA [107]. No DNA,
a alteracao de pH pode provocar depurinacao, que corresponde a quebra das ligagcdes que unem
bases puricas (guanina e adenina) ao esqueleto aclcar-fosfato do DNA, transformando em sitios
apurinicos, seguido da quebra da ligacdo fosfodiéster do DNA, por B-eliminagdo, que resulta na
eliminacao da base respetiva [107].

0 efeito da temperatura na estabilidade do DNA também deve ser considerado, uma vez que a
isoforma superenrolada do pDNA é sensivel ao aumento da temperatura do meio em que se
encontra, podendo ocorrer alteracdo no enrolamento das hélices do DNA, causando uma
transicao da isoforma superenrolada do pDNA para a isoforma relaxada, e em casos de maior
alteracao pode mesmo ocorrer ruptura das interacoes por pontes de hidrogénio que mantém
unidas as bases azotadas complementares [129]. A desnaturacao do DNA pelo aumento da
tempertura varia em conformidade com o tamanho, constituicdo e topologia da molécula,
considerando que moléculas de DNA com alto teor de guanina-citosina (GC) sao mais resistentes
a desnaturacdo, quando comparadas as moléculas ricas em adenina-timina (AT) e isso se deve
ao facto de se estabelecerem trés pontes de hidrogénio entre as bases GC e duas pontes de
hidrogénio entre as bases AT [130].

A molécula de pDNA apresenta também sensibilidade aos efeitos da forca ionica, que ira variar
com o tipo e concentracdo de sal. Por exemplo, em condicdes fisiologicas, sob baixas
concentracoes de sal, o DNA encontra-se na conformacao B, podendo assumir outras
conformacgdes em ambientes com elevadas concentracdes de sal, como as conformacdes A e Z
que diferem especialmente pelo didmetro e tipo de rotacao da hélice [131]. Em concentracdes
ideais, o efeito exercido pelo NaCl, reduz as forcas de repulsdao do DNA que sao originadas pelas
cargas negativas da molécula que acaba por ter algumas regides neutralizadas, consoante a
quantidade de ibdes positivos presentes, reduzindo o diametro da dupla hélice [107].
Relativamente as etapas que antecedem a cromatografia, especialmente na extracdo do DNA,
o efeito de cada parametro é relativamente bem estudado e conhecido, o que possibilita um
maior controlo e definicdo de melhores estratégias para a obtencdo de pDNA intacto. No
entanto, esses parametros também exercem efeitos nas etapas posteriores, que compreendem
a purificacdo cromatografica e formulagao e por isso devem igualmente ser alvo de estudo e
otimizacdo [110]. Assim, o presente estudo pretende compreender a influéncia desses
parametros na bioatividade do plasmideo e verificar se eventualmente estas alteracées podem
ser significativas na expressao do gene terapéutico, considerando a influéncia na topologia da

molécula.
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2 Objetivos

2.1 Gerais

0 objectivo global deste projeto é o desenvolvimento de uma plataforma biotecnologica para
a purificacao do plasmideo pcDNA3 flag p53 com potencial aplicacao na terapia do cancro e a
avaliacao da influéncia das condicdes de purificacao do plasmideo na sua atividade bioldgica.
O desenvolvimento deste projeto envolve a purificacdo de pDNA que codifica p53 com
diferentes estratégias de cromatografia de afinidade com aminoacidos, ou derivados, como
ligandos. Com o trabalho proposto pretende-se igualmente avaliar o efeito das diferentes
condicdes experimentais usadas, na atividade bioldgica do plasmideo, através da realizacao de
ensaios in vitro. O estudo da eficiéncia de transfecao, acompanhando a entrada do DNA na
célula e a sua distribuicdo até ao nucleo, assim como a quantificacao da expressao da proteina
p53 e avaliacdo dos niveis de apoptose permitirdo concluir sobre as melhores condicoes de

purificacdo para obtencao do produto terapéutico com elevada eficacia.

2.2 Especificos

Biossintese do plasmideo
Estudo preliminar Escherichia coli DH5a
Rhodovulum sulfidophilum l,

Recuperacao do plasmideo

l_ Cromatografia de afinidade

Matrizes usadas

Histidina Histidina
Sepharose Arginina Macroporosa Monolito

Analise
qualitativa/quantitativa;
Bioatividade

Figura 10: Diagrama esquematico detalhando as etapas especificas do trabalho
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3 Material e métodos
3.1 Biossintese p53-pDNA

A multiplicacdo do plasmideo ocorre no interior de células bacterianas. Para a biosintese do
plasmideo, foi inicialmente testada a bactéria Rhodovulum sulfidophilum que poderia ser usada

como alternativa ao uso da Escherichia coli, que foi posteriormente usada ao longo do trabalho.

3.1.1 Rhodovulum sulfidophilum-Estudo preliminar

Células termocompetentes de Rhodovulum sulfidophilum DSM 1374 (ATCC® Number 35886™,
Taxonomy ID 1188256), armazenadas a -80°C, foram usadas em procedimentos de
transformacao, usando 0,1; 0,4 e 1,5 ng de plasmideo, sendo realizado um choque térmico de
2 min a 35°C como previamente estabelecido (Figura 11). Para o crescimento celular de R.
sulfidophilum contendo o pcDNA3 flag p53, utilizou-se meio sdlido MT (30 g/L NaCl; 10 g/L
glucose; 5 g/L Extrato de levedura; 10 g/L peptona; 4,1 g/L cloreto de magnésio; 10 mg/L
sulfato de ferro heptahidratado; 10 mg/L sulfato de manganés tetrahidratado; 10 mg/L sulfato
de zinco hepta hidratado; 15 g/L agar) e as células foram colocadas na estufa para incubacao
a 30 °C por 5 dias para o crescimento. Apos esse periodo, as células foram entao transferidas
para tubos contendo 3 mL de meio liquido (5 g/L Polipeptona; 10 g/L triptona; 500 mg/L extrato
de levedura; 30 g/L NaCl; 4 g/L; 4 g/L K,HPOy4; 1 g/L KH,PO,; 20 g/L glucose; 1g/L sulfato de
amonio; 2 mg/L sulfato de magnésio heptahidratado; 50 mg/L cloreto de calcio dihidratado) e
incubadas em orbital sob agitacao de 250 rpm a 30 °C, na auséncia de luz, por um periodo de 3
a 4 dias. Apos o tempo de crescimento em meio liquido, foi realizado o procedimento de lise
alcalina e também uma precipitacdo do meio extracelular, para a confirmar a presenca do pDNA
no ambiente intra ou extracelular. Para a lise alcalina, realizou-se um procedimento com
recurso a um Kit comercial com mini-prep, seguindo as recomendacOes do fabricante
(NZYminiprep-MB010) Para a verificacdo da presenca de acidos nucleicos no meio extracelular,
2 mL do meio de cultura foram centrifugados por 10 min, a 11000 g, a 4 °C, seguido da
transferéncia de 1mL do sobrenadante para outro tubo e adicdo do mesmo volume de
isopropanol. A solucao foi colocada a -20 °C por 4 horas, para ocorrer a precipitacao. Apos esse
periodo, o tubo foi centrifugado durante 20 min a 16000 g, seguido do descarte do
sobrenadante. O precipitado foi entdao lavado com 1500 pL de ETOH 70%, sendo o pellet
ressuspendido em 50 pL de Tris-HCL 10 mM, pH 8,0.
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Figura 11: Detalhes dos ensaios preliminares para transformar Rhodovulum sulfidophilum. Gel de

1,5ng
pDNA-p53 ol

eletroforese a esquerda, mostrando duas bandas do pDNA-p53 extraidos do miniprep para uso na
transformacao. Trés diferentes massas do plasmideo foram usadas para trés tubos de células
termocompetentes de R. sulfidophilum. As placas de petri, representam o meio solido com trés diferentes
antibidticos (amp.; neo.; can) e as respetivas concentracdes usadas para o crescimento dabactéria.

3.1.2 Escherichia coli

Para a cultura celular de E. coli contendo o pcDNA3 flag p53, utilizou-se como meio sélido o
meio Luria Bertani (LB) contendo agar, suplementado com ampicilina (30 pyg/mL), onde as
células foram plaqueadas a partir de um banco de células criopreservadas, sendo
posteriormente incubadas a 37 °C overnight para o crescimento. Apds o crescimento em meio
solido, as células foram transferidas para meio liquido Terrific Broth (20 g/L de triptona; 24 g/L
de extrato de levedura; 4 mL/L de glicerol; 0,017 M KH, PO,4; 0,072 M K,HPO,) com 30 pg/mL de
ampicilina, para uma pré-fermentacdo, sob agitacao de 250 rpm, a 37 °C, até atingir a
densidade otica de aproximadamente 2,6 e posteriormente, as células foram transferidas para
outro erlenmeyer contendo 250 mL do mesmo meio liquido Terrific Broth e incubadas sob
agitacao de 250 rpm, a 37 °C, por um periodo aproximado de 10 a 11 horas. A fermentacao foi
iniciada a partir da pré-fermentacao, com uma densidade dtica de 0,2. O volume exato a retirar

da pré-fermentacéo foi determinado através da seguinte expressao:

Vol. pré-fermentacdo= V. Fermentacéo x 0,2

D.O pré fermentacéo - 0,2
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Com base no resultado dessa expressao, iniciava-se a fermentacao que geralmente atingia a
densidade otica (medida a 600 nm) aproximada de 9. Finalizada a etapa de fermentacao, a

massa celular é recuperada por centrifugacao a 3900 g, durante 15 min, a 4 °C.

3.2 Lise alcalina modificada

A massa celular foi ressuspendida em 10 mL de solucao de ressuspensao (50 mM glucose; 25 mM
Tris/HCLl; 10 mM EDTA) pH 8,0. De seguida, a lise ocorreu pela adicao de 10 mL de solucao de
lise (200 mM NaOH; 1 % SDS) e incubacao a temperatura ambiente por 5 minutos. Apos esse
tempo, foram adicionados 10 mL de solucao de neutralizacao (3 M acetato de potassio, pH 5,0
pré-arrefecido), sendo o extrato colocado em gelo durante 20 minutos. Apds este periodo de
incubacao, o lisado foi centrifugado a 20000 g, durante 30 minutos a 4°C. Apos a centrifugacao,
o sobrenadante foi recuperado e adicionaram-se 0,7 volumes de isopropanol, sendo a mistura
colocada em gelo por 30 minutos, para a precipitacdo de acidos nucleicos. Uma nova
centrifugacao a 16000 g foi realizada durante 30 minutos a 4°C, para recuperacao do
precipitado. O precipitado foi posteriormente ressuspendido em 1 mL de tampao, que depende
da estratégia de purificacao a realizar, sendo esta ressuspensao realizada em 1 mL de Tris-HCl
10 mM pH 8,0 quando destinado a purificacdo em Histidina-Sepharose ou em Arginina-
Macroporosa e realizada em Citrato de Sodio [10 mM acido citrico; 10 mM citrato de sodio; 10
mM EDTA] pH 5,0), quando destinado a purificacao através do monolito de histidina. Apos esta
ressuspensao, foi adicionado sulfato de amoénio em sal para perfazer uma concentragao de 2,5
M. A mistura foi sujeita a uma incubacdo em gelo por 15 minutos, apds a qual foi realizada uma

centrifugacao a 17000 g, durante 30 Minutos a 4 °C, seguido da recuperacao do sobrenadante.

3.3 Purificacao por Cromatografia de Afinidade

Os ensaios de cromatografia preparativa foram realizados no sistema AKTA Purifier com o
software UNICORN™ versdo 5.11 (GE Healthcare Biosciences Uppsala, Suécia) com o objetivo
de purificar maioritariamente a isoforma sc do p53-pDNA. Os procedimentos de purificacao
foram realizados em trés matrizes cromatograficas usando diferentes aminoacidos e suportes,
nomeadamente a Histidina-Sepharose; Arginina-Macroporosa e Histidina-Monolito, conforme

descrito abaixo.

3.3.1 Histidina-Sepharose

Uma coluna de 16 mm de diametro x 30 mm foi empacotada com aproximadamente 6 mL de L-
Histidina sepharose. A coluna foi equilibrada com 2,3 M de (NH,4),SO, em tampao Tris-HCl 10
mM pH 8,0 a um caudal de 1 mL/min. Apos o equilibrio da coluna, foi feita a injecao do lisado
parcialmente purificado usando um loop de 200 pL. Para a eluicdo diferencial das espécies
retidas foi aplicado um gradiente decrescente de concentracao de (NH,4),S0,4, realizando dois

passos com 1,7 M e 0 M de sal em tampao Tris-HCl. Durante os ensaios cromatograficos, as
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solucdes da fase mdvel foram mantidas em gelo e a tempertura da coluna foi estabelecida a 4
°C, recorrendo a programacao de um banho termostatizado. As espécies referentes aos trés
picos gerados foram recuperadas para uma posterior dessalinizacao e concentracao em Vivaspin

Concentrators (Vivascience).

3.3.2 Arginina-Macroporosa

Antes da injecao da amostra, o lisado clarificado foi submetido a uma dessalinizacao, o que foi
feito pela coluna PD-10. O processo consistiu no equilibrio da coluna com 5 mL de Tris-HCl 10 mM
pH 8,0, repetindo a etapa por 5 vezes, seguido da adicdo de 1 mL da amostra de lisado.
Posteriormente, a coluna € sujeita a aplicacdo de 5 mL de Tris-HCL 10 mM pH 8,0 e as fracdes sdao
recuperadas para posterior analise em eletroforese, para confirmar a eluicdo da amostra. Para a
purificacdo, uma coluna de 10 mm de diametro x 20 mm foi empacotada com aproximadamente
1,6 mL de Arginina imobilizada em suporte macroporoso. A coluna foi equilibrada com 96 mM de
NaCl em tampao Tris-HCl 10 mM pH 8,0 a um caudal de 1 mL/min. Apos o equilibrio, foi feita a
aplicacao do lisado clarificado e dessalinizado, usando um loop de 100 pL. Para a eluicao
diferencial das espécies retidas foi aplicado um gradiente crescente de concentracao de NaCl,
realizando dois passos com 500 mM e 2 M de sal em tampao Tris-HCl. Durante os ensaios
cromatograficos, as solucdes da fase movel foram mantidas a 10 °C e a temperatura da coluna
foi estabelecida e controlada a 5 °C. As espécies referentes aos trés picos gerados foram
recuperadas para uma posterior dessalinizacao e concentracao em Vivaspin Concentrators

(Vivascience).

3.3.3 Histidina-Monolito

A coluna CIMac™ L-histidina foi também usada como matriz para avaliacao do efeito do suporte
na purificacao do plasmideo de interesse. Neste caso, a coluna foi inicialmente equilibrada com
3 M de (NH,4),S04 em tampao Citrato de Sddio (10 mM acido citrico; 10 mM citrato de sddio; 10
mM EDTA) pH 5,0 a um caudal de 1 mL/min. A amostra foi entao aplicada em um loop de 100
pL. Para a eluicao diferencial das espécies retidas foi aplicado um gradiente decrescente de
concentracao de (NH,4),S0,, realizando dois passos com 2,52 M e 0 M de sal em tampao Citrato
de Sodio. Durante os ensaios cromatograficos, as solucdes da fase mdvel foram mantidas em
gelo. As espécies referentes aos trés picos gerados foram recuperadas para uma posterior

dessalinizacao e concentracao em Vivaspin Concentrators (Vivascience).

3.4 Analise de pureza do pDNA purificado

0 grau de pureza da isoforma superenrolada, purificada nas trés matrizes descritas acima, foi
avaliado por diversos métodos analiticos, uma vez que o plasmideo purificado precisa cumprir

as exigéncias das agéncias reguladoras, FDA e EMA.
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3.4.1 Avaliacao por cromatografia analitica

A pureza e rendimento de recuperacao do sc p53-pDNA foram avaliados com base na
cromatografia de troca ionica, utilizando o suporte monolitico comercial CIMac (BIA
Separations) com recurso a um método analitico previamente estabelecido [132]. Brevemente,
este método consiste na construcdo de uma curva de calibracdo usando padrdes de sc pDNA,
com concentracoes no intervalo de 1-25 pug/mL. As amostras foram diluidas em 200 mM Tris-
HCL (pH 8,0) e em seguida a concentracao foi verificada em espectrofotometro (Ultrospec 3000
UV/Visible Spectrophotometer-Pharmacia Biotech, Cambridge, England). A coluna analitica foi
equilibrada com 600 mM NaCl em Tris-HCl 200 mM (pH 8,0) e 20 uL da amostra foi injetada.
Posteriormente o gradiente foi estabelecido para 700 mM NaCl em 200 mM de tampao Tris-HCl
(pH 8,0). Para a determinacdao do rendimento de recuperacao do sc pDNA foi realizada a
comparacao da quantidade de pDNA na amostra purificada com a quantidade preexistente no
lisado inicial, através da quantificacdo da area do pico correspondente ao sc pDNA. A pureza
da amostra foi determinada pela razdo entre a area do pico do sc pDNA e a area total

correspondente a todos os picos presentes no cromatograma.

3.4.2 Quantificacdo de proteinas

Para avaliar a presenca de proteinas na amostra purificada de p53-pDNA foi usado o método do
acido bicinconinico (BCA) [133], usando o Kit micro-BCA (Rockford, IL, USA). Este método
colorimétrico baseia-se na reacdo de biureto, ja que em caso de presenca de proteina, o Cu?*
€ reduzido a Cu*, em meio alcalino. Nesse caso uma cor violeta pode ser observada com
intensidade proporcional a concentracao de proteina presente. A quantificacdo pode ser feita
no espectrofotometro com leitura da absorvancia a 562 nm. O ensaio foi realizado de acordo
com as instrucoes do fabricante, sendo realizada uma curva de calibracao com padroes de
albumina sérica bovina - BSA, no intervalo de concentracdes de 0,01-0,1 mg/mL, preparados
em Tris-HCl 10 mM pH 8,0 ou Citrato de Sodio 10 mM +10 mM EDTA pH 5,0, dependendo do

tampao usado na preparacao do lisado e purificacao do sc pDNA.

3.4.3 Quantificacao de DNA genémico

Para detectacao e quantificacao de gDNA nas amostras de pDNA purificadas, foi realizado o
método de Real time Polymerase Chain Reaction (PCR), no sistema iQ5 Multicolor real-time
PCR (Bio-Rad), como descrito anteriormente [111]. Os primers sense (5 -ACACGGTCCA
GAACTCCTACG-3") e antisense (5 -CCGGTGCTTCTTCTGCGGGT AACGTCA-3") foram usados
para amplificar uma regiao de 181 pb do gene condificador do rRNA 16S. Para a quantificacao
do gDNA presente na amostra de lisado, foi feito uma diluicdo 100 vezes. Os produtos da
amplificacao foram quantificados observando alteracdes na fluorescéncia do corante de ligacao
ao DNA, neste caso o Syber Green (Bio-Rad). Para a medida da concentracao do gDNA obtido,

uma curva de calibracao foi feita através de diluicoes consecutivas de gDNA purificado de E-
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coli DH5a, de 0,005 a 50 ng/pL. O controlo negativo, nao contendo amostra de gDNA, foi

preparado em paralelo.

3.4.4 Quantificacao de Endotoxinas

A determinacao da quantidade de endotoxinas presente nas amostras foi realizada através do
kit ToxiSensor cromogénico Limulus amoebocyte lysate (LAL) (GenScript, USA) seguindo as
instrucdes do fabricante. O método baseia-se no facto de uma proteina presente na hemolinfa
de um caranguejo (Limulus polyphemus) reagir com endotoxinas provenientes da célula
hospedeira de E. coli DH5a, produzindo uma coloracao amarela que pode ser medida a 405 nm
[134]. Para a determinacao dos niveis de endotoxinas, foi preparada uma curva de calibracao
(0,1 a1 EU/mL) a partir de uma solucao padrao de 8 EU/mL, fornecida pelo fabricante. O ensaio
foi realizado em condicdes asséticas, usando a agua livre de endotoxinas, disponibilizada pelo
fabricante, necessaria para a diluicdo das amostras que também serviu como branco, evitando

assim a interferéncia de endotoxinas externas.

3.5 Analise Estrutural pDNA

3.5.1 Dicroismo Circular

A investigacdo por dicroismo circular é altamente sensivel e baseia-se na absorcao de luz, por
biopolimeros em solucdo, sendo que quando um feixe de luz circularmente polarizada para a
direita e para a esquerda é absorvido de formas diferentes por uma dada molécula, um espectro
de comprimento de onda é gerado variando de acordo com a rotacao da molécula analisada
[135], o que possibilita uma compreensao sobre a topologia do analito, neste caso, o sc pDNA.
No presente trabalho, o dicroismo circular foi utilizado para avaliar a estabilidade
conformacional das moléculas de sc pDNA, apds o processo de extracao e purificacdo, quando
sujeitas a diferentes condicdes, tais como, uso de diferentes tampdes/sais, bem como pH, que
podem influenciar a estrutura da dupla-hélice do DNA. O equipamento utilizado foi o Jasco J-
1850 Spectrophotometer (Jasco, Easton, MD, EUA) e uma célula de quartzo retangular (Hellman
analysis, Alemanha) com um percurso otico de 1 mm. Os espectros foram obtidos a uma
velocidade de varrimento de 10 nm/min, com uma gama de absorvancia entre 320-210 nm e a
uma largura de banda espectral de 1 nm. O volume de amostra analisada foi de 400 UL e a
concentracdo das amostras de DNA plasmidico (100 pg/mL), foram calculadas apods a
quantificacao no Nanodrop. Todos os ensaios foram entdo realizados sob um fluxo constante de
azoto, para purgar o ozono que é gerado pela fonte de luz (lampada de xénon) do equipamento.
Para todas as amostras analisadas, foi efetuado um branco (apenas tampao sem DNA
plasmidico), que foi posteriormente subtraido em todas as corridas da amostra. Os dados foram
recolhidos em triplicado (n=3) e as médias representadas num Unico espectro. No final de cada
corrida, é retirado o ruido usando o Software Jasco J1850, para se obter um espectro mais
linear sem distorcao das bandas positivas (275 e 220 nm) e negativa (245 nm) caracteristicas do

DNA plasmidico, e o sinal DC é mostrado em elipiticidade.
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3.5.2 Potencial Zeta

A carga superficial das amostras foi determinada através da medicdo do seu potencial zeta
usando o equipamento Zetasizer Nano-ZS (Malvern Instruments, Worcestershire, UK) em células
capilares descartaveis, a 25 °C. O valor do potencial zeta foi calculado através dos modelos de
Henry [F(Ka)1,5] e Smoluchowsky. Os valores médios das medidas de potencial zeta foram

calculados com os dados obtidos a partir de trés repeticoes + DP.

3.6 Avaliacao Bioatividade

A bioatividade do sc p53-pDNA foi avaliada por determinacao da expressao génica e expressao
proteica da p53 codificada pelo plasmideo usado, recorrendo a transfecao das linhas celulares
de células de cancro cervical (HelLa) e células de fibroblastos dérmicos humanos (hFib), de

acordo com as condicGes descritas de seguida.

3.6.1 Cultura celular e transfecao

As linhas celulares, HelLa e hFIB, foram cultivadas em meio DEMEM-F12, suplementadas com
FBS 10% v/v, ativado termicamente, e estreptomicina (100 pg/mL) a 37°C, sob atmosfera
humidificada a 5% de CO,. As células foram entdo semeadas em frascos até atingirem a
confluéncia. Depois as células foram tripsinizadas com 0,18% de tripsina (1:250) com 5 mM
EDTA. Os ensaios de transfecdao foram realizados semeando 1x10* células numa placa de 96
pocos com 200 pL de meio DMEM-F12 completo e incubado por 24 horas. Depois disso, o meio
completo foi substituido por meio sem FBS e sem antibidtico, para promover a transfecao. Os
ensaios de transfecdo foram entdo realizados com reagente comercial disponivel,
Lipofectamine 2000 (LP 2000), onde em cada poco foram adicionados 0,28 pL de LP 2000 + 0,14
pg de pDNA em 5,15 pL de meio Opti-MEM® |, de acordo com o protocolo do fornecedor. Antes
da reacao de complexacdo, LP 2000 foi incubado a temperatura ambiente. Os complexos LP
2000-pDNA foram incubados junto as células por um periodo de 6 horas e depois desse prazo o

meio foi trocado para meio DMEM-F12 completo.

3.6.2 Citotoxicidade

Dois dias apods a transfecdo, para avaliar se as formulacées (complexo LP2000-pDNA)
apresentaram algum efeito de toxicidade nas células, foi realizado um ensaio com resazurina.
Para tal, 10 pL de resazurina 2,5 mM foram adicionados a cada poco e incubados por 4 h, a
37°C, em atmosfera com humidade a 5% de CO,, na auséncia de luz. O mesmo procedimento
foi executado para as duas linhas celulares acima mencionadas. Para além do ensaio de
transfecao com as amostras de sc pDNA purificadas, foram também realizadas transfecées com
amostras de DNA nativo (sc+oc). Como controlo negativo foram usadas células nao transfetadas,
e o controlo positivo foi preparado com incubacao das células com ETOH. Apos este processo,
o produto resultante, nomeadamente resofurina foi quantificado utilizando um leitor de placas

(Spectramax Gemini XS, Molecular Devices LLC, EUA), a um comprimento de onda de excitacao
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/ emissao de Aex = 560 nm e Aem = 590 nm. Os dados representam a média de trés ensaios

independentes.

3.6.3 Avaliacao da expressao da proteina p53 por ELISA

O kit ELISA p53 (Enzo Life Sciences) foi usado para quantificar os niveis da proteina P53 apods
transfecao de células com o vetor p53-pDNA. Resumidamente, 48 horas apds transfecao com os
complexos LP2000-pDNA, as células HelLa e hFib foram lavadas com PBS gelado e
homogeneizadas em tampao de lise celular: tampao Tris-HCl 25 mM, pH 7,4; EDTA 2,5 mM; 1%
de Triton X-100; 2,5 mM de EGTA; Fluoreto de fenilmetilsulfonilo 25 mM e cocktail inibidor de
protease completo isento de EDTA (Roche). Os extractos celulares foram entao centrifugados a
11500 rpm durante 7 min a 4 °C e o sobrenadante foi analisado utilizando o método de Bradford
para quantificacdo de proteina (BioRad) de acordo com as instrucées do fornecedor. Em
seguida, o protocolo fornecido pela Enzo life Sciences para o método ELISA foi aplicado e a
expressao da proteina P53 foi finalmente medida em um espectrofotometro de placa
(Spectramax Gemini XS, Molecular Devices LLC, EUA), avaliando a absorvancia a 450 nm. Os

dados representam a média de duas experiéncias independentes.

3.6.4 Avaliacao Apoptose

Apds 48 horas da realizacdo da transfecdo das células HeLa com as amostras de sc pDNA
purificadas através da cromatografia, a apoptose mediada pela p53 foi determinada. Como
controlo negativo (k-), foram usadas e avaliadas células HelLa nao transfetadas com o plasmideo
terapéutico. A taxa de apoptose nas células foi medida usando o Kit HT TiterTACS™ Assay Kit,
seguindo as instrucdes do fabricante. Esse método, que emprega a deteccdo colorimétrica in
situ, foi projetado especificamente para avaliacdo da apoptose em cultura de células em
suspensdo e mono camadas. O ensaio detecta nucleotideos biotinilados inseridos pela enzima
desoxinucleotidil transferase terminal (TdT) nas extremidades do DNA previamente
fragmentado pela apoptose celular. A esses nucleotideos biotinilados, liga-se a proteina
estreptavidina conjugada a enzima HRP, que na presenca do substrato Tacs Sapphire, induz a
emissdo de luz que é quantificada a 450 nm. Esse experimento foi realizado em condigoes

assepticas.

3.6.5 Analises estatisticas

Cada experiéncia foi realizada pelo menos duas ou trés vezes. Os dados sao expressos como
uma média + erro padrdo (S.D.). A analise estatistica realizada foi analise de variancia one-way
(ANOVA), seguida pelo teste de comparacdao multipla Turkey. Um valor de p abaixo de 0,05 foi
considerado estatisticamente significativo. A analise dos dados e os testes estatisticos foram

realizados no software GraphPad Prism 6.
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4 Resultados e Discussao

4.1 Biossintese e recuperac¢ao do plasmideo pc flag p53

O sucesso da terapia génica esta dependente da obtencdo de elevadas concentracdes do
plasmideo terapéutico, ja que frequentemente a expressao do gene exogeno nas células
transfetadas é transiente. Considerando esta necessidade, é essencial realizar uma etapa de
producao que permita a obtencao de mdltiplas copias do plasmideo alvo, podendo igualmente
ser desenvolvido um processo mais rapido e economicamente mais vantajoso. A biossintese do
plasmideo ocorre no interior de células hospedeiras, geralmente em Escherichia coli, que
quando colocadas em meio de cultura adequado, se multiplicam, replicando também o
plasmideo no citoplasma, que posteriormente é extraido da célula. Neste trabalho, e para a
producao do pDNA, além da utilizacdo de E. coli como bactéria hospedeira, um estudo
preliminar em outra espécie bacteriana, nomeadamente Rhodovulum sulfidophilum, também

foi executado conforme detalhado a seguir.

4.1.1 Rhodovulum sulfidophilum-Estudos preliminares

A caracteristica intriseca desta bactéria em secretar acidos nucleicos para o meio extracelular
motivou a realizacdo de varias tentativas para promover a sua transformacao com o p53-pDNA,
uma vez que isso poderia possibilitar a exclusao de uma etapa de lise alcalina, reduzindo tempo
de trabalho, custos, e evitando o uso dos agentes alcalinos na extracao, o que facilitaria a
recuperacao da molécula de uma forma mais intacta e estavel para posterior aplicacdo. Na
tentativa de obter clones recombinantes de R. sulfidophilum, foi inicialmente avaliada a
possibilidade de usar concentracdes elevadas de ampicilina, ja que uma analise in silico mostrou
que R. sulfidophilum possui um gene que codifica para a enzima B-Lactamase (NHU_03651),
que degrada antibioticos da classe dos B-lactamicos como ampicilina, conferindo resisténcia a
célula hospedeira. Também em paralelo foi estudada a utilizacdo dos antibioticos canamicina e
neomicina, na tentativa de selecionar um antibiotico para o qual o hospedeiro ndo apresentasse
resisténcia natural. Esta selecao pareceu razoavel, uma vez que o pDNA-p53 também confere
resisténcia a estes antibioticos. Diferentemente da ampicilina, a canamicina e neomicina
pertencem a classe dos antibioticos aminoglicosideos, e nesse caso, nao seriam degradados pela
B-Lactamase. Assim, apos o procedimento de transformacéo da R. sulfidophilum DSM 1374, as
células cresceram em meio solido, mostrando-se resistentes aos trés antibioticos testados
(amp.; neo.; can.), ndo sendo sensiveis a nenhuma das concentracdes as quais foram expostas.
Este resultado seria esperado, ja que as células poderiam ter sido modificadas com o pDNA-p53.
No entanto, verificou-se que o crescimento também ocorreu para as bactérias ndo transformadas
(grupo controlo), e neste caso a resisténcia nao seria expectavel, pelo facto de as células nao
terem incorporado o pDNA, a nao ser que as proprias células apresentassem uma resisténcia
natural aos antibioticos em estudo. Apos esse crescimento, as células ainda foram transferidas
para meio liquido também contendo os antibioticos (amp.; neo.; can.) para realizacdo de mini
prep, na tentativa de extrair e identificar a presenca do plasmideo de interesse. A figura 12
mostra o crescimento das coldnias em meio soélido contendo antibiético ampicilina (250 pg/mL)

com o respetivo crescimento em meio liquido suplementado com o mesmo antibiético.
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Figura 12: A) Placa com colodnias de Rhodovulum sulfidophilum apds 5 dias de incubacao em meio sélido
com ampicilina (250 pg/mL). B) Crescimento em meio liquido contendo ampicilina (250 pg/mL), apds a

recuperacao da massa celular por centrifugacao.

Apos o crescimento em meio liquido foi recuperado o sobrenadante e as células, para avaliar a
possivel acumulacdo do plasmideo intra ou extracelularmente, considerando as caracteristicas
da bactéria. Assim, as células foram submetidas ao procedimento de lise alcalina, e o
sobrenadante foi sujeito a precipitacdo. Apds a precipitacdo do meio extracelular, foram
visualizadas algumas bandas na eletroforese em gel de agarose 0,8% (Figura 13A), que nao foram
identificados imediatamente. Para tentar identificar as biomoléculas presentes na
electroforese, foram realizados varios testes, ja que a banda poderia corresponder a alguma
topologia do plasmideo. Assim, foi realizado um ensaio decisivo com uma enzima de restricao,

a APAI, que cliva o plasmideo p53 em regides especificas (5 ...GGGCCC...3") (figura 13 B).
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Figura 13: Gel de eletroforese 0,8% de agarose, mostrando possiveis bandas de pDNA extraidas de R.
sulfidophilum. A) extracao do pDNA, por miniprep e do meio extracelular, precipitado com isopropanol
e pDNA-p53 extraido de E. coli, como referéncia. B) clivagem por enzima APAIl da banda precipitada
do meio liquido de R. sulfidophilum

Apos a clivagem, o plasmideo deveria ser linearizado, mas o que foi observado foi a auséncia
de qualquer banda, o que poderia ser devido a digestdo ou degradacdo completa da espécie em
causa. Este resultado também demostrou que a banda nao correspondia a molécula alvo, sendo
que os ensaios de digestao enzimatica foram entao decisivos para demonstrar que o plasmideo
nao foi replicado na bactéria como seria desejavel. Para compreender este fendmeno, foi
realizada alguma pesquisa bibliografica que revelou que alguns membros das
alphaproteobactérias, incluindo R. sulfidophilum, sao capazes de produzir particulas que tém
funcao na transferéncia horizontal de genes, nomeadamente Gene transfer agents (GTAs) [136,
137], sendo uma possivel explicacdo para a espécie encontrada no meio de cultura precipitado.
A literatura também reporta que esta bactéria possui uma composicao genética muito complexa
que se constitui, além do cromossoma, por outros dois plasmideos residentes [138] que podem
eliminar por competicdo, um terceiro plasmideo exogeno. No que se refere a instabilidade
plasmidial, verifica-se que a carga metabolica provocada na célula hospedeira, pode ocorrer
tanto pela replicacao como pela expressao de genes do plasmideo no interior da célula, e em
ambos os casos podem conduzir a eliminacao da molécula pela célula [139]. Relativamente a
resisténcia aos antibioticos que foi verificada, concluiu-se que nao estava relacionada com a
transformacdao com o plasmideo de interesse, ja que as células nao transformadas também
adquiriram resisténcia. Os trés antibioticos usados, poderao ter sido de alguma forma inativados
pela bactéria e independente de genes que confiram a resisténcia, a literatura tem reportado

outros mecanismos de defesa aos aminoglicosideos, garantindo a resisténcia das células. Dentre
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esses mecanismos de resisténcia, bombas de efluxo, bem como outros mecanismos que
modificam a droga inativando-a, sdo os mais frequentes [140]. Também, a capacidade da R.
sulfidophilum em formar biofilmes, explica o crescimento das células em culturas com
antibiotico [141].

Devido as complexas caracteristicas dessa bactéria citadas acima e as dificuldades em
transforma-la com o plasmideo de interesse, foi tomada a decisdao de avancar com este projeto

utilizando uma bactéria também prevista para uso nesse trabalho, a Escherichia coli.

4.1.2 Escherichia coli

A utilizacdo de uma bactéria de simples e rapido crescimento e com necessidades nutricionais
e metabolismo bem conhecidos, como a Escherichia coli, representa uma ferramenta muito Gtil
em processos biotecnologicos. Assim sendo, estas células transformadas com o plasmideo de
interesse foram usadas para a biossintese do plasmideo, através de fermentacdo. As células
cresceram em meio de cultura adequado até atingir a densidade otica (a 600 nm) necessaria,
aproximadamente 9, garantindo assim quantidades adequadas de plasmideos que foram

extraidos por lise alcalina modificada, figura 14.

Meio liquido TB

Massa celular

Gel eletroforese

0,8% h4

\—“—“—“—J « PDNA- -

p53

““ RNA

Lise alcalina

Figura 14: Esquema que representa o processo desde a biossintese, recuperacao celular, lise alcalina e o

gel de agarose 0,8%, mostrando o pDNA extraido
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As etapas vistas até aqui marcam entao o ciclo upstream e como detalhado a seguir, inicia-se

o ciclo downstream, representados pelas etapas de purificacdo cromatografica.

4.2 Cromatografia de afinidade para purificacdao de p53-pDNA

Apds a producao do p53-pDNA em células de E. coli seguida da extracao do plasmideo por lise
alcalina, o lisado clarificado foi submetido ao processo de purificacdo cromatografica, usando
os suportes de histidina-Sepharose, arginina-macroporosa e histidina-monolito. O uso dos
aminoacidos histidina e arginina como ligandos para a purificacdo de acidos nucleicos tem sido
muito estudado, tendo sido ja demonstrada a eficacia de recuperacao de outros tipos de
plasmideos com alto grau de pureza [111, 112, 121]. Embora multiplas interacées nao
covalentes ocorram entre o plasmideo e os aminoacidos como ligandos, a literatura reporta que
o comportamento de ligacao da arginina é maioritariamente ionico, enquanto que a histidina é
maioritariamente hidrofdbico, variando também em conformidade com as condicées de
ligacao/eluicao usadas. A escolha destes aminoacidos nesse estudo, se deve a essa diferenca
de comportamento uma vez que o objetivo principal do trabalho é a avaliacdo de possiveis
influéncias destes parametros cromatograficos na molécula de pDNA, quer ao nivel da sua
estabilidade quer da sua atividade. Apos cada estratégia de purificacdo foi avaliado o grau de
pureza e recuperacao da molécula alvo (sc pDNA), para garantir se a eliminacao das impurezas
do lisado permite a obtencédo do produto de pDNA em concordancia com os critérios e limites -
estabelecidos pelas agéncias reguladoras. Para definir o valor exato da pureza e recuperacao
da molécula alvo, foi entdo gerado um cromatograma padrdo, apenas com o tampao na
concentracao de 600 mM NaCl em 200 mM de tampao Tris-HCl, seguido do aumento do gradiente
para 700 mM NaCl em 200 mM de tampao Tris-HCl (pH 8,0). A figura 15 representa o
cromatograma gerado pela injecao de 200 mM de tampao Tris-HCl pH 8,0 (Branco). Esse
procedimento foi realizado antes da quantificacdo das amostras purificadas através das trés
matrizes cromatograficas, com o objetivo de verificar a interferéncia acrescida pelo tampao

usado nas quantificacdes.
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Figura 15: Cromatograma representativo apenas com o tampao (Branco)

Ainda para as analises qualitativas, as amostras purificadas foram analisadas para determinacao
do conteldo de impureza, nomeadamente as endotoxinas, gDNA, que devem obedecer aos
limites estabelecidos pelas agéncias reguladoras (FDA e EMEA). Os resultados sdo detalhados

abaixo.

4.2.1 Purificacdo de p53-pDNA por cromatografia com Histidina-Sepharose
0 aminoacido histidina imobilizado em suporte de agarose, constitui a matriz utilizada nesta
etapa cromatografica. O tampé&o Tris-HCl 10 mM pH 8,0 e o tampao salino 3M (NH,4),SO4, diluido
em Tris-HCL 10 mM pH 8,0, foram usados como fases moveis para promover a ligacao e eluicao
das biomoléculas que interagem ou ndo com a matriz. Apos o equilibrio da matriz de histidina

a uma concentracao de 2,3 M de (NH4)ZSO4, um volume de 200 pL do lisado clarificado foi

injetado na coluna usando um caudal de 1 mL/min e ao passar pela matriz, as moléculas com
pouca afinidade, que nao interagiram com a matriz, acabaram por eluir nessa primeira etapa.

Posteriormente, ao reduzir a concentracao de sal para 1,7 M (NH4)ZSO4, a molécula alvo (sc
pDNA) foi entao eluida da matriz e na sequéncia, a remocao total do (NH,),50, foi fundamental

para a eluicao de todas as espécies que ainda permaneciam adsorvidos a matriz, como o0 RNA,
que constitui um dos principais contaminantes do lisado. O cromatograma e o gel de agarose

representativos destes ensaios, sao apresentados na figura 16A e 16B, respetivamente.
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Figura 16: Pefil cromatografico e analise em gel de agarose de amostras purificadas do lisado clarificado,
através da matriz histidina-sepharose . A) Cromatograma de purificagdo da amostra de lisado, mostrando
o gradiente decrescente de (NH4),S04 de 76,7%, 56,6% a 0%, com eluicdo das moléculas mais fortemente
ligadas a matriz (picos 1, 2 e 3). b) gel de eletroforese 0,8% mostrando o lisado clarificado (L); Banda
referente pDNA circular aberto (1); Banda referente ao pDNA superenrolado (2); Banda referente ao RNA

e outras espécies que ainda estavam ligadas a matriz (3).

Polimeros naturais, como a agarose, sdo amplamente usados em cromatografia liquida e
apresentam baixa adsorcdo inespecifica [142,143], apresentando também uma ligeira
hidrofobicidade [102]. Estes suportes sao quimicamente estaveis, sendo resistentes a condicoes
extremas de pH e ambientes oxidantes [102]. Quando funcionalizado com o aminoacido
histidina (L-histidine-agarose), as interacdes promovidas sao maioritariamente hidrofdbicas,
apesar de se estabelecerem outros tipos de interacdes que conduzem ao bioreconhecimento
dos acidos nucleicos pelo ligando de histidina. Considerando que as bases azotadas sdo mais
expostas na isoforma sc pDNA, devido a configuracao dessa isoforma mais compacta e torcida
[144] é possivel entender o maior tempo de retencdo, comparado com oc pDNA que é eluido na
primeira etapa. Por outro lado, a natureza do RNA que é uma molécula de cadeia simples, onde
as bases azotadas estao mais expostas, permite que as interacdes se estabelecam mais
facilmente, o que explica o maior tempo de retencdo dessa molécula na coluna, quando
comparado ao oc e sc pDNA. Adicionalmente, importa considerar que as bases que constituem
os acidos nucleicos apresentam carater hidrofébico, conferido pelos anéis aromaticos, por isso
é compreensivel o facto de que o RNA se ligue mais fortemente a matriz cromatografica.
Estudos anteriores também sugerem que a diminuicdo da concentracdo de sal perturba as
interacbes de empilhamento/hidrofobicas, que é o efeito dominante das interacdées (pDNA-
Histidina) e além dessas interacdes citadas, pontes de hidrogénio também estédo presentes, bem
como forcas de van der Waals [119,145] e isso explica o porqué da reducédo da forca ionica e a

ordem das moléculas eluidas.
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A pureza e recuperacao do sc pDNA foram avaliadas através da utilizacdo de um método
cromatografico analitico. O cromatograma gerado pela analise quantitativa da amostra de sc
pDNA, esta representado na figura 17 A e B, que mostram a analise do lisado clarificado (fig.
17 A) e a analise da amostra purificada da isoforma sc pDNA recuperada da etapa de purificacao
no suporte de histidina-sepharose (fig. 17 B). A partir dessa analise foi possivel definir o grau
de pureza da isoforma sc pDNA e a taxa de recuperacao da amostra, em relacao a amostra do
lisado inicial. Esses dados sao mostrados em percentagem e estao apresentados na tabela 8,
bem como os valores analisados das impurezas, com os respetivos valores limites, estabelecidos

pelas agéncias reguladoras.
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Figura 17: Cromatograma referente a analise quantitativa: (A) Quantificacado do pDNA presente no lisado

clarificado; (B) Quantificacao do sc pDNA purificado através da coluna histidina sepharose.

Tabela 8: Quantificacdo das impurezas associadas ao sc pDNA purificado por histidina sepharose,

comparados aos limites estabelecidos pelas agéncias reguladoras

Conteudo analisado Valores encontrados Valores limites
Proteinas (pg/mL) Nao detectada Nao detectavel
RNA Nao detectado Nao detectavel
Endotoxinas (EU/pg pDNA) 0,010 < 0,1 EU/ pg pDNA
gDNA (pg/ pg de pDNA) 0,0008 < 0,01 pg/pg pDNA
Pureza 96,84 % >90%
Recuperacao 42 %
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No que se refere a qualidade, pureza e recuperacao da molécula alvo obtida através desta
estratégia cromatografica, com Histidina-Sepharose, verificou-se que ocorreu a purificacao
seletiva da molécula alvo sendo que o grau de pureza para a isoforma sc pDNA foi de 96,84%,
conforme mostrado na tabela 8. Um aspecto interessante, é que esses dados sao concordantes
com os resultados obtidos previamente para a purificacao de um outro plasmideo (pVAX1-LacZ),
onde foi verificado o mesmo valor de pureza da isoforma superenrolada [112], o que comprova
a eficacia da metodologia. As impurezas presentes no lisado, como proteinas, RNA, endotoxinas
e gDNA foram eliminadas ou reduzidas, mantendo valores abaixo dos limites estabelecido pelas
agéncias reguladoras para produtos terapéuticos. A grande desvantagem do uso dessa matriz
histidina-sepharose, € a utilizacao de altas concentracdes de (NH4);SO,4, que além de tornar o
processo cromatografico mais caro, implica também maior tempo e etapas de manipulacao para
dessalinizacdo da amostra apds a etapa de cromatografia, deixando a molécula mais susceptivel

ao stress mecanico, podendo comprometer a topologia desejada.
4.2.2 Purificacao de p53-pDNA por cromatografia com Arginina-Macroporosa

0O aminoacido arginina previamente imobilizado ao suporte macroporoso foi utilizado como

ligando nesta estratégia cromatografica (figura 18).

OH H o
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O—CHZ—CHz—CH—NH—C—C\
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Figura 18: Estrutura quimica da arginina-macroporosa: A) Suporte
macroporoso; B) Braco espacador; C) Estrutura quimica arginina
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O tampao Tris-HCL 10 mM pH 8,0 e o sal cloreto de sodio (NaCl 2 M), diluido em Tris-HCL 10 mM
pH 8,0, foram usados como fases moveis para promover a ligacdo e eluicdo das biomoléculas
que interagem ou nao com a matriz. Apos o equilibrio da matriz de arginina a uma concentracao
de 124 mM de NaCl, foi injetado no cromatdgrafo um volume de 100 pL de lisado clarificado,
previamente dessalinizado em colunas PD-10, a um caudal de 1 mL/min. Ao passar mela matriz,
as moléculas com pouca afinidade, acabaram por eluir nessa primeira etapa. Posteriormente,
um aumento da concentracdo de sal para 500 mM, promoveu a eluicdo da molécula alvo (sc
pDNA). Finalmente, o aumento para a concentracao 2 M de NaCl foi fundamental para a
remocao de espécies moleculares mais fortemente aderidas a matriz. O cromatograma e o gel

de agarose podem ser vistos na figura 19.
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Figura 19: Pefil cromatografico e analise em gel de agarose de amostras purificadas do lisado clarificado,
através da matriz arginina-macroporosa. A) Cromatograma de purificagao da amostra de lisado, mostrando
o gradiente crescente de NaCl de 6,2%, 25% e 100%, com eluicao da moléculas mais fortemente ligadas a
matriz arginina-macroporosa (picos 1, 2 e 3). b) gel de eletroforese 0,8% mostrando o lisado clarificado
(L); Banda referente ao RNA (1); Banda referente ao pDNA superenrolado (2); Banda referente a eventuais

espécies ainda ligadas a matriz cromatografica (nao visiveis no gel) (3)

Diferente do comportamento de interacao entre o DNA e os ligandos de histidina, onde as
interacbes eram favorecidas por uma forca ionica elevada, neste caso as biomoléculas
interagem com a arginina macroporosa a uma baixa forca ionica, o que justifica o fato de que
o (NH,),S0, usado no procedimento de lise, precisar ser removido antes de se injetar a amostra
na coluna cromatografica. Essa dessalinizacao feita através da coluna PD-10 foi fundamental
para que as interacdes DNA-ligando pudessem ocorrer. A interacdo do DNA com os ligandos de
arginina sao maioritariamente eletrostaticas e exploram a natureza polianionica do DNA contra
as cargas positivas do grupo guanidino da arginina, que se encontra protonado a pH 8,0. Ao
contrario do observado no comportamento de ligacdo a histidina, onde as espécies eluiram com
a diminuicdo da concentracao de sal, necessaria para pertubar as ligacdes maioritariamente

hidrofobicas, com o ligando de arginina as espécies mais fortemente adsorvidas a matriz eluem
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devido ao aumento da forca ionica. A carga positiva da arginina, atrai as cargas negativas dos
grupos fosfatos da cadeia dos acidos nucleicos. Com o aumento da concentracdo de NaCl,
aumenta-se também a competicdo de ides positivos e negativos no interior da coluna que
acabam por promover primeiro a eluicao de espécies com menor densidade de carga, como é o
caso do RNA,que possui apenas uma cadeia simples, pico 1, fig 19 A. Posteriormente,
aumentando ainda mais a concentracao do sal, € possivel eluir moléculas de dupla cadeia, como
no caso o pDNA (pico 2, fig. 19 A), assim a ordem de eluicao é essencialmente dependente da
carga liquida negativa da molécula e da densidade de carga por unidade de superficie [109]. O
terceiro pico, pode ser devido a eluicdo de proteinas que nao sdao detetadas em gel de
eletroforese, ou mesmo pequenas quantidades de pDNA circular aberto juntamente com algum
RNA. Considerando que a fracdo de RNA inclui moléculas de tamanho e estrutura muito
heterogéneo, podemos considerar que RNAs de tamanhos reduzidos que entraram nos poros do
suporte, tenham eluido nessa etapa. De facto, as dimensoes dos poros podem influenciar
também os comportamentos de ligacdo, considerando o tamanho das moléculas do lisado. O
perfil cromatografico aqui observado, difere por exemplo, do observado no perfil
cromatografico da purificacdo do plasmideo pVAX1-LacZ de 6.05-kbp, a partir de lisado
clarificado, utilizando a matriz arginina-sepharose. Os autores mostraram uma ordem de
eluicao onde a isoforma circular aberta elui primeiro, seguido do RNA a uma concentracao de
240mM de NaCl e a isoforma superenrolada sai no terceiro pico, a uma concentracao de 300
mM [111]. Em outro trabalho, a diferenca no perfil cromatografico foi ainda mais evidente,
onde Soares e colaboradores (2013) trabalhando na purificacao da isoforma superenrolada do
plasmideo HPV-16 E6/E7, a partir do lisado clarificado, utilizando arginina-monolito, mostraram
que nos dois primeiros picos, foram eluidas moléculas de RNA a uma concentracao de 600 e 740
mM de NaCl respetivamente e a eluicdo da isoforma superenrolada do plasmideo se deu no
terceiro pico, a 795 mM de NaCl e um quarto passo onde os autores usaram 1 M de NaCl para
eluir outras espécies de RNA [146] que poderiam estar fortemente aderidas a matriz, por
exibirem uma estrutura secundaria [147]. As diferencas no padrao de eluicdo das moléculas,
podem ser devidas ndo somente aos diferentes plasmideos, mas parecem ser mais associadas
ao tipo de suporte onde a arginina esta imobilizada. Se considerarmos o factor tempo dos
ensaios, o monolito representa uma vantagem pois a purificacdo em arginina-monolito foi feita
em 25 minutos, aproximadamente, enquanto que arginina-macroporosa o tempo de ensaio se

deu em 55 minutos e arginina-sepharose em aproximadamente 120 minutos.

A pureza e recuperacao do sc pDNA foram avaliadas através da utilizacdo de um método
cromatografico analitico. O cromatograma gerado pela analise quantitativa da amostra de sc
pDNA, esta representado na figura 20 A e B, que mostram a analise do lisado clarificado (fig.
20 A) e a analise da amostra purificada da isoforma sc (fig. 20 B). A partir dessa analise foi
possivel definir o grau de pureza da isoforma sc pDNA e a percentagem de recuperacao da

amostra, em relacao a amostra do lisado inicial. Esses dados sao apresentados na tabela 9, bem
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como os valores analisados das impurezas, com os respetivos valores limites, estabelecidos

pelas agéncias reguladoras.
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Figura 20: Cromatograma referente a analise quantitativa: (A) Quantificacdo do pDNA presente no

lisado clarificado; (B) Quantificacao do sc pDNA purificado através da coluna arginina-macroporosa.

Tabela 9: Quantificacdo das impurezas associadas ao sc pDNA purificado por arginina macroporosa,

comparados aos limites estabelecidos pelas agéncias reguladoras

Conteldo analisado Valores encontrados Valores limites
Proteinas (ug/mL) Nao detectada Nao detectavel
RNA Nao detectado Nao detectavel
Endotoxinas (EU/pg pDNA) 0,014 < 0,1 EU/ pg pDNA
gDNA (pg/ pug pDNA) 0,0063 < 0,01 pg/ pg pDNA
Pureza 92 % >90%
Recuperacao 43 %

Apesar do grau de pureza do plasmideo superenrolado, encontrado neste trabalho ser de 92%,
0 que esta acima dos limites estabelecidos pela FDA, este valor é inferior ao grau de pureza da
mesma isoforma encontrada por Sousa e colaboradores (2008), para o plasmideo (pVAX1-LacZ),
onde os autores reportaram um grau de pureza de 100% com um rendimento de recuperacao da
isoforma sc pDNA de 79% [111]. Soares e colaboradores (2013), também reportaram maior grau
de pureza para a sc pDNA recuperado pela arginina-monolito, >99% e um rendimento de
recuperacao dessa isoforma de aproximadamente 39% [146], pouco abaixo do valor encontrado
para p53-pDNA (43 %). Analisando as quantificacées das impurezas, indicadas na tabela 9, fica
evidente a eficiéncia da arginina-macroporosa na purificacdo do pDNA, uma vez que os valores
obedecem a todos os requisitos recomendados pela FDA. Esses valores também estdo em
concordancia com os dados encontrados em outros trabalhos que usaram a arginina como
ligando [111,146].
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4.2.3 Purificacao de p53-pDNA por cromatografia com Histidina-Monolito

0 aminoacido histidina imobilizado em monolito, foi utilizado como ligando nesta estratégia
cromatografica. Para promover a ligacdo e eluicdo da amostra, foram criados gradientes
recorrendo aos tampoes citrato de sédio 10 mM + EDTA 10 mM pH 5,0 e 3M (NH,),504 em citrato
de sodio 10 mM + EDTA 10 mM pH 5,0. Cabe salientar que a escolha do tampao citrato de sddio
nao foi ao acaso, uma vez que esse tampao € estavel a pH 5,0. O pH 5,0 mantém o anel imidazol
da histidina protonado, uma vez que o seu pka=6,5. Isso € importante para explorar outras
interacdes, conforme sera detalhado mais adiante. Apos o equilibrio da matriz de histidina-
monolito a uma concentracao de 3 M de (NH,),SO,4, que foi feito para promover uma ligacao
mais eficiente dos componentes do lisado a matriz, um volume de 100 pL do lisado clarificado
foi injetado a um caudal constante de 1 mL/min e ao passar pela matriz, as moléculas sem
afinidade que nao interagiram com a matriz, acabaram por eluir nessa primeira condicao.
Posteriormente, ao reduzir a concentracao de sal para 2,52 M (NH,4),SO4, o RNA foi eluido da
matriz, seguido da purificacdo da molécula alvo (sc pDNA) com 0 M de (NH,),SO4. O

cromatograma e o gel de agarose podem ser vistos na figura 21.

A) 1 2 3 B)
[ — [ —
80 ---------mmmmm ~100
IS
< ocC
3
2 sc
©
2
-
i
[3]
—
(%]
Qa
<
RNA
40 . : — —L0
0 10 20 30
Volume (mL)

Figura 21: Pefil cromatografico e analise em gel de agarose de amostras purificadas do lisado clarificado.
A) Cromatograma de purificacao da amostra de lisado, mostrando o gradiente decrescente de (NH4)2504
de 100%, 84% a 0%, com eluicao da moléculas mais fortemente ligadas a matriz histidina-monolito (picos
1, 2 e 3). b) gel de eletroforese 0,8% mostrando o lisado clarificado (L); Banda referente a espécies que
nao se ligaram a matriz (nao visualizadas em gel) (1); Banda referente ao RNA + co-eluicao sc pDNA (2);

Banda referente ao sc pDNA (3).

Nesse caso, apesar de se usar o aminoacido histidina como ligando, é evidente a diferenca
encontrada nos perfis cromatograficos obtidos nesta estratégia e com o suporte de histidina-
sepharose. A diferenca nesses padrdes podera estar associada ao tipo de interacdes exploradas,
uma vez que em histidina-sepharose as interacoes hidrofébicas sao dominantes e no mondélito
de histidina, para além destas, foram também favorecidas interacoes eletrostaticas, devido a

protonacao do anel de imidazol que ocorre a pH 5,0 [121] e esse efeito adicional, acaba por
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definir os padroes de eluicdo que se assemelham com o perfil cromatografico da arginina-
macroporosa. No caso da histidina-monolito, o primeiro passo foi feito usando a concentracao
maxima de 3M (NH,),SO, para promover a ligacdo de todas as moléculas do lisado e ainda assim,
um pico inicial foi observado, o que possivelmente poderia ser proteinas ou endotoxinas, uma
vez que nao foi detetada nenhuma banda em gel de eletroforese. Aqui, a explicacao da ordem
de eluicao, se assemelha ao observado na arginina-macroporosa, onde o RNA elui antes do pDNA
e nesse caso, fica claro que as interacoes eletrostaticas estdao presentes, uma vez que o RNA
possui apenas uma cadeia fosfato com grupos carregados negativamente, enquanto que o pDNA
possui dupla cadeia e portanto, mais grupos negativos estao disponiveis para a interacao. A
ordem de eluicdo esta também concordante com os dados encontrados por Amorim e
colaboradores (2017) que usaram histidina-monolito para purificar o plasmideo HPV-16 E6/E7
[121].

A pureza e recuperacdo do sc pDNA foram avaliadas através da utilizacdo de um método
cromatografico analitico. O cromatograma gerado pela analise quantitativa da amostra de sc
pDNA, pode ser visto na figura 22 A e B, que mostram a analise do lisado clarificado (fig. 22 A)
e a analise da amostra purificada da isoforma sc pDNA (fig. 22 B). A partir dessa analise foi
possivel determinar o grau de pureza da isoforma sc pDNA e a recuperacdo da amostra, em
relacao a amostra do lisado inicial. Esses dados sao mostrados em percentagem e estao
apresentados na tabela 10, bem como os valores analisados das impurezas, com os respetivos

valores limites, estabelecidos pelas agéncias reguladoras.
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Figura 22: Cromatograma referente a analise quantitativa: (A) Quantificacao do pDNA presente no

lisado clarificado; (B) Quantificacdo do sc pDNA purificado através da coluna histidina-monolito.
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Tabela 10: Quantificacao das impurezas associadas ao sc pDNA purificado por histidina-monolito,

comparados aos limites estabelecidos pelas agéncias reguladoras

Conteldo analisado Valores encontrados Valores limites
Proteinas (ug/mL) Nao detectada Nao detectavel
RNA Nao detectado Nao detectavel
Endotoxinas (EU/pg pDNA) 0,652 < 0,1 EU/ pg pDNA
gDNA (pg/ pg pDNA) 0,00096 < 0,01 pg/pg pDNA
Pureza 100 % >90%
Recuperacao 71,6 %

Conforme demonstrado também por Amorim e colaboradores (2017), o suporte histidina-
monolito foi eficiente na purificacao da topologia superenrolada do plasmideo HPV-16 E6/E7
com um grau de pureza de 100 % [121] e o mesmo valor foi encontrado no presente trabalho,
conforme visto na tabela 10. O rendimento de recuperacao também é aproximado em ambos
os trabalhos, mostrando que essa matriz apresenta um bom grau de reprodutibilidade. Quanto
ao nivel de impurezas na amostra final de sc pDNA, a matriz também se mostra eficaz na
reducao dos contaminantes, com excecao das endotoxinas que apresentam um valor acima dos
limites recomendados pela FDA. A vantagem do uso do histidina-monolito- é a reducao do tempo
dos ensaios, de aproximadamente 30 minutos, enquanto que para 0s outros suportes, 0s ensaios
podem demorar cerca de 60 minutos. A explicacao, é que os monolitos, constituem-se de redes
internas onde os ligandos de histidina estao aderidos. As dimensdes internas, definem o
coeficiente de difusdo das moléculas, assim sendo, para moléculas maiores, o tempo de ensaio

sera mais longo [102].

4.3 Impacto das condicdes de purificacao na estrutura e atividade bioldgica
do pDNA-p53

Apés a realizacdo da purificacio do p53-pDNA através das diferentes estratégias
cromatograficas, a integridade topoldgica do pDNA foi avaliada quanto a estabilidade
estrutural, usando o dicroismo circular, bem como a densidade de cargas negativas por
potentical zeta. O objetivo deste estudo é verificar se ha alguma influéncia das condicées de
purificacdo na estrutura do DNA e se isso poderia também afetar a atividade biologica do
plasmideo, avaliada por ensaios de transfecao celular, verificando a viabilidade celular,

expressao proteica e a apoptose.

4.3.1 Influéncia das condicoes cromatograficas no pDNA-p53

As interacOes entre péptidos, polipéptidos e acidos nucleicos é reconhecida em diversas funcoes
celulares, como ligacao dos fatores de transcricao ao DNA, histonas, fatores de replicacao e em
outras funcdes mediadas por proteinas e DNA. As condicdes naturais fisiologicas encontradas no

ambiente intracelular favorecem as interacées necessarias para que a manutencado celular
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ocorra, como por exemplo, replicacao, transcricao e traducao, resguardando a funcao das
macromoléculas envolvidas. Reproduzir tais interacoes fora do ambiente celular tem sido um
grande desafio, uma vez que o pH, concentracao de sal, temperatura e caudal sao cruciais para
manter, alterar e influenciar as ligacdes entre os acidos nucleicos e a matriz cromatografica e
que por sua vez podem interferir ou preservar a bioatividade do pDNA. No presente trabalho,
dois diferentes aminoacidos foram usados como ligandos e trés tipos de suporte foram
estudados. A tabela 11 apresenta um resumo das caracteristicas de cada estratégia de

purificacao do pDNA.

Tabela 11: Caracteristicas gerais dos suportes cromatograficos em estudo e principais condigoes

experimentais

Caracteristicas

Histidina-Sepharose

Histidina-Monolito

Arginina-Macroporosa

Comportamento
Predominante de
Interacdo

Hidrofobico

Hidrofobico

l6nica

Condicéo Ligacao

3 M (NH4);S04em Tris-
HCL 10 mM pH 8,0

3 M (NH4)2S04em
Citrato de Sodio+EDTA
10 mM pH 5,0

Tris-HCL 10 mM pH 8,0

Tris- HCL 10 mM pH 8,0

Citrato de Sodio+EDTA

pDNA

Condicao Eluicao 10 mM pH 5,0 2 M NaCl pH 8,0
oc pDNA + gDNA Para ligar RNA
Pico 1
Perfil de 2,3M 3M 96 mM
eluicdo sc pDNA RNA sc pDNA
Pico 2
(gradiente 1,7M 2,52 M 500 mM
por passos) RNA sc pDNA oc pDNA + gDNA
Pico 3
oM oM 2M
Gradiente de sal para
. Decrescente Decrescente Crescente
separacao
Seletividade isoforma
Sim Sim Parcial
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O comportamento e perfil de ligacdo de cada matriz é dependente das caracteristicas de
interacao que variam essencialmente com o ligando, sendo também influenciado pelo tipo e
concentracao de sal, pH do tampao, temperatura e por Ultimo pelo suporte onde o aminoacido
esta imobilizado. Analisando o caso do aminoacido de histidina, imobilizado em sepharose e
monolito, verificam-se algumas diferencas nos perfis de ligacao e eluicao dos acidos nucleicos.
Na Histidina-Sepharose, as interacdes que maioritariamente prevalecem sao as hidroféficas
favorecidas pelas concentracdes elevadas de sulfato de amonio, que acabam por ser quebradas
aquando da diminuicao da forca idnica, conduzindo consequentemente a eluicao das moléculas.
O sulfato de amonio é considerado um sal cosmotrépico que em concentracdo adequada
promove o efeito salting out, que leva ao rearranjo das moléculas de agua, favorecendo as
interacoes hidrofébicas entre as moléculas e o ligando. Essas interacoes hidrofobicas sao entdo
perturbadas com uma diminuicdo da concentracdao de sulfato de amonio na fase mavel.
Seguindo a ordem de eluicao, a isoforma oc pDNA elui no primeiro patamar do gradiente, devido
a menor exposicao de bases e menor hidrofobicidade. De seguida, no patamar posterior, ocorre
a eluicdo da isoforma superenrolada, considerando a parcial exposicdao de bases azotadas a
torsao da molécula [94]. Finalmente elui o RNA, cujo tempo de retencao é superior, devido a
maior exposicao das bases azotadas que estao livres para interagir mais fortemente com os
ligandos de histidina. Assim, o RNA so elui quando diminui a forca ionica no tampao, que
desfavorece as interacbes hidrofébicas [144]. Em resumo, a maior exposicao das bases
azotadas, garante uma mais efetiva interacao com o ligando de histidina, sendo que a presenca
do sulfato de amonio sera essencial para o estabelecimento destas interacoes preferenciais. No
entanto, além desses efeitos dominantes, estdao presentes outras interacdes que contribuem
para o bioreconhecimento da isorforma superenrolada do pDNA, nomeadamente as pontes de
hidrogénio entre a histidina as bases dos nucledtideos, as interacdes “stacking” entre os anéis
apolares dos nucleotideos e de imidazol, bem como ligacées mediadas por agua [144]. No caso
do suporte de Histidina-Monolito, além de fortes interacdes hidrofobicas, as condicdes
experimentais estabelecidas permitiram também o favorecimento de interacoes eletrostaticas
entre as cargas negativas dos grupos fosfato da cadeia do acido nucleico e a carga positiva do
anel imidazol da histidina, conferida pelo pH 5,0 da fase modvel. As caracteristicas do anel
imidazol da estrutura da histidina sao dependentes do pH do meio, podendo por isso influenciar
as interacdes com as biomoléculas da amostra. Este anel possui um pka 6,5 e portanto apresenta
carga positiva em pH acido, o que possibilita a ligacao eletrostatica com os grupos carregados
negativamente presentes no DNA [121]. O facto de, neste caso, o RNA ter eluido antes que o
pDNA, deixa claro que as interacoes eletrostaticas exercem alguma influéncia no
comportamento de ligacdo ocorrido na matriz, ainda que interacoes hidrofobicas também
estivessem presentes. A eluicdo do RNA que ocorre primeiro que o pDNA é devida a menor
capacidade de estabelecer interacdes eletrostaticas com o anel imidazol, considerando a sua
menor dimensao, menor densidade de carga negativa devido aos grupos fostatos e estrutura de
cadeia simples. Adicionalmente, como o pDNA contém maior nimero de bases azotadas na sua

estrutura, acaba por interagir com maior intensidade com o anel imidazol via interacoes cation-
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m e “ring-stacking”, o que também contribui para um maior tempo de retencao do plasmideo
em relacao ao RNA [121]. A seletividade de histidina-monolito para separar as isoformas do
pDNA também se deve ao facto da estrutura superenrolada do pDNA apresentar uma maior
densidade de cargas negativas, bem como maior exposicao das bases azotadas devido a torsao
natural da molécula, quando comparada com a isoforma oc do pDNA [120,122].

No caso do suporte macroporoso, onde a arginina esta imobilizada, o comportamento de
interacdo estabelecido entre o ligando e os acidos nucleicos é diferente, sendo neste caso o
gradiente de NaCl responsavel por mediar a ligacao/eluicdo. Algumas caracteristicas do ligando
de arginina, nomeadamente a sua capacidade de interagir com diferentes conformacoes, o
tamanho da sua cadeia lateral, e a sua capacidade para formar pontes de hidrogénio
geometricamente favoraveis com os acidos nucleicos [119], permitem justificar os perfis
diversos de ligacdo que ocorrem entre a arginina e as moléculas alvo. Para além das interacoes
electrostaticas estabelecidas, pode igualmente verificar-se um comportamento de ligacao
mediado por interacdes hidrofobicas entre os acidos nucleicos e as porcdes alifaticas da cadeia
lateral da arginina, bem como com a cadeia alifatica que compde o braco espacador, que no
conjunto, tém um papel importante na interacdo com o pDNA [149]. Ao nivel atomico, diversos
estudos tém sido realizados para explicar as interacdes mais favorecidas entre aminoacidos e
acidos nucleicos. No caso da arginina, foram por exemplo descritas interacdoes do tipo
bidentado, que sao pontes de hidrogénio estabelecidas entre os atomos de azoto das bases
guanina dos nucledtidos e os atomos de azoto do ligando de arginina [119].

Globalmente, na interacdo com arginina, é esperada a eluicdo do RNA antes do pDNA,
considerando a natureza de cadeia simples do RNA. A intensidade da ligacao eletrostatica pode
variar, sendo proporcional ao tamanho e composicao do DNA, uma vez que a disponibilidade de
cargas negativas ira variar conforme o tamanho e estrutura do DNA. Quanto ao suporte
macroporoso, usado na imobilizacao da arginina, pode referir-se que pode permitir o aumento
da ligacao da molécula alvo, podendo resultar num aumento de rendimento de recuperacao,
mas podera nao influenciar a seletividade ou favorecer a pureza da amostra final. De facto,
verificou-se que, de alguma forma, ocorria a co-eluicao da isoforma circular aberta com o sc
pDNA. Tal como descrito num trabalho anterior [146], o aumento de pontos de ligacao em um
monolito, ndo melhorou o rendimento de recuperacao da isoforma sc pDNA, e, por outro lado,
a matriz histidina-agarose, que esta caracterizada com menor densidade de ligandos, mostrou
o melhor rendimento de recuperacao, bem como o grau de pureza para a molécula alvo. Desta
forma se conclui, que a seletividade e capacidade poderao ser otimizadas para cada tipo de

suporte, considerando também a natureza dos ligandos e as interacoes estabelecidas.

4.3.1.1 Andlise da topologia pDNA por dicroismo circular

A analise por dicroismo circular permite-nos estudar a influéncia do processo de purificacao e
das condicdes usadas na estrutura das moléculas de sc pDNA. Os dados relativos a analise feita
por dicroismo circular (figura 23) referem-se a amplitude e magnitude das bandas de

elipticidade, em funcao da dispersao da luz ultravioleta (UV) num intervalo de comprimento de
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onda entre 200 nm e 320 nm. Os dados do espectro de sc+oc nos tampdes em estudo (citrato e
Tris-HCl) indicam a presenca de duas bandas positivas a 220 nm e 275 nm bem como de uma
banda negativa a 245 nm, caracteristicas da topologia B do DNA, que é comum a estrutura do
pDNA.

A)

4- —e— PDNA nativo (oc+sc) em 10 mM Tris-HCl, pH=8,0
—e— sC pDNA (Arginina-Macroporosa)

sc pDNA (Histidina-Sepharose)
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4- —e— PDNA nativo (oc+sc) em 10 mM citrato-EDTA, pH5,0
—s— SC pDNA (Histidina-Monolito)
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Figura 23: Analise da estrutura do pDNA por dicroismo circular. (A) Amostras em tampao Tris-HCl 10 mM
pH 8,0. (B) Amostras em tampao Citrato 10mM + EDTA 10mM pH 5,0

Os espetros referentes as amostras de pDNA nativo (sc+oc), extraido através de um kit
comercial, apresentam-se muito semelhantes, com duas bandas positivas a 220 nm e 275 nm e
uma negativa a 245 nm, em ambos os espectros (a e b), sem apresentarem alteracoes
significativas. Estes sinais no espectro indicam a topologia tipica da forma B do DNA [150,151].
Quando comparamos as amostras purificadas por cromatografia com as amostras sc+oc
extraidas por Kit, podemos observar ligeiras alteracdes dos sinais. Essas alteracdes podem estar
associadas nao so6 ao tampao da amostra, mas principalmente podem refletir alteracdes nas
moléculas causadas pelas condicoes de ligacdo e eluicdo da amostra em cada matriz

cromatografica. As alteracoes sdo mais evidenciadas nas amostras purificadas pelo ligando de
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histidina imobilizado nos diferentes suportes, sepharose e monolito, sendo que o sc purificado
por monolito de histidina apresenta bandas de menor intensidade nas regides positivas do
espectro a 220 nm e 275 nm, bem como na regiao negativa do espectro, a 245 nm. Conforme
reportado na literatura, durante o procedimento de purificacao, diversos parametros podem
ser considerados e modulados, tais como o tipo de ligando, fase mdvel e condicoes
experimentais, de forma a conseguir a melhor interacao entre o ligando e a molécula alvo. No
entanto, estes parametros podem induzir alguma alteracdo conformacional adicional na
molécula que se vai refletir nos sinais do dicroismo [151,152]. O diferente comportamento de
interacao entre a molécula alvo e a matriz e as diferentes condices usadas podem explicar as
pequenas diferencas encontradas para os plasmideos purificados pelas duas matrizes de
histidina, visto que para além de outras interacdes relativamente fracas, em histidina-
sepharose as interacdes que predominam sao hidrofobicas [144], enquanto que as interacoes
hidrofébicas mas também eletrostaticas, sdo responsaveis pela ligacdo do sc pDNA na matriz
histidina-monolito [121], promovidas pela utilizacdo de uma fase movel de diferente
composicao (Citrato de Sédio + (NH,),S0,+ EDTA, pH5,0). A analise dos espetros de discroismo
evidenciam também que o sinal do sc pDNA purificado pela Arginina-Macroporosa apresenta um
pequeno desvio na regiao positiva para aproximadamente 270 nm, enquanto que os purificados
por histidina tém a elipticidade maxima a 275 nm. Esse pormenor também pode ser um reflexo
das condicoes de ligacao da molécula alvo a matriz, promovida pelas condicdes da fase mavel,
pois sabe-se que o dicroismo circular reflete sensivelmente pequenas alteracoes
conformacionais no DNA [153]. Adicionalmente, a técnica de dicroismo circular também sugere
a homogeneidade da molécula purificada, uma vez que a alta sensibilidade instrumental dessa
técnica, revelaria espectros diferentes em caso de contaminagdo por outras moléculas, como
por exemplo, proteinas e endotoxinas. Globalmente, como sinais de dicroismo observado,
evidenciam-se as duas bandas positivas (220 e 275 nm) e uma negativa 245, tipicas da topologia
B do DNA [150,151], nao mostrando maiores perturbacoes dessas bandas, sendo sugerido que

as topologias nao sofreram deformacoes significativas.

4.3.1.2 Andlise potencial zeta

As solucoes de pDNA preparadas em Tris-HCL pH 8,0 e citrato de sodio pH 5,0 foram avaliadas
por Zetasizer Nano-ZS, afim de se determinar a carga superficial do pDNA em cada ambiente,
que é estabelecido através do equilibrio das cargas da superficie da molécula e a concentracdo
e tipo de ides presentes na solucao [154]. O resultado destes ensaios é apresentado na figura
24,

66



**** p<0.0001
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Figura 24: Andlise do potencial zeta das moléculas de pDNA purificado através das colunas: Histidina-
sepharose; Arginina-macroporosa e histidina-monolito, nos respetivos tampoes de eluicao. O potencial

zeta de amostras de pDNA nativo também é mostrado.

As moléculas de pDNA apresentam cargas negativas em sua superficie e quando em solucao
interagem eletrostaticamente com os ides presentes nessa solucdo e essa interacao ira garantir
a repulsao ou a estabilizacao dessas moléculas no ambiente. A interacdo é estabelecida com
uma camada de contra-ioes, neste caso ides positivos que interagem fortemente com os grupos
carregados negativamente na superficie da molécula do pDNA, originando uma camada
compacta ou camada de stern, onde os ides sdo imoveis. Esta camada é circundada por ides de
carga contraria que se organizam para neutralizar a estrutura carregada, no caso, estes ides
estao em movimento e por isso recebe o nome de camada difusa [155]. A estabilidade da
molécula em suspensao, é dependente tanto de forcas de van der Waals como da dupla camada
elétrica formada pelos ides e contra-ides, que no caso de produtos terapeuticos, podem
influenciar tanto na absorcao celular, como no transporte intracelular [156]. O potencial zeta,
que é determinado pela composicao dos ides envolvidos nessas camadas, pode ser influenciado
tanto pela forca ionica, como pelo pH da solucdo [157]. Na figura 24, as amostras extraidas

através do Kit comercial (oc + sc) demonstram claramente uma significativa alteracdo do
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potencial zeta, influenciado principalmente pela diferenca de pH do tampao da solucao,
embora a constituicdo dos tampdes também seja diferente, o principal fator a influenciar sera
o pH. As amostras purificadas através das colunas cromatograficas e que estao em tampao Tris-
HCL (pH 8) também apresentaram uma ligeira diferenca entre si, quanto ao valor de potencial
zeta, mesmo estando em pH 8,0. Esse facto pode ser atribuido aos sais utilizados durante os
procedimentos de purificacdo, que mesmo apds o processo de dessalinizacao das amostras,
podem ainda estar presentes em quantidades vestigiais, sendo suficientes para alterar a
constituicao iénica na dupla camada elétrica do coloide. Um potencial zeta menos negativo
encontrado para a amostra purificada pela matriz de histidina-sepharose, quando comparado
ao potencial zeta mais negativo encontrado na amostra purificada pela arginina-macroporosa,
reflete uma menor densidade de cargas negativas presentes na estrutura do DNA. Uma possivel
explicacdao é que um maior grau de enrolamento na molécula de DNA, pode estar ocultando
regides negativas do DNA purificado por histidina-sepharose e isso alteraria as constituicoes dos
ides que compde a dupla camada elétrica que envolve o DNA na solucao [107].

Uma grande diferenca foi observada quando comparamos as amostras purificadas por
cromatografia e armazenadas em Tris-HCl (pH 8), que apresentam uma densidade de cargas
negativas entre -20 e -25 mV, contra a amostra purificada e armazenada em tampao citrado de
sodio pH 5, que apresenta um potencial zeta proximo de -40 mV e entre as amostras extraidas
através do Kit, essa diferenca é ainda mais pronunciada. A grande diferenca do potencial zeta
observada, pode indicar que a diminuicao do pH resulta em valores de zeta potencial mais
negativos, refletindo uma maior exposicao das regides negativas da amostra purificada,
podendo indicar também uma forma mais relaxada da molécula. Moléculas polianidnicas como
o DNA, apresentam uma maior densidade de cargas negativas, quando em meio acido, em
conformidade com a quantidade de protdes disponiveis em solucdo. Esse fato, pode ser
constatado olhando para o resultado acima em comparacao com o meio alcalino. Como
mencionado anteriormente, quando comparamos os dados do dicroismo circular que se referem
as amostras purificadas pelos ligandos de histidina nos diferentes suportes (sepharose e
monolito) com a amostra sc+oc extraido pelo kit comercial, observamos algumas diferencas no
espectro, ainda que ligeiras, o que poderia enfatizar uma mudanca conformacional, que podem
também ser em funcdo do comportamento de ligacdo ocorrido no interior da matriz

cromatografica.

4.3.1.3 Ensaios citotoxicidade

O estudo de citotoxicidade foi realizado para avaliar a possibilidade de ocorrer alguma
toxicidade associada a molécula de sc pDNA ou mesmo ao veiculo de transporte do material
genético, nesse caso, Lipofectamina (Figura 25). Sem esses estudos prévios, nao poderiamos
garantir se a morte celular seria em funcdo da apoptose mediada pelo gene terapéutico (p53)

ou resultado de toxicidade.
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Figura 25: Analise de viabilidade celular apds a transfecdo com complexo Lipofectamina 2000-pDNA-p53
em linhas celulares de Hela e hFib, apds 48 horas de transfecdo. (A) sc pDNA-p53 recuperado da matriz
histidina-sepharose; (B) sc pDNA-p53 recuperado da matriz arginina-macroporosa; (C) sc pDNA-p53
recuperado da matriz histidina-monolito; Células ndo transfetadas foram usadas como controlo negativo
para citotoxicidade (k-). Células tratadas com etanol foram usadas para controlo positivo (k+). Informacao

representada com significancia + s.e.m, n=3 (n.s. representa diferenca nao significativa)

Para os testes de citotoxicidade, células do cancro cervival (Hela) e fibroblastos, do tecido
conjuntivo humano (hFib) foram comparadas apds o procedimento de transfecdo com o
complexo lipofectamina-sc pDNA. Na figura 25 A e B, em ambas as linhas celulares, a viabilidade
celular se mantém em 100 %, nao sendo demonstrado qualquer efeito citotoxico. Por outro
lado, na figura 25 C, é observado um ligeiro decréscimo na viabilidade em ambas as linhas
celulares, apds as 48 horas de transfecdo com o complexo lipofectamina-sc pDNA. Este
resultado poderia estar associado a alguma agressividade da formulacao a pH 5, que foi usada
na purificacdo da amostra pela coluna cromatografica histidina-monolito, ou poderia também
estar associado a alguma taxa de apoptose mediada pelo gene terapéutico p53. Resultados
semelhantes foram também observados em um trabalho recente, onde os autores verificaram

um decréscimo na viabilidade celular, que posteriormente foi comprovado ser consequéncia da
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maior taxa de expressao da proteina p53, bem como dos maiores niveis de apoptose mediada
pelo gene terapéutico [158].

Globalmente, os resultados apresentados sugerem que as formulacoes usadas, complexo
lipofectamina-pDNA, nao demonstraram toxicidade que seja signiticativa, uma vez que as
células apresentam uma viabilidade >95%, em todos os casos. Esses dados permitem o
prosseguimento dos ensaios in vitro, ja que nao foi verificada uma perda de viabilidade celular

quando as células sdo expostas a formulacao.

4.3.1.4 Andlise da expressao da proteina p53

Cada amostra de sc pDNA, purificado pelas trés estratégias cromatograficas, complexadas com
lipofectamina foi usada na transfecdo de células Hela, para avaliar a sua bioatividade, através
da quantificacdo da expressao da proteina p53, por ELISA. A escolha de células HelLa para os
estudos de bioatividade, relaciona-se com a melhor capacidade demonstrada por esse tipo
celular para internalizar o complexo lipofectamina - sc pDNA, como descrito recentemente por
Valente e colaboradores [158].

As analises de quantificacdo da proteina realizadas 48 horas apos a transfecdo das células com

os complexos lipofectamina-sc p53-pDNA pode ser observada na figura 26.
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Figura 26: Teste de ELISA, mostrando a taxa de expressao da proteina p53 apds 48 horas de transfecao
com os complexos lipofectamina-sc p53-pDNA, em células do carcinoma cervical (HelLa). Células nao
transfetadas foram usadas como controlo. As informacoes sao representadas com uma média + erro padrao
(S.D.)
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Os dados da figura 26, mostram que a bioatividade do plasmideo foi mantida apos todos os
procedimentos desde a extracdo por lise alcalina, os procedimentos usados nas trés estratégias
cromatograficos e o processo de dessalinizacdo na etapa posterior a purificacdo. A isoforma sc
p53-pDNA purificada pela matriz macroporosa de arginina apresentou o melhor resultado, pois
mostrou uma expressdo da proteina terapéutica 4 vezes maior que o controlo, seguido do
purificado por histidina-monolito e finalmente pelo purificado com o suporte histidina-
sepharose que apresentaram uma ligeira diferenca entre eles. Para o grupo controlo, células
cancerigenas nao transfetadas foram usadas e como esperado essas células ainda apresentam
alguma expressao de niveis basais da proteina p53. Amostras de pDNA nativo (oc + sc) obtidas
através de um Kit comercial, também foram usadas neste ensaio afim de se comparar com as
amostras purificadas com as estratégias cromatograficas estabelecidas no nosso grupo de
investigacao. A expressao da proteina p53 resultante da transfecao de células com o plasmideo
extraido pelo Kit também apresenta resultados satisfatorios, mas ndo sao adequados ao uso in
vivo, uma vez que o procedimento inclui a utilizacao da enzima RNAse de origem animal, que
além dos custos associados, seu uso ndo é recomendado pela FDA nas formulacdes. Mesmo
quando comparamos as amostras purificadas por cromatografia e a amostra purificada por Kit,
percebemos que ha uma maior expressdao do gene terapéutico nas formulacdes purificadas
através da cromatografia. Olhando esses resultados de expressao da p53 e comparando-os com
os resultados do grau de pureza das isoformas, observamos que o plasmideo purificado pela
arginina parece ter mantido uma maior bioatividade, ainda que com um grau de pureza
ligeiramente inferior (92%), e este facto pode estar relacionado com a menor quantidade de sal
usado durante a eluicdo do plasmideo (500 mM de NaCl), o que nos permitiu uma menor
manipulacao da molécula durante a etapa de dessalinizacao do pDNA purificado, sendo usado
um menor tempo de centrifugacdo, a uma menor velocidade de rotacao. Para além disso, tera
também contribuido para a maior atividade do pDNA, o facto de o NaCl ser um sal mais indcuo
comparado com o sulfato de amdnio, usado nas outras formulacdées. As amostras purificadas
através do monolito de histidina e histidina-sepharose, mesmo apresentando um grau de pureza
maior que o purificado por arginina (=100%), apresentaram uma bioatividade menor, sendo que
histidina-monolito ainda apresentou melhores resultados da expressao de p53, em relacao ao
purificado por histidina-sepharose. Comparando a bioatividade dos plasmideos purificados
através destas duas matrizes com histidina como ligando, devemos considerar que a amostra
purificada por histidina-monolito, apresentou melhores resultados de bioatividade em relacao
a amostra purificada pela histidina-sepharose. Essa preservacao da bioatividade pode ser devida
ao menor tempo do ensaio cromatografico, devido também a eluicdo da molécula na auséncia
de sal, o que facilitou também o processo de dessalinizacdo. Ao contrario, a amostra purificada
através de histidina-sepharose foi recuperada a uma concentracao de sulfato de amonio de 1,7
M, requerendo um processo de dessalinizacao mais drastico, sendo o proprio ensaio mais longo

(aproximadamente 60 minutos), podendo contribuir para a menor atividade do pDNA.
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4.3.1.5 Avaliacdo da Apoptose mediada pela expressao da p53

Apos a analise dos niveis de expressao de p53, foi avaliada a apoptose celular mediada pela
proteina p53. A figura 27, mostra os resultados da apoptose referentes a tranfeccao celular

com o produto terapéutico purificado pelas diferentes matrizes cromatograficas.

Hela

Apoptose (%)

Figura 27: Avaliacao da apoptose mediada pela proteina P53 em células do cancro cervival (Hela), apds
tratamento com o plasmideo terapéutico pDNA-p53 purificado através das matrizes cromatograficas:
Histidina sepharose; Arginina macroporosa; Histidina monolito. K- refere-se ao grupo controlo, ou seja,
células Hela que nao receberam tratamento com o pDNA-p53. As informacdes sao representadas com

uma média + erro padrao (S.D.)

Os resultados acima refletem uma taxa de apoptose de 6%, 3% e 5% superior nas células HelLa
transfetadas com as amostras purificadas pelas matrizes de arginina-macroporosa, histidina-
sepharose e histidina-monolito, respetivamente, quando comparadas ao grupo controlo (k-). O
fundamento do método usado para analise da apoptose usada no presente trabalho, baseia-se
na adicdo de nucleotideo marcado com biotina, pela enzima desoxinucleotidil transferase
terminal (TdT), a extremidade do DNA fragmentado no processo apoptoético, permitindo a
analise da apoptose celular pouco antes de se finalizar o ciclo. Nesse contexto, é razoavel
mencionar que devido a agressividade tipica de tumores avancados, quebras cromossdmicas
podem estar presentes, devido as diversas modificacdes genéticas constantes no interior celular
e assim aos fragmentos de DNA gerados, sao também adicionados os nucleotideos biotinilados,
como ocorre ao controlo negativo (k-). Comparando os resultados dos testes de expressao da
proteina p53 (figura 26) com os testes de apoptose (figura 27), observamos um padrao, onde
células que tiveram taxas maiores de expressao da p53, também apresentaram as maiores taxas
de apoptose mediada pelo gene terapéutico, seguindo a tendéncia decrescente nas amostras

de: arginina-macroporosa, histidina-monolito e histidina-sepharose. A taxa de apoptose
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mediada pela proteina p53 foi avaliada em outros trabalhos, a exemplo cita-se a utilizacao do
plasmideo p53 purificado através da coluna de arginina-sepharose. Os autores transfetaram
células HelLa e A549 (células de cancro do pulmao) com a isoforma superenrolada do pDNA-p53,
obtendo uma taxa apoptodtica de aproximadamente 15% e 4% respetivamente, associando
possiveis formas de resisténcia a apoptose, pelas células A549 [45]. Dados mais recentes foram
obtidos por Valente e colaboradores (2018), onde os autores mostraram uma taxa de apoptose
em células HelLa, de aproximados 35% e em A549 de aproximadamente 11%. Esses autores
usaram a coluna cromatografica metionina-agarose para purificar a isoforma do plasmideo
terapéutico, sc pDNA-p53 [158]. Em ambos os trabalhos mencionados, os autores usaram a
abordagem da Anexina V conjugada com fluorocromo. Nesse método as fosfatidilserinas
externalisadas na membrana celular, durante os estagios iniciais da apoptose sao marcadas pela
Anexina V, permitindo a quantificao da taxa de apoptose early, por citometria de fluxo e da
mesma forma, essa abordagem também permite a quantificacdo da apoptose late, através da
marcacao de acido nucleico com lodeto de Propideo. Apesar de os plasmideos terapéuticos
terem sido os mesmos (pDNA-p53), nao somente a abordagem para se medir a apoptose foi
diferente, mas também as condicées de purificacdo utilizada para isolar o plasmideo
terapéutico. Considerando as diferentes metodologias utilizadas, os trabalhos forneceram
dados sobre a influéncia que o gene terapéutico, usado também nesse trabalho, exerce a nivel
das células Hela, sugerindo mais uma vez que diferentes condicoes de purificacdo usadas
podem de facto causar impacto na bioatividade do plasmideo. E importante salientar que
apesar da literatura reportar que a p53 € o principal gene supressor de tumor, existem também
outras proteinas envolvidas na via metabdlica da apoptose e a inatividade ou uma atividade
reduzida de qualquer dessas proteinas, poderiam comprometer o ciclo apoptotico. No entanto,
se considerarmos a complexidade do cancro, entendemos que nao s6 um, mas diversos genes
no genoma podem ser afetado por diferentes tipos de mutacdo e da mesma forma sequéncias
promotoras desses genes, que podem igualmente inativar ou mesmo reduzir a expressao de uma
determinada proteina. Existem casos conhecidos de cancros do colon, mama, cérebro, ou
pancreas, que apresentam em média 33 a 66 diferentes tipos de mutacdo genética e em outros
casos até 200 tipos de danos no material genético sao detetados [75]. Com base nessa
informacao, podemos considerar que outros genes envolvidos na cascata que desencadeia
apoptose podem também estar inativados. Para além disso, é reconhecido o fato de que uma
célula cancerigena estd em constante mutacdo, objetivando maior vantagem propagativa
garantindo nao so6 supressao de qualquer mecanismo de morte programada da célula como
também a especializacdo de genes de crescimento, analogamente a evolucdo Darwiniana, as
células cancerigenas mais adaptadas sao aquelas com mais chance de se propagar [159]. Em um
estudo que revela a intrincada estrutura genética apds sucessivos eventos mutacionais ocorridos
em células HeLa quase 70 anos apos a extracdao das células da paciente Henrieta Lacks,
pesquisadores demonstraram que as aberracoes genéticas ocorridas durantes esses anos, podem
ter implicacdes desconhecidas em experimentos biologicos, uma vez que essas células possuem

uma instabilidade genémica tipica dos tumores [160, 161].
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5 Conclusao e Perspetivas Futuras

A cromatografia tem sido uma ferramenta indispensavel para a obtencdo de produtos
terapéuticos, mas o resultado em termos de estabilidade e bioatividade das moléculas em
funcdo de parametros experimentais como pH, temperatura ou forca ionica, podem
comprometer o objetivo final da terapia génica. Desta forma, o presente trabalho foi
fundamental para perceber o efeito destas condicdes na estrutura e atividade do plasmideo
apos os processos cromatograficos, analisando a estrutura por dicroismo circular, a carga
superficial por determinacao do potencial zeta, e a bioatividade por avaliacao da expressao da
proteina p53 e a apoptose mediada pela expressdo do gene supressor do tumor. Nesse trabalho
verificou-se que as estratégias cromatograficas utilizadas mostraram-se eficazes na separacao
do sc pDNA-p53, pois os trés suportes purificaram a isoforma superenrolada do plasmideo
terapéutico acima dos niveis exigidos pelas agéncias reguladoras. Entre os trés suportes, o que
permitiu a purificacdo do sc pDNA com uma maior eficiéncia foi histidina-sepharose (97%) sendo
mais eficaz que histidina-monolito, que apesar de ter garantido uma pureza maior para o sc-
pDNA (100%), nao foi tao eficiente na reducao das endotoxinas, que se mostraram ligeiramente
acima do limite maximo recomendado pela FDA (0,5 EU/pg pDNA). No que diz respeito a
eficiéncia de purificacdo conseguida pelo suporte de arginina, verificou-se que o grau de pureza
da amostra, ainda que acima do limite minimo recomendado, manteve-se abaixo dos valores
de pureza alcancados com a utilizacao dos restantes suportes. Ainda assim, esta foi a melhor
estratégia de purificacdo, pois o plasmideo purificado foi o que mostrou uma melhor
bioatividade nos ensaios de expressdo da proteina e apoptose. Esse facto pode estar associado
ao uso de baixas concentragdes de sal para a eluicao da isoforma superenrolada, para além de
ser utilizado o NaCl como sal, que resulta numa estratégia mais suave e de menor impacto a
nivel ambiental, estrutural e de atividade, comparativamente ao sulfato de amonio usado nas
restantes estratégias. Comparando as matrizes baseadas no aminoacido de histidina como
ligando, verificou-se que o suporte histidina-monolito parece ter preservado mais a bioatividade
da molécula e esse facto pode ser devido ao menor tempo de ensaio cromatografico e o menor
tempo de dessalinizacao da amostra, uma vez que sc pDNA-p53 eluiu da coluna apenas com o
tampao citrato de sodio, enquanto que em histidina-sepharose o sc pDNA-p53 elui com 1,7 M de
sulfato de amonio, requerendo maior tempo de centrifugacao para dessalinizacdo da amostra.
Considerando o espectro do dicroismo circular, apesar de ligeiros desvios observados nos
graficos, conclui-se que a nivel estrutural parece nao ter havido uma mudanca significativa
causada pelos parametros de purificacdo, uma vez que a topologia B do pDNA foi mantida. O
potencial zeta mostrou que as trés formulacoes usadas sao adequadas para o armazenamento das
particulas uma vez que além de preservar a integridade do DNA, favorece também a dispersao
das particulas no meio, aumentando a meia vida do produto armazenado. Globalmente, essas
informagdes mostram claramente a influéncia que os parametros de purificacdo, tais como
forca ionica, temperatura ou pH exercem na estrutura da molécula terapéutica influenciando

a bioatividade da mesma.
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Os dados deste trabalho também sugerem que a investigacdo acerca da influéncia dos
parametros cromatograficos, por serem de facto relevantes para a bioatividade da molécula,
devem ser continuados através da avaliacdo do uso de outros suportes, especialmente aqueles
onde o NaCl é necessario para as interacdes entre o plasmideo e o aminoacido, uma vez que o
uso desse sal mostrou-se menos agressivo para a bioatividade do DNA. Neste trabalho, a amostra
purificada pela arginina permitiu a expressao de quantidades significativas da proteina
terapéutica e levando em consideracao os 92% de pureza da amostra, poderiamos esperar uma
maior expressao da proteina se houvesse ainda uma maior pureza da amostra, o que poderia
ser conseguido com o uso de arginina imobilizada em agarose ou mesmo arginina modificada
em suporte monolito. O facto de se usar suportes monoliticos, permite a reducao do tempo dos
€nsaios 0 que representa uma vantagem para a preservacao da bioatividade da molécula, bem
como para o tempo de producao do biofarmaco. Da mesma forma, o uso da lisina em suporte
monolito representaria uma grande vantagem e assim sendo, uma comparacao do uso desses
aminoacidos em funcao dos parametros investigados nesse trabalho poderiam indicar a
estratégia mais eficiente de producao em termos de rendimento final, maior grau de pureza da
molécula e que preserve a melhor bioatividade do produto terapéutico. De igual importancia
para o aumento da rentabilidade dos plasmideos terapéuticos, sao os desenvolvimentos das
etapas upstream, para a biossintese da molécula, maximizando ainda mais a producdo do
produto final. Abordagens mais futuristicas visam a reducao do tamanho do plasmideo usado
como vetor de genes terapéuticos, objetivando a eliminacao de sequéncias desnecessarias, com
sitios de clivagem que aumentam a susceptibilidade da molécula a acdo de enzimas de
restricdo. A reducao do tamanho do vetor podera também maximizar a replicacdo do plasmideo
no interior da célula hospedeira, considerando o facto de que moléculas grandes representam
uma maior carga metabdlica para as células [90,89]. Relativamente ao tamanho da molécula a
literatura também reporta que plasmideos maiores que 5Kb sdo mais susceptiveis aos stresses
por cisalhamento causados devido as manipulacdes fora das células, como por exemplo, no
momento da extracdo por lise alcalina [30]. Futuramente, esses plasmideos podem estar
disponiveis, aumentando o rendimento de producao das moléculas terapéuticas na etapa de
biossintese celular, reduzindo a susceptibilidade a degradacao durante as etapas de lise alcalina
e, quando associado a melhores estratégias de purificacao, reduziriam ainda mais os custos
finais dos produtos terapéuticos. Considerando o uso da proteina p53, com acdo na terapia do
cancro, devera também continuar a ser avaliada esta abordagem, medindo-se a taxa de morte
celular em outros tipos de células tumorais, especialmente em células de doentes recém
diagnosticados com cancro, para se confirmar se existe ou nao apoptose mediada pela p53,
eliminando possiveis interferéncias de sucessivas mutacées em decorréncia do cancro em
estagio tardio, como reportado em células de HelLa. Uma alternativa ao uso de células HelLa
poderia ser feita através de uma parceria com hospitais regionais, onde as células de pacientes
removidas por biopsia poderia ser usadas nos ensaios laboratoriais. Além dos esforcos feitos

pela ciéncia no sentido de controlar ou encontrar um tratamento para o cancro e considerando
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que o aparecimento do tumor € maioritariamente devido a fatores externos, uma acdo
combinada com politicas pUblicas de consciencilizacdo e prevencao também sao importantes
para a reducao dos casos da doenca, o que diminuiria muito do sofrimento humano direto e
indireto, além de reduzir os custos com tratamentos da doenca. Nessa vertente, € interessante
ressaltar que fatores ambientais e comportamentais sdao grandes responsaveis pelos aumentos
de casos de cancro e esses fatores incluem: tabaco, sobrepeso ou obesidade, deficiéncia no
consumo de vegetais e frutas, alcool, sedentarismo, infeccoes como HPV, hepatite ou outras
infeccoes  carcinogénicas, poluicdo urbana, radiacdo ionizante e ultravioleta

(https://www.cancerresearchuk.org).
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Abstract

The dysfunction of the tumour suppressor gene TP53, has been associated with the pathogenesis of the
majority of the cases of cancer reported up the date, leading the cell to acquire different features, known
as the cancer hallmarks. In normal situations, the protein p53 protects the cells against tumorigenesis
detecting metabolic stress or DNA damage in response to stress, p53 can lead the cell to senescence,
autophagy, cell cycle arrest, DNA repair and apoptosis. Thus, in case of p53 mutations, it is reasonable to
assume that the reestablishment of its function, may restrain the proliferation of cancer cells. The
concept of cancer gene therapy can be based on this assumption, and suitable biotechnological approaches
must be explored to assure the preparation of gene-based biopharmaceuticals. Although numerous
procedures have already been established to purify supercoiled plasmid DNA (sc pDNA), the therapeutic
application is highly dependent on the biopharmaceutical’s activity, which can be affected by the
chromatographic conditions used. Thus, the present work aims at comparing quality and in vitro activity
of the supercoiled (sc) isoform of pcDNA3-FLAG-p53 purified by three different amino acids-based
chromatographic strategies, involving histidine-agarose, arginine-macroporous and histidine-monolith
supports. The B-DNA topology was maintained in all purified pDNA samples, but their bioactivity, related
with the induction of protein p53 expression and apoptosis in cancer cells, was higher with arginine-
macroporous support, followed by histidine-monolith and histidine-agarose. Despite of the purity degree
of 92% and recovery yield of 43% obtained with arginine-macroporous, the sc pDNA sample led to a higher
expression level of the therapeutic p53 protein (58%) and, consequently, induced a slightly higher
apoptotic effect (27%) compared with sc pDNA samples obtained with Histidine-monolithic support (26%)
and Histidine-agarose support (24%). This behavior can be related to the mild chromatographic conditions
used with arginine-macroporous support, which include the use of low salt concentrations, at neutral pH
and lower temperatures, when compared to the high ionic strength of ammonium sulphate and acidic pH
used with histidine-based supports. These results can contribute to field of biopharmaceuticals’
preparation, emphasizing the need to control several experimental conditions, while adapting and
selecting the methodologies that enable the use of milder conditions as this can have a significant impact
on pDNA stability and biological activity.

Keywords: Affinity chromatography, chromatographic conditions, p53 encoding plasmid, supercoiled

pDNA bioactivity, gene-based cancer therapy.
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1. Introduction

Up to date more than 200 types cancer have been described and characterized, and in all these cases,
changes in the genome are involved, proving the complexity of this disease [1,2]. When some mutations
occur and are accumulated, the tumorigenesis process can start, leading the cell to gain different
characteristics, namely: self-sufficiency in growth signals, insensitivity to antigrowth signals, sustained
angiogenesis, capacity of invasion and metastasis, limitless replicative potential and evasion of
programmed cell death (apoptosis) [2]. The DNA mutations can occur not only by abiotic factors, such as
environment exposure, but also could happen due to biotic factors, such as DNA replication errors or virus
infection [3]. Cells have tumour suppressor genes that are responsible for the inhibition of cell growth
and/or induction of cellular apoptosis, which therefore prevent cancer development. Amongst all the
tumour suppressor genes, one of the most important/relevant is the p53, once different research studies
demonstrated that it is mutated or deleted in more than 50% of all human cancers [4,5]. In response to
stress, p53 can induce cell senescence, autophagy, cell cycle arrest, DNA repair and apoptosis [6].
Concerning this, the p53 gene has attracted much attention as a candidate to be applied for cancer gene
therapy, since the replacement of the abnormal gene by the normal counterpart, could restore the
protective function of the cell guardian. The manufacturing process of therapeutic molecules to be used
in gene therapy encompasses an initial upstream stage foreseeing the production of this biomolecule by
bacterial fermentation and a downstream stage comprising the its recovery and purification, usually based
on chromatography, aiming the removal of host’s impurities, ensuring at the end of the process a high
degree of purity of the purified sc pDNA according some parameters established by regulatory agencies,
such as the Food and Drug Administration (FDA) and the European Medicine Agency (EMA). [7,8]. Among
these parameters, are included the product appearance (clear, colourless solution), the plasmid
homogeneity [>90% supercoiled (sc) pDNA] and impurities levels [RNA and proteins should be undetectable,
the amount of genomic DNA (gDNA) must be lower than 0.01 pg/pg of pDNA and the level of endotoxins
should not be higher than 0.1 EU/pg of pDNA] [9]. All these impurities are derived from bacteria host cells
used in the biosynthesis of plasmid and share some physicochemical characteristics with the target
molecule, namely negative charge and molecular weight, which may hinder the pDNA purification [2].
Each impurity can promote some adverse effects on human cells, for example, gDNA can integrate on cell
genome suppressing genes or even activating oncogenes [10], while the silencing of some cellular products
can occur by bacterium RNA pairing with the messenger RNA of transfected cells. Moreover, endotoxins
exhibit pyrogenic activities and may promote irreversible septic shock [11], as bacterial proteins can
trigger several immunological responses, even if they are present in small amounts [12]. The need to obtain
the sc pDNA topology is also related with its effectiveness in cell transfection and product expression, in
comparison to other isoforms [open circular (oc) and linear (ln)]. To purify the target molecule, following
all requirements of regulatory agencies, affinity chromatography has shown to be a useful tool, mainly
because of its ability to promote multiple reversible and specific interactions between biomolecules and
the ligands [13]. However, the chromatographic conditions used to bind and elute the target molecule,
also can irreversibly influence the plasmid stability, reducing its bioactivity or even making the therapeutic
gene function unfeasible. In this way, it should be remarked the importance of the salt effect (type and
ionic strength applied) once it can induce changes in DNA conformation. In fact, The literature reports
that some kinds of salts are more effective than other in dehydrating the DNA by displacing water molecules
from the hydration layer which can promotes the binding or elution between of the target molecule and
matrices [9]. Also the pH of buffer used on the mobile phase also plays an important role and should be

carefully adjusted in order to maintain the ideal ionization point, both in
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ligands and lysate molecules, for the successful separation on chromatography. The depurination is the
main problem associated to this parameter, which may cause irreversible damage on DNA structure [9,14].
Finally, temperature can weaken or even disrupt the hydrogen bonds established between base pairs, also
influencing the torsion of the pDNA molecule, mainly in the sc pDNA isoform [15]. Thus, the adjustment
of all parameters can promote the best purification methodology, attaining high pharmaceutical purity
degree and high recovery yield for the target molecule without compromising its bioactivity, which
represents the major barrier to be overcome on the pharmaceutical industry. In this context, this research
work is focused on the study of the effect of different chromatographic conditions (such as salt type and
concentration, pH and temperature) on the stability and bioactivity of the recovered sc p53 encoding
plasmid. To achieve this goal, the effect of these parameters were evaluated on the samples purified by
three different chromatographic supports, namely histidine-agarose, arginine-macroporous and histidine-
monolith. Beside the quality assays used to check the purity degree of sc pDNA, the topology of supercoiled
also evaluated by circular dichroism, zeta potential of samples in the buffer was measured and finally the
bioactivity of therapeutic molecule suggest us about the most appropriate strategy used in this work, in

function of expression of p53 and appoptosis of cell.

2. Materials and methods

2.1 Materials

The 6.07 kbp pcDNA3-FLAG-p53 plasmid was purchased from Addgene (Cambridge, MA, USA - plasmid
10838) [16]. The NZYtech Maxi Prep Kit was purchased from NZYTech (Lisbon, Portugal). L-histidine-
agarose matrix was purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). CIMac™ L-histidine analytical
column was kindly modified and provided by BIA Separations (Ajdovscina, Slovenia). Toyopearl® AF-Epoxy-
650M was kindly provided by Tosoh Bioscience (Stuttgart, Germany). Sodium chloride (NaCl) was purchased
to Sigma- Aldrich, ammonium sulphate [(NH.):S04] was purchased from VWR, tris(hydroxymethyl)
aminomethane (Tris) was from Merck (Darmstadt, Germany). EDTA was purchased to VWR (Alfragide,
Portugal). Binding and elution buffers were filtered through a 0.20 ym pore size membrane (Schleicher
Schuell, Dasel, Germany) and degassed ultrasonically. HelLa cells were purchased from ATCC (Middlesex,
UK), the transfection reagent Lipofectamine 2000® was obtained from Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). p53
(human) ELISA kit was purchased to Enzo Life Sciences (Farmingdale, USA). HT TiterTACS™ Assay Kit was
purchased from Trevigen, Inc. (Gaithersburg, CA). All the reagents used in bacterial growth were obtained
from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). All reagents used in this work were analytical grade and the
buffers were freshly prepared with deionized ultrapure-grade water, purified with a Milli-Q system from
Millipore (Billerica, MA, USA).

2.2 Plasmid biosynthesis and recovery

The 6.07 kbp plasmid pcDNA3-FLAG-p53 was amplified in a Escherichia Coli (E. coli) DH5a cell culture at
37 °Cin an Erlenmeyer with 250 mL of Terrific Broth medium (20 g/L of tryptone, 24 g/L of yeast extract,
4 mL/L of glycerol, 0.017 M KH,PO4, 0.072 M K;HPO4) supplemented with 30 pg/mL of ampicillin. The cells
were grown until the late log phase (ODgoonm + 9), and then were collected by centrifugation and stored
at -20 °C. For the recovery of nucleic acids, cells were lysed using the modified alkaline lysis method
[17,18]. Briefly, cell pellets were resuspended in 10 mL of solution | (50 mM glucose, 25 mM Tris-HCl and
10 mM ethylene-diamine tetra acetic acid (EDTA), pH 8.0). Alkaline lysis was performed by adding 10 mL
of solution I (200 mM NaOH and 1% (w/v) sodium dodecyl sulphate). After 5 min of incubation at room

temperature, cellular debris, gDNA and proteins were precipitated by gently adding and mixing 10 mL of
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prechilled solution Il (3 M potassium acetate, pH 5.0), followed by 20 min incubation on ice. Cellular
debris was removed by centrifuging twice at 20000 g for 30 min, at 4 °C. For the concentration and
clarification [18], the pDNA in the supernatant was precipitated by adding 0.7 (v/v) of isopropanol and
recovered by centrifugation at 15000 g for 30 min at 4 °C. The pellets were then dissolved in 2 mL of 10
mM Tris-HCl buffer, pH 8.0. In the next step, ammonium sulphate was dissolved in the pDNA solution up
to a final concentration of 2.5 M. Following a 15 min incubation on ice, precipitated proteins and RNA
were removed by centrifugation at 10000 g for 20 min at 4 °C. To obtain the native pDNA (oc + sc) the

NZYtech Maxi Prep Kit was used, according to the manufacturer’s instructions.

2.3 Preparative chromatography

All chromatographic experiments were performed in an AKTA Pure system with UNICORN™ version 5.11
software (GE Healthcare Biosciences Uppsala, Sweden) and absorbance was continuously monitored at 260
nm. The flow rate used was of 1 mL/min and the sample injection volume was of 100 pL in the case of
arginine-macroporous support and histidine-monolith and of 200 pL in the case of histidine-agarose matrix.
After chromatographic experiments, samples were desalted and concentrated with Vivaspin concentrators
(Vivascience, Hanover, Germany) according to the manufacturer’s instructions. Moreover, 0.8% agarose
gel electrophoresis (Hoefer, San Francisco, CA, USA), stained with GreenSafe Premium (0.01%) (NZYTech,
Lisbon, Portugal), was performed to analyse the peak fractions recovered from the chromatographic
experiments. Electrophoresis was carried out at 110 V with TAE buffer (40 mM Tris base, 20 mM acetic acid
and TmM EDTA, pH 8.0). The gel was visualized under UV light in a Vilber Lourmat system (ILC Lda, Lisbon,
Portugal).

2.3.1 Histidine-agarose support

In the case of the L-histidine-agarose matrix, a column with 16 x 30 mm (about 6 mL) was packed. The
water jacketed column was connected to a circulating water bath to maintain the appropriate
temperature at 4 °C. The column was equilibrated with 2.3 M (NH4);SO4 in 10 mM Tris buffer, pH 8.0. The
elution was carried out using a 60 min linear gradient decreasing the ionic strength of the buffer to 1.7 M
(NH4)2S04in 10 mM Tris buffer, pH 8.0 and finally, tightly bound molecules were removed by changing to
salt-free 10 mM Tris buffer, pH 8.0.

2.3.2 Arginine-macroporous support

The commercial support Toyopearl Epoxy was modified with amino acid arginine as ligand, following the
method described in the literature [19].After being synthesized, the arginine-macroporous matrix was
packed on the chromatographic column 10 x 20 mm (about 1.6 mL). The water jacketed column was
connected to a circulating water bath to maintain the appropriate temperature at 5 °C. Before injection,
the sample was desalted using a PD10 column. The arginine-macroporous column was equilibrated with
96 mM of NaCl in 10 mM Tris buffer (pH 8.0) and then the ionic strength was increased to 500 mM and,
finally to 2 M of NaCl, to sequentially elute the bound species.

2.3.3 Histidine-monolithic support

These assays were carried out in a CIMac™ L-histidine analytical column with 0.1 mL bed volume, provided
by BIA Separations (Ajdovscina, Slovenia). Monolith was equilibrated with 3 M (NH4)2S04 in 10 mM citrate-
EDTA buffer, pH 5.0. The lysate sample was injected after adjusting the ionic strength and then a stepwise
gradient was applied, first decreasing the salt concentration to 2.52 M and, finally to 0 M (NH4)2S04in 10
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mM citrate-EDTA buffer, pH 5.0. These chromatographic experiments were performed at room

temperature.

2.4 Quality assessment of purified pDNA

2.4.1 Plasmid quantification by analytical chromatography

The purity and recovery yield of the sc pDNA was evaluated by an analytical method based on ion exchange
chromatography using the commercial analytical monolith CIMac™ (BIA Separations) and as previously
described [20]. To use this method, a calibration curve was first constructed in the pDNA concentration
range of 1-25 pg/mL, by considering the peak area corresponding to sc pDNA standards. The recovery yield
was calculated by the ratio between the obtained sc pDNA concentration and the sc pDNA concentration
present in the lysate sample, while purity was calculated by the ratio between sc pDNA peak area and
total peak area present in the analytic chromatogram.

2.4.2 Proteins, Endotoxins and Genomic DNA Quantification

The total protein content in purified pDNA samples was determined resorting the micro-BCA (bicinchoninic
acid) protein assay kit from Pierce (Rockford, IL, USA) following the manufacture’s recommendations. The
calibration curve was performed with the standard bovine serum albumin (0.01-0.1 mg/mL) diluted in 10
mM Tris-HCL, pH 8.0 or in 10 mM of Sodium Citrate buffer, pH 5.0. To evaluate the endotoxins levels, a
ToxiSensor™ Chromogenic Limulus Amoebocyte Lysate (LAL) kit (GenScript, USA) was applied, in
accordance with the manufacturer’s instructions. Briefly, a calibration curve was performed (from 0.005
to 0.1 EU/mL) using a stock solution of 8 EU/mL. To avoid the external endotoxin interference, all the
samples were diluted or dissolved in non-pyrogenic water, which was also used as the blank. All the tubes
and tips used to perform this analysis were endotoxins-free. All the procedure was performed inside of a
laminar flow cabinet to assure aseptic conditions. Quantitative polymerase chain reaction (qPCR) was
applied to quantify the amount of gDNA in the purified pDNA samples. To accomplish this analysis a iQ5
Multicolor real-time PCR detection system (Bio-Rad) was used, as previously described [21]. To perform
it, primers able to amplify a 181-bp fragment of the 165 rRNA gene (sense (5 -ACACGGTCCA
GAACTCCTACG-3") and antisense (5 -CCGGTGCTTCTTCTGCGGGT AACGTCA-3") were used. Moreover, for
the gDNA quantification in lysate samples, a 100-fold dilution was prepared. The PCR amplicons were
quantified by following the change in fluorescence of the DNA binding dye Syber Green (Bio-Rad).
Nonetheless, a calibration curve performed through consecutive dilutions of the purified E. coli DH5a
gDNA in the 0.005 to 50 ng/pL range was obtained to measure the concentration of the gDNA obtained.

Negative controls (no template) were run at the same time of each analysis.

2.5 Structural analysis of pDNA

2.5.1 Circular Dichroism

The topology of pDNA samples (100 pg/mL) purified by each chromatographic strategy was evaluated by
a Jasco J-1850 Spectrophotometer (Jasco, Easton, MD, EUA) with a rectangular quartz cell (Hellman
analysis, Germany) and an optical path of 1 mm. The spectra were obtained at a scanning speed of 10
nm/min, in an absorbance range between 320-210 nm and a spectral bandwidth of 1 nm. All assays were
performed under a constant flow of nitrogen, thereby purging the ozone that is generated by the light
source (xenon lamp) of the equipment. Data were collected in triplicate (n=3) and the means represented
in a single spectrum. At the end of each run, the noise was removed using the Jasco J1850 Software to
obtain a more linear spectrum without distortion of the peaks of the positive (270 and 220 nm) and

negative (245 nm) bands, characteristic of the pDNA.
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2.5.2 Zeta Potential

The equipment Zetasizer Nano-ZS (Malvern Instruments, Worcestershire, UK) was used to evaluate the
superficial density of charge of pDNA in disposable capillary cells at 25 °C. The value of zeta potential
was calculated using the models of Henry [F (Ka) 1.5] and Smoluchowsky. The mean values of the zeta

potential measurements were calculated from the data obtained from three replicates + SD.

2.6 Bioactivity of pDNA

2.6.1 Cell culture and transfection

Cell culture experiments were performed with the HelLa cervix cancer cell line and the non-malignant cell
line, human dermal Fibroblasts. Cells were cultured in DMEM-F12 medium supplemented with 10% (v/v)
heat activated FBS and streptomycin (100 pg/mL) at 37 °C, under a 5% CO; humidified atmosphere. In
vitro transfection experiments were carried out by seeding 1x10% cells in a 96 well plate with 200 pL of
DMEM-F12 complete medium and incubated for 24 h. Afterwards, the complete medium was replaced by
DMEM-F12 medium without FBS and without antibiotic, in order to promote transfection. The transfection
of cells with the purified pDNA obtained from the different chromatographic strategies was performed
with a commercially available transfection reagent (Lipofectamine 2000 (Lipo2000)). Briefly, in each well
of the 96-wells plate, 0.28 pL of Lipo2000 and 0.14 pg of pDNA were diluted in 5.15 pL of Opti-MEM® |
medium, according to the supplier protocol. Before the complexation reaction, Lipo2000-pDNA complexes
were incubated for 5 min at room temperature and then added to cells. Cells were incubated for a period
of 6 h after which the medium was exchanged to DMEM-F12 complete medium.

2.6.2 Cytotoxicity assays

The cytotoxicity of liposomal-pDNA formulations was evaluated by using the resazurin assay (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, USA). For this evaluation, HeLa and human dermal Fibroblasts cells were seeded in
96-well plates, as described above. Two days after transfection, 10 pL of resazurin (2.5 mM) was added
to each well and incubated for 4 h, at 37 °C, in a humidified atmosphere of 5 % CO, and in the dark. Non-
transfected cells were used as negative controls for cytotoxicity (K-), and ethanol treated cells were used
as positive controls (K+). Following incubation, the resulting resofurin was quantified by using a plate
reader spectrofluorometer (Spectramax Gemini XS, Molecular Devices LLC, US), at an excitation/emission
wavelength of Aex = 560 nm and Aem = 590 nm. Data represents the mean of three independent

experiments.

2.6.3 p53 expression and quantification

The p53 ELISA kit Enzo Life Sciences (Farmingdale, NY, USA) was employed to quantify the p53 protein
expression after cells transfection with purified p53-pDNA vector. Briefly, after transfection with the
different pDNA samples, HeLa and human dermal Fibroblasts cells were rinsed with ice-cold PBS and
homogenized in cell lysis buffer: 25mM Tris-HCl buffer, pH 7.4; 2.5mM EDTA; 1% Triton X-100; 2.5mM
EGTA; 25mM phenylmethylsulfonyl fluoride and complete, EDTA-free protease inhibitor cocktail (Roche).
Cell extracts were then centrifuged at 11500rpm for 7min at 4°C and the supernatant was analysed using
Bradford Protein Assay (BioRad, Hercules, CA, USA), according to the supplier’s instructions. Then, the
protocol supplied by Enzo life Sciences for the ELISA was applied and the p53 protein expression was
measured in a plate reader spectrofluorometer (Spectramax Gemini XS, Molecular Devices LLC, US), using

an absorbance of 450 nm. Data represent the mean of two independent experiments.

101



2.6.4 p53 mediated apoptosis in malignant cells

The apoptotic process was evaluated measuring the DNA fragmentation of the HelLa cancer cells due to
the endonuclease activity. To perform this experiment, 1x10* HeLa cells were seeded in a 96 well plate.
After 48 h following transfection, the plate was centrifuged at 1000 g during 3 min at room temperature
and then, the cell culture medium was discharged and, the cells were rinsed with PBS and fixed with a
paraformaldehyde solution (7 min). Following, samples were incubated 20 min at room temperature with
100% methanol. The number of apoptotic cells was measured using an in situ colorimetric method HT
TiterTACS™ Assay (Trevigen, Gaithersburg, MD, USA) in accordance with the manufacturer’s instructions.
Finally, the obtained results were measured in a plate reader using an absorbance of 450 nm. Non-
transfected cells were used as negative control and the positive control was performed with cells treated
with an endonuclease solution provided by the kit supplier. Data represent the mean of three independent

experiments.

2.6.5 Statistical analysis

Each experience was performed at least two or three times. Data are expressed as a meansstandard
error (S.D.). The statistical analysis performed was one-way analysis of variance (ANOVA), followed by
multiple comparison test Turkey. A p-valuebelow 0.05 was considered statistically significant. Data
analysis and statistical tests were performed in GraphPad Prism 6 software.

3. Results and discussion

3.1 Preparative chromatography

The clarification procedure performed after cell lysis enables the preparation of an extract enriched in sc
pDNA and simultaneously promotes the reduction of the impurities content, although it is not possible to
fully eliminate species such as RNA, gDNA, endotoxins or host proteins. Therefore, affinity chromatography
using amino acids as ligands has been extensively used by our research group to obtain a final pDNA sample
fulfilling the requirements of regulatory agencies [22-24]. Of all the amino acids studied, arginine and
histidine have shown to be the most promising chromatographic ligands, allowing the purification of
different plasmids with high recovery yield and purity degree [24,25]. In the present study, the selection
of these amino acids was also performed because they present completely different chromatographic
behaviours for the isolation of sc pDNA. In fact, through the literature, it is possible to conclude that
although multiple interactions occur between the nucleic acids and these amino acids, the main
interactions established with arginine are ionic interactions, while the histidine ligand mainly promotes
hydrophobic interactions. This information will influence the choice of the type of salt and gradient to be
applied but other parameters such as temperature or pH are crucial to establish the ideal conditions forsc
pDNA purification while ensuring its stability. In this way, the main goal of this study is to understand how
different chromatographic approaches influence the bioactivity of the recovered sc pDNA. Initially, three
different supports were applied for the isolation and purification of sc p53 encoding pDNA, according the

optimized strategies described in Figure 1.
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Figure 1. Chromatographic profiles and respective agarose gel electrophoresis of the p53-pDNA

purification from an E. coli lysate using different chromatographic supports. A) Histidine-agarose

matrix: the elution was performed by a decreasing stepwise gradient of 2.3 M of (NH4)2S04 in 10 mM
Tris-HCL pH 8.0, then 1.7 M of (NH4);SO4 in the same buffer and finally 10 mM Tris-HCl pH 8.0; B)
Arginine-macroporous support: using an increasing stepwise gradient of 124 mM of NaCl in 10 mM Tris-
HCl pH 8.0, then 500 mM of NaCl in the same buffer and finally 2 M of NaCl in Tris-HCl pH 8.0; C)
Histidine-monolith: in this support it was used 3 M of (NH4);SO04 in 10 mM citrate-EDTA, pH 5.0, then
2.52 M of (NH4);S04 in the same buffer and finally 10 mM citrate-EDTA, pH 5.0. In the agarose gel

electrophoresis, lane L represents the lysate, and lanes 1, 2, and 3 represent the first, second, and

third peaks of the respective chromatogram. M.P*: Mobile phase; S.P**: Stationary phase; RT: Room

Temperature.
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It is possible to observe the difference on the binding behaviour represented on the three chromatographic
profiles. The histidine-agarose support was used to purify the sc pDNA from the clarified lysate sample by
a decreasing stepwise gradient of ammonium sulphate (Fig. 1A). The oc pDNA isoform was eluted in peak
1 with 2.3 M (NH4)25041in 10 mM Tris-HCL buffer (pH 8.0), as it can be visualised in lane 1 of the agarose
gel electrophoresis (Fig. 1A). The sc pDNA isoform was eluted in the second peak, at 1.7 M (NH4)2S04 (lane
2 of agarose electrophoresis - Fig. 1A), and finally, the third peak corresponds to the elution of more
strongly bound molecules, recovered with 10 mM Tris-HCl buffer (pH 8.0), as observed in lane 3 of the
agarose gel electrophoresis, by the presence of RNA and small amounts of other molecular species (Fig.
1A). The dominant interactions responsible for the nucleic acids binding behaviour on this column are the
hydrophobic ones, since the imidazole ring is able to promote interactions with nitrogenous bases of
nucleic acids, by the influence of high ionic strength on the mobile phase. The hydrophobic interactions
are favoured by the use of high (NH4);S04 concentrations, since the kosmotropic ions influence the
exposure of hydrophobic regions of molecules [26]. Considering the pDNA isoforms, sc pDNA has some
hydrophobic regions, naturally exposed because of its conformational torsions [27], and this effect can be
enhanced under high (NH4);SO4 concentrations, allowing the establishment of hydrophobic interactions
between non-polar regions of the ligands and the sc pDNA. On the other hand, the oc isoform has the
bases inward and they are less available to interact with histidine even in the concentration of 2.3 M
(NH4)2504, being immediately eluted in the first step. Concerning RNA, the bases are more exposed
because of its main single-stranded nature, being in this way more available to interact with the matrix.
The decrease of the (NH4);SO4 concentration increases the reorganization of water molecules,
consequently minimizing the hydrophobic effects, and disfavouring these interactions. Despite the
dominant effect of ring stacking/hydrophobic interactions, the water-mediated hydrogen bonds and van
der Waals forces are also present between histidine-agarose matrix and pDNA [28,29], evidencing the
affinity character of this matrix. The results obtained in Fig. 1A, are in accordance with other works,
made at the same conditions but using other plasmids [24,23].

The Fig. 1B exhibits the chromatographic profile of the clarified lysate in arginine-macroporous support,
as well as the respective agarose gel electrophoresis. Here, an increasing gradient of NaCl was used to
elute the bound molecules. First, RNA was eluted in peak 1 at 124 mM NaCl in 10 mM Tris-HCl buffer (pH
8.0), as confirmed by the agarose gel electrophoresis (lane 1, Fig. 1B). The sc pDNA isoform was then
eluted in peak 2, at 500 mM NaCl, together with a small amount of oc pDNA (lane 2 Fig. 1B). A final step
of 2 M NaCl was used to confirm the elution of all retained species. The arginine ligands immobilized in
macroporous support, under the influence of mobile phase, mainly promote electrostatic interactions,
not disregarding the involvement of other non-covalent interactions occurring between the lysate
molecules and the arginine ligand [21,23]. The negatively charged groups in pDNA backbone interact with
the positive groups of the arginine support, and as expected these molecules bind more strongly than RNA,
because pDNA has a double stranded negatively charged chain, while RNA is smaller and presents a single-
stranded nature [28,29].

The histidine-monolithic support was applied to purify the sc pDNA from the clarified lysate sample by
using a decreasing stepwise gradient of ammonium sulphate (fig. 1C). The first step was established at 3
M (NH4)2S04in 10 mM citrate-EDTA buffer, pH 5.0, to promote the retention of all biomolecules present
on the monolithic column. The RNA and a small fraction of sc pDNA were eluted in the second gradient
step (peak 2) at 2.52 M (NH4);S04, as it can be observed in the agarose gel electrophoresis (lane 2, Fig.
1C). Finally, the more tightly bound biomolecules were eluted in the third peak by a decrease in the ionic
strength to 10 mM Tris HCL (pH 8), which correspond to sc pDNA as visualized in lane 3 of the agarose gel
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electrophoresis (FIG. 1C). In this particular case, due to the pH 5 of the mobile phase, the imidazole ring
of histidine is protonated and hence positively charged, which favours the establishment of electrostatic
interactions between nucleic acids and the stationary phase, in addition to the hydrophobic effects
previously discussed. Actually, the difference on the chromatographic elution behaviour found on the
histidine-monolith and the histidine-agarose, can be related with the additional electrostatic effect
resultant from the pH 5.0 used in this study, as it was already observed by Amorim and co-workers to
purify the HPV-16 E6/E7 pDNA [25].

Plasmid purification by chromatography deals with some concerns associated to the diversity of
biomolecules present in the lysate extracts and their characteristics such as, size, shape, conformation,
and rheological properties. Moreover, most of impurities like RNA, gDNA or endotoxins, share with pDNA
some properties of molecular mass, charge or hydrophobicity [30]. Thus, the applied chromatographic
methods must guarantee the presence of a final sc pDNA sample with the purity degree in accordance
with the regulatory agency requirements (Table 1). Nonetheless, the residual amounts of proteins, gDNA,
and endotoxins also need to be quantified to ensure that these values are in accordance with these
specifications of the regulatory agencies. To accomplish that, several specific analyses were performed
in the purified sc pDNA fractions and the observed results are presented in Table 1.

Table 1. Purity analysis of the purified sample of sc p53 encoding pDNA.

Chromatographic Support
Reference values
Parameters Histidine- Arginine- Histidine- [9]
agarose macroporous monolith
Proteins (ug/mL) Undetectable Undetectable Undetectable Undetectable
RNA Undetectable Undetectable Undetectable Undetectable
Endotoxins (EU/pg
0.010 0.014 0.652 < 0.1 EU/pg pDNA
pDNA)
Genomic DNA (ug/pg
0.0008 0.0063 0.0009 < 0.01 pg/pg pDNA
pDNA)
Purity 97% 92% 100% >90% of sc pDNA
Recovery 42% 43% 71.6% Not applicable

Regarding the overall quality of purified sc pDNA fractions, it should be remarked that all samples were
colourless and both proteins and RNA were undetectable. The endotoxins content was also quantified by
the LAL method that revealed the reduction of this impurity to acceptable levels when the sc pDNA was
purified by histidine-agarose and arginine-macroporous supports. However, the sc pDNA purified through
the histidine-monolithic support presented a slightly higher content of endotoxins (Table 1), resulting in
a value above the limit established by the regulatory agencies. Endotoxins are part of the cell wall
constitution of the host and as mentioned above, must be removed from the lysate, being acceptable only
at minimal amounts (<0.1 EU/pg pDNA), because they exhibit pyrogenic activity when they are present in
high doses [11]. The amphipathic feature of endotoxins, makes the process of eliminating this component
more difficult [31]. Actually, some authors have described the high affinity of histidine for endotoxins
[32]. In our work, despite the use of two different supports functionalized with histidine, the histidine-

sepharose support was more effective at eliminating the endotoxins, while histidine-monolith was not so
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effective. This difference can be justified by the different pH conditions, where at pH 8.0 the major
interactions that are promoted are hydrophobic, while at pH 5.0, the imidazole ring become protonated
and both electrostatic and hydrophobic interactions are explored. Therefore, it is reasonable to
hypothesise that this combined effect can favour the endotoxins adsorption onto the histidine-monolith.
In spite of the endotoxin levels present in sc pDNA purified by histidine-monolith were above the maximum
limit established by FDA, a previous study indicate that the use of acidic pH can promote irreversible
changes which may deactivate its biological activity [33]. In what concerns to gDNA, it was also verified
the reduction of this impurity to residual levels in the three samples purified through the different
chromatographic strategies, and the final pDNA samples were characterized with a gDNA content below
the limit established by the regulatory agencies, thus evidencing the efficiency of the three
chromatographic matrices in removing this impurity (Table 1). This assessment is extremely important
because some studies demonstrated that the existence of gDNA in a purified plasmid sample for clinical
application was directly related with necrosis of the muscle cells [34].

After endogenous biosynthesis of therapeutic plasmid in the E. coli host, the alkaline lysis used to extract
this molecule can induce some structural damage in the plasmid, converting the sc pDNA in other isoforms
such as, ln or oc pDNA. For this reason, the chromatographic supports explored in this work must be able
to purify the most biologically active conformation, namely sc pDNA, and a homogeneity higher than 90%
of this topology must be obtained. Therefore, the global sc pDNA isoform purity obtained using the distinct
chromatographic matrices was assessed quantitatively by the CIMac analytical column and the results
showed that the histidine-monolith allowed the recovery of the sc pDNA with a higher purity degree
(100%), followed by histidine-agarose (97%) and arginine-macroporous (92%) (Table 1). The recovery yield
was also higher in samples purified through the histidine-monolith (71.6%), followed by the other two
supports (43%) (Table 1). Overall, although a higher recovery yield and purity degree were achieved with
histidine-monolith, it was not possible to eliminate endotoxins to levels that meet the requirements of
regulatory agencies. Moreover, the arginine-macroporous support allowed the use of milder conditions
and the recovery yield and purity levels were also acceptable, which make this support an interesting

alternative for pDNA purification.

3.2. Structural analysis of pDNA

3.2.1 Circular Dichroism

The structural stability of purified sc pDNA was assessed by circular dichroism (CD), foreseeing to evaluate
if the distinct chromatographic strategies induce any changes in the topology of purified sc pDNA. Besides
the information about the structural conformation of pDNA, this technique also shows the stability of the
target molecule. Figure 2 shows the CD spectra of the sc pDNA samples recovered from the three different
purification strategies, and for comparison purposes, a sample containing oc and sc pDNA obtained with

a commercial Kit (oc+sc) was also analysed.
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Figure 2. Circular dichroism spectra of p53-pDNA samples. Native pDNA (oc+sc) recovered from a
commercial Kit used as control, to confirm the stability of sc pDNA purified by: A) histidine-agarose and
arginine-macroporous supports; B) histidine-monolith support. The pDNA control samples were prepared
in the same buffer used for the purification of sc pDNA in each strategy (10 mM Tris-HCL, pH 8.0 or 10 mM
citrate-EDTA buffer, pH 5.0).

The CD spectra of the pDNA (oc+sc) samples obtained using the commercial kit are very similar for both
buffers used (Fig.2A and B), being possible to identify two positive ellipticity peaks at 220 nm and 275 nm
and a negative at 245 nm, which are indicative the typical topology of B-DNA [35,36]. This result
demonstrates that these buffers did not induce significant changes on pDNA structure. When comparing
these spectra with the ones obtained for the pDNA samples purified by our chromatographic
methodologies, some minor alterations on the signals can be observed (Fig. 2). These slight changes in
the bands’ magnitude or deviations of the maximum can be associated to little changes in the pDNA
molecules caused by the different chromatographic conditions used during the purification process,
namely different temperature, ionic strength and pH. These differences are most evidenced in the samples
purified by the supports modified with the histidine ligand, where we can note less intense bands. As

reported in the literature, during the purification procedure, several parameters should be considered
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and modulated, such as the mobile phase conditions, pH or temperature, in order to reach a better
interaction between the ligands and the target. However, these parameters may also cause
conformational changes in the molecule, which should be avoided [36,37]. In the present study, the
different conditions and interaction profiles occurring between the target molecule and the supports can
explain the small differences achieved on the CD spectra of samples purified with the histidine matrices.
Both strategies were based on the use of a decreasing ammonium sulphate gradient, but they differ on
the pH used. Thus, some structural changes can occur on pDNA due to the acidic conditions, as the low
pH can lead to subtle depurination of pDNA, which can be detected by CD. On the other hand, it is feasible
to relate some CD differences with the ionic strength used, as the salt concentration can modify the
double-helix condensation, depending on the amount of available ions, especially cations [9], and in some
extreme cases, it can undergo transition to A or Z-DNA conformation [38]. It is noteworthy that the signal
of the sc pDNA purified by arginine-macroporous present a small deviation referring to the positive region
for approximately 270 nm, while those purified by histidine point to 275 nm. This detail may also be a
reflection of the binding conditions of the target molecule to the matrix promoted by the mobile phase
buffer, since CD is known to reflect little conformational DNA changes [39], or just a reflection of the
presence of a small amount of oc pDNA isoform (fig. 1B).

3.2.2 Zeta Potential

The zeta potential of sc pDNA solutions purified using the distinct chromatographic supports were
evaluated using the Zetasizer Nano-ZS aiming to determine if the chromatographic conditions exert any
change on the electric charge of sc pDNA Thus, the zeta potential, which is established through the
molecules surface charges and the concentration and types of ions present in the solution [40], was

assessed. Through light scattering, the charge density was measured, and the result is shown in Figure 3.
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Figure 3. Zeta potential for pDNA purified by the three chromatographic strategies (histidine-agarose,
arginine-macroporous and histidine-monolith), using different buffers. A native pDNA sample (oc+sc)

purified by a commercial kit was used for comparison.

The pDNA molecules present negative charges on their surface and in solution they interact
electrostatically with the available ions, resulting in repulsion or agglutination of these molecules. For
the interaction and the equilibrium of the system, the tendency is the formation of a layer of counterions,
in this case positive ions that adhere strongly to the negatively charged groups on the surface of the pDNA
molecule, resulting in a compact layer or stern layer where the ions are immobilized [41]. This layer is
then surrounded by ions with opposite charge that agglomerate together to neutralize the charged
molecule, and these ions are in motion and hence the layer is called the diffuse layer [41]. The stability
of the suspended molecule is dependent on both van der Waals forces and the double electric layer formed
by ions and counterions, which in the case of therapeutic products, also can influence the cellular uptake
and intracellular traffic [42]. The zeta potential, which is determined by the composition of ions involved
in these layers, can be altered by both the ionic strength and pH of the solution [43]. In Figure 3, it is
possible to observe that the samples obtained by the commercial Kit (oc + sc) clearly demonstrate a

difference in the zeta potential values, mainly influenced by the pH difference of the buffers, 10 mM Tris-
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HCl buffer, pH 8.0 (-22 mV) and 10 mM citrate-EDTA buffer, pH 5.0 (-55 mV). Regarding the pDNA samples
purified by the chromatographic strategies where the Tris-HCl buffer was used, it is also verified a slight
difference between them, even considering the same pH 8.0. This fact can be attributed to the salts used
in the elution gradients established for the purification procedures, that even after the sample
desalination, can be present in trace amounts or can be responsible for some structural changes on pDNA
which influences the charged groups exposure, being sufficient to alter the ionic constitution of the
electric double layer of the colloid. A more significant difference was achieved for the pDNA purified
samples, present in buffers with different pH, namely Tris-HCl (pH 8.0) and citrate-EDTA buffer (pH 5.0),
where the zeta potential values for pH 8 varied between -20 and -25 mV and, -40 mV to pH 5, respectively
(Figure 3). Also, these results indicate that a decrease of pH can increase the negative zeta potential,
improving the stability of pDNA on the formulation, in the case of this work, the protons in acidic pH, can
alter the electrical double layer, leading to a reduction of the attraction forces and consequently the
interaction between therapeutic molecules in the medium. As reported on literature, the agglomeration
of biopharmaceuticals on the medium are associated with the low quality of product [43] and this

agglomeration could occur mainly due to van der Waals forces, according the DLVO theory [44].

3.3 Bioactivity of pDNA
3.3.1 Cytotoxicity assays
The cytotoxicity studies were performed by using a Resazurin assay, in order to evaluate if there was any

toxicity related with the sc pDNA samples recovered from different supports (Figure 4).
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Figure 4. Evaluation of cell viability following transfection of HeLa and human dermal Fibroblasts with
Lipofectamine 2000 lipoplexes loaded with p53-pDNA recovered from histidine-agarose A), arginine-
macroporous B) and histidine-monolith C), after 48 h transfection. Negative (K-) and positive controls (k+)

correspond, respectively to non-transfected cells and treated with ethanol. Data is represented as mean

+S.D., n=3.

The results for human dermal Fibroblasts did not revealed significant cytotoxic effects after transfection
with the purified sc p53 encoding pDNA samples. In the case of Hela cell line, a slightly cytotoxic
behaviour was observed in the cells transfected with the sc p53-pDNA samples recovered from the
histidine-based columns, and among these samples, a more pronounced cytotoxic effect was verified when

the sc pDNA was obtained from the histidine-monolithic support (Figure 4). These results could suggest
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that the buffer conditions used for the recovery of sc pDNA (high ammonium sulphate concentration in
the histidine-agarose and acidic pH in the histidine-monolith) could cause some slight cytotoxicity. The
samples purified with the arginine-macroporous support did not induce any cytotoxic effect what can be
related with the milder conditions used during the purification process, namely the low NaCl concentration
and pH 8.0. Overall, in this case, the cell viability can be affected by the pDNA sample (resulting from
different preparation conditions), or some effect can also be related to the apoptosis induced by
transfection. Actually, this phenomenon was previously observed and discussed by Valente et al. (2018).
In that research work, it was verified that the reduction on cell viability was not directly related with the
toxicity of the formulation, but it was more related with a higher p53 protein expression, resulting in a
higher apoptotic effect for HeLa cancer cells [45]. Therefore, in our work, and considering the small
cytotoxicity observed, further tests were performed to assess the pDNA bioactivity, namely regarding the
ability to induce the p53 protein expression as well as the apoptotic effect induced on the Hela cancer

cells.

3.3.2 Analysis of the p53 protein expression
To better understand the bioactivity of the sc p53-pDNA isoform purified by the different chromatographic
strategies, an ELISA assay was performed to evaluate the expression of p53 protein, after 48 h of Hela

cells transfection with the different samples (Figure 5).
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Figure 5. Evaluation of the p53 protein expression through ELISA kit in Hela cancer cells after transfection
with different p53-pDNA lipoplexes. Non-transfected cells were used as controls. Data are represented as

mean + S.D., n = 3.

For the control group, non-transfected Hela cancer cells were used and, basal p53 expression levels were
obtained. The low p53 levels presented by this kind of cells are described as a result of the degradation
of this protein by the E6 and E7 oncoproteins from the HPV virus [45]. Also, a native p53-pDNA sample
extracted through a commercial kit was used in this experiment to evaluate the bioactivity performance

of a native sample (containing both isoforms, oc+sc) and compare with the efficiency found for the
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different sc pDNA samples obtained from different chromatographic supports used in this research work.
The p53 expression induced by the cells transfection with the plasmid extracted through the commercial
kit also presents satisfactory results. However, this kind of sample is not suitable for in vivo use, since
the procedure applied uses RNase from an animal source, which is not acceptable for the regulatory
agencies and, in addition, it increases the costs of the process.

Figure 5 shows that the bioactivity of the sc p53 encoding plasmid remains independently of the
chromatographic method chosen and, cells transfected with the isolated sc isoform presented higher p53
expression than cells transfected with a native sample (oc+sc). This kind of behaviour presented by HelLa
cells when transfected with the sc pDNA isoform have been already explored and reported by other authors
[45,46], what reinforces the importance of working with the sc topology, the most active form of pDNA.
This ability of sc pDNA isoform to promote a higher protein expression has been related with the
maintenance of the genetic information integrity [47], what can be different when a native pDNA sample
is delivered.

Furthermore, sc pDNA samples obtained from different chromatographic strategies induced different p53
protein expression levels. A higher value was achieved for the sc pDNA purified with the arginine-
macroporous, followed by the histidine-monolith, and finally the pDNA recovered from the histidine-
agarose support. Actually, the sc p53-pDNA purified by the arginine-macroporous matrix induced an
expression of the p53 protein 4 times higher than the control. Considering these results and relating them
with the quality control tests (Table 1), it is verified that, although the sc p53-pDNA sample purified by
arginine-macroporous matrix presents the lower purity level (92%), it induced a higher p53 protein
expression. These results suggest that the kind of gradient or general conditions used during the plasmid
purification process is of extreme importance for pDNA activity. The fact that milder conditions have been
used, with a lower salt concentration and using a salt with lower environmental impact (NaCl), resulted
in a non-significant effect on pDNA structure, which can be reflected on the pDNA bioactivity. Also, the
low salt concentration used in the elution step (500 mM NaCl) required less manipulation of the sample
during the desalting of the purified pDNA, possibly favouring the pDNA stability. Otherwise, samples
purified through histidine monolith and histidine agarose, even with a higher purity level (100%) when
compared with the samples recovered from arginine-macroporous support, showed lower efficiency at
inducing the p53 expression. This result was even more pronounced for the sc p53-pDNA obtained by the
histidine-agarose support, as the pDNA purified by the histidine-monolith resulted in a slightly higher p53
expression. This tendency can be related to the fact that the sc pDNA was eluted from the histidine
monolith with 0 M of ammonium sulphate, which also required lower desalting manipulation. In addition,
the use of monoliths allows the establishment of faster chromatographic runs, which can also help on the
preservation of the structural stability of pDNA. In summary, it is clear that pH, ionic strength and type
of salt, temperature as well as manipulation time influence not only the structure of pDNA, but also its

bioactivity.

3.3.3 p53 mediated apoptosis in HelLa cells
The cellular apoptosis mediated by the p53 protein was evaluated in HelLa cancer cells. The Figure 6 shows
the results of apoptosis concerning the pDNA products purified by the three different chromatographic

matrices.
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Figure 6. p53-mediated apoptosis in Hela cells after transfection with a sc p53 plasmid recovered from

different chromatographic supports.

The results reflect an apoptosis rate of approximately 6%, 3% and 5% for cells transfected with pDNA
purified by arginine-macroporous support, histidine-agarose and histidine-monolith, respectively, when
compared to the control group (k-). Comparing the results of p53 protein expression (Figure 5) with the
apoptosis (Figure 6), it is possible to observe a pattern, because the conditions that allowed a higher p53
expression also resulted in higher rates of apoptosis mediated by the therapeutic gene, following the trend
in the arginine-macroporous, histidine-monolith and histidine-agarose samples. If we take into
consideration the protein expression levels that were achieved, we could expect higher apoptosis rates,
following transgene levels, but actually we observe relatively low levels of apoptosis. Although the
literature reports that p53 is the major tumor suppressor gene, there are also other proteins involved in
the pathway of apoptosis and the inactivity or a reduced activity of any of these proteins could also
compromise the apoptotic cycle. Although these relatively low apoptotic values, it was obtained a higher
apoptotic rate in cells transfected with sc pDNA purified from arginine-macroporous support, which also
presented high expression levels of the therapeutic gene (Figure 5). However, if we consider the
complexity of cancer, we understand that not only one, but several genes in the genome can be affected
by different types of mutation and in the same way, promoter sequences of these genes, may be
inactivated or even reduce the expression of a particular protein. There are known cases, such as colon,
breast, brain, or pancreas cancers, which average 33 to 66 different types of genetic mutation and in
other cases up to 200 types of genetic material damage are detected [48]. Based on this information, we
may consider that other genes involved in the cascade that triggers apoptosis may also be inactivated. In
addition, it is recognized that a cancer cell is in constant mutation, aiming at greater propagative
advantage, guaranteeing not only suppression of any mechanism of programmed cell death but also the
specialization of growth genes [49]. In a study that reveals the intricate genetic structure after successive
mutational events occurring in HelLa cells almost 70 years after the extraction of the cells from the patient
Henrieta Lacks, researchers have shown that genetic aberrations during these years, may have unknown
implications in biological experiments, since these cells have a genomic instability typical of tumors [50]
[51].
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4. Conclusion

Three methods involving histidine-agarose, arginine-macroporous and histidine-monolith supports were
applied to isolate sc pDNA encoding p53, by manipulating the chromatographic conditions: pH,
temperature, ionic strength and kind of salt in the binding/elution buffers. These main parameters of the
mobile phases influenced not only the physical structure of the plasmid but also the bioactivity of this
therapeutic molecule. With the topology studies it was verified that, despite small non-significant
differences detected by dichroism signals, the CD spectra clearly show that the B topology of pDNA was
maintained in the samples purified through the three chromatographic supports. In zeta potential assay,
the results suggested that the colloidal stability of purified samples inside formulations are preserved and
the more stable formulation follow the order of the purification with: histidine-monolith > arginine-
macroporous > histidine-agarose. Overall, the bioactivity assays allow to indicate that the arginine-
macroporous is the most efficient matrix used in this work, because despite the 92% of purity degree and
the 43% of recovery yield, the sample obtained by this column was able to induce the expression of higher
amounts of the therapeutic p53 protein and induced higher levels of apoptosis on cancer cells. This
behavior can be related to the chromatographic conditions, namely the use of a milder salt (NaCl), the
low ionic strength, at neutral pH and low temperatures used in arginine-macroporous when compared to
the high ionic strength of ammonium sulphate and room temperature or acidic pH used in histidine-based
columns. The data obtained in this work show the features of each purification condition and this
information allows the elaboration of good chromatographic strategies based in arginine which in addition
to purifying pDNA with a high pharmaceutical grade, was also efficient in preserving the bioactivity of the

plasmid.
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