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Resumo

0 virus do Papiloma Humano (HPV) é o principal fator de risco para o cancro do colo do Utero,
uma vez que as oncoproteinas E6 e E7 comprometem a expressao ou a atividade das proteinas
supressoras de tumor p53 e pRb. Muitas abordagens terapéuticas tém sido consideradas
ineficazes, existindo a necessidade de desenvolver novas estratégias como a terapia génica. O
DNA minicircular (mcDNA) surge como um vetor inovador, que resulta de um processo de
recombinacao in vivo, no qual um plasmideo parental (PP) leva a formacao de um mini-
plasmideo (mP) que contém as sequéncias procariotas, e um mcDNA que contém apenas a
cassete de expressao eucariotica. O mcDNA apresenta uma elevada eficiéncia de transfeccao
devido ao seu tamanho reduzido, sendo também considerado uma terapia mais segura do que
o DNA plasmidico. Assim, o presente trabalho tem como objetivo, numa primeira fase, produzir
e purificar um vetor de mcDNA que codifica o gene p53 para aplicacao em estudos in vitro.
Com o intuito de isolar a isoforma superenrolada (sc) do mcDNA-p53, a partir de quantidades
residuais de PP e impurezas bacterianas, foram explorados monolitos com ligandos de L-
histidina e 1-benzil-L-histidina, assim como uma coluna cromatografica de filtracdo em gel
(Sephacryl S-1000 SF). A forca idnica e o pH dos passos de ligacdo e eluicao foram ajustados ao
longo das estratégias de purificacao. Os resultados indicaram que a filtracao em gel foi a melhor
abordagem para o isolamento da biomolécula de interesse, assegurando um grau de pureza
superior e obtencao de maior quantidade de amostra. Posteriormente, foram realizados estudos
de transfeccdo in vitro em células HeLa com os vetores PP-p53 e mcDNA-p53, tendo-se
verificado a internalizacdo celular de ambos os vetores. Para além disto, foi confirmada a
transcricdo do gene de interesse p53 e detetada a traducao na respetiva proteina alvo, assim
como foi realizada a sua quantificacdo. Por Gltimo, de modo a avaliar a acao terapéutica do
gene p53 codificado nestes vetores, foram realizados ensaios de proliferacao celular,
citotoxicidade e apoptose. De um modo geral, todos os estudos in vitro realizados sugeriram
que o mcDNA-p53 apresenta resultados mais promissores, com potencial para ser utilizado numa
nova estratégia terapéutica para o cancro do colo do Gtero. Numa segunda fase, o presente
trabalho também teve como objetivo a construcao de um vetor de mcDNA multigénico, com
clonagem de dois genes terapéuticos no PP (gene p53 e gene pri-miRNA-375), visando uma

potencial aplicacao terapéutica combinada e mais eficaz no cancro do colo do Utero.

Palavras-chave

Cancro do colo do Utero, DNA minicircular, gene p53, miRNA-375, plasmideo parental.
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Abstract

Human Papillomavirus (HPV) is considered the main causative agent for the development of
cervical cancer since its E6 and E7 oncoproteins compromise the expression or activity of p53
and pRb tumor suppressor proteins. Many cervical cancer therapeutic approaches have
demonstrated to be ineffective, which emphasizes the need for new strategies such as gene
therapy. Minicircle DNA (mcDNA) is a small eukaryotic expression vector that results from an in
vivo site-specific recombination process, in which a parental plasmid (PP) leads to the
formation of a miniplasmid (mP), carrying the undesired backbone sequences, and a mcDNA,
carrying the therapeutic expression cassette. The mcDNA allows higher transfection efficiency
due to its smaller size and it is a safer therapeutic approach than plasmid DNA. Therefore, the
present work aims, in a first stage, to produce and purify a mcDNA encoding for p53 gene
regarding future in vitro studies. L-histidine and 1-benzyl-L-histidine modified monoliths, as
well the gel filtration column Sephacryl S-1000 SF, were explored to isolate the supercoiled
(sc) mcDNA-p53 from residual amounts of parental plasmid and bacterial impurities. The ionic
strength and pH of binding and elution steps were adjusted to enhance the purification
performance. The chromatographic results suggest that gel filtration column presents a better
approach for sc mcDNA-p53 isolation, ensuring a higher degree of purity and providing a larger
quantity of recovered sample. Afterwards, Hela cells were transfected with PP-p53 and
mcDNA-p53 vectors. The cellular internalization and the transfection efficiency of both vectors
were evaluated. In addition, both the transcription and translation of gene p53 was confirmed,
following by the quantification of the target protein. Finally, the therapeutic effect of p53 gene
encoded in both vectors was carry out through cell proliferation, cytotoxicity and apoptosis
assays. Overall, these in vitro studies suggest that mcDNA-p53 is highly promising to be used as
a new therapeutic strategy for cervical cancer in the future. Moreover, in a second stage, this
work aims to construct a multigenic mcDNA vector encoding the p53 gene and pri-miRNA-375
gene, aiming to establish a potential combined therapeutic approach more effective for

cervical cancer.
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Capitulo 1 - Introducao

1.1. Cancro do colo do utero

0 cancro do colo do Utero é o quarto cancro que mais afeta as mulheres em todo o mundo [1].
Estudos epidemiologicos identificaram quais os principais fatores de risco associados a este tipo
de cancro, nomeadamente um baixo nivel socioeconomico, falta de higiene pessoal, multiplos
parceiros sexuais, consumo de tabaco, insuficiéncia de nutrientes, fatores genéticos e
principalmente infecbes virais causadas pelo Virus do Papiloma Humano (HPV) [2]. De acordo
com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o Ultimo relatério emitido em 2012 sobre a
prevaléncia global de infecdes por HPV apontou para aproximadamente 630 milhdes de casos,
sendo que 520.000 destes casos foram diagnosticados com cancro do colo do Utero que
resultaram em aproximadamente 266.000 mortes (Figura 1). Cerca de 85% destes casos tém
prevaléncia nos paises em desenvolvimento, dado que apresentam recursos muito limitados

para prevenir e tratar esta doenca [3].
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Figura 1: Estimativa da mortalidade mundial associada ao cancro do colo do Utero, por cada 100.000
mulheres, no ano de 2012 (Adaptado de [4]).



1.2. Virus do Papiloma Humano

0 virus do Papiloma Humano (HPV) é o principal fator de risco para o desenvolvimento do cancro
do colo do Gtero e possui mais de 200 genotipos diferentes. Este virus pertence a familia
Papillomaviridae e pode ser agrupado em cinco géneros diferentes (alfa, beta, gama, mu e nu),
de acordo com as diferencas entre as sequéncias de DNA [5]. O género alfa-papilomavirus inclui
0s genotipos que sao responsaveis por infecdes ao nivel das mucosas genitais, enquanto que os

restantes géneros sao caracterizados pela sua capacidade de infecdo ao nivel cutaneo [6].

Os diferentes genotipos que infetam as mucosas podem também ser classificados de acordo
com o seu potencial oncogénico (Tabela 1). Os grupos de baixo risco dao origem a lesoes
benignas, como os condilomas, enquanto que os grupos de elevado risco sao considerados
oncogénicos e causam uma infecao persistente [2]. Na categoria de elevado risco, os genotipos
mais comuns sao o HPV-16 e o HPV-18, responsaveis por 71% dos casos totais de cancro do colo
do Utero [5]. Mais de 50% destes casos estao associados apenas ao HPV-16, sendo este genotipo

considerado o mais prevalente [3].

Tabela 1: Gendtipos do HPV classificados de acordo com o seu potencial oncogénico (Adaptado de [3]).

HPV de baixo risco | 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81

HPV de elevado risco | 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, 82

1.2.1.Biologia molecular do HPV

0 genoma do HPV é constituido por uma dupla cadeia de DNA circular com cerca de 8.000 pares
de bases, codificando um total de 8 genes. Este genoma apresenta tropismo para as células
epiteliais, infetando a pele e mucosas, e esta dividido em trés regides: a regido precoce (E), a

regiao tardia (L) e a regiao longa de controlo (LCR) (Figura 2) [5].
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Figura 2: Estrutura do genoma do Virus do Papiloma Humano (Adaptado de [7]).



A regiao precoce inclui os genes E1, E2, E4, E5, E6 e E7 que se encontram envolvidos na
replicacdo, regulacdo da transcricdo e oncogénese. A regidao tardia codifica as proteinas
estruturais L1 e L2 que constituem a capside que protege o genoma viral. A regiao longa de
controlo € uma regiao reguladora nao codificante que contém uma sequéncia promotora, assim
como enhancers e sequéncias silenciadoras necessarias para a replicacdo e transcricao viral
(Tabela 2). O tamanho e a composicao nucleotidica desta regiao varia consideravelmente entre
diferentes gendtipos do HPV [5].

Tabela 2: Fungdes dos genes do Virus do Papiloma Humano (Adaptado de [5]).

REGIAO GENE FUNCAO
E1 Permite a replicacao do DNA viral
E2 Regula a transcricao viral
E4 Contribui para a deformacao de células infetadas (coilocitose)
Precoce
E5 Inibicao da apoptose e interacao com fatores de crescimento
Codificante
E6 Induz a degradacéo da proteina supressora de tumor p53
E7 Induz a degradacéo da proteina supressora de tumor pRb
L1 Codifica a proteina principal da capside viral (55 kDa)
Tardia
L2 Codifica a proteina secundaria da capside viral (70 kDa)
Nao Longa de LCR Envolvido na regulacao da replicacao e transcricao viral
codificante Controlo

1.2.2.Ciclo de vida do HPV

A infecdo por HPV ¢ iniciada na zona de transformacao do epitélio do colo do Utero, através de
possiveis micro-lesoes que expdem as células da camada basal a entrada do virus. Esta zona de
transformacao encontra-se localizada entre o epitélio pavimentoso e o epitélio colunar. Apds a
entrada do virus na célula hospedeira é iniciado o ciclo de replicacao do virus, que se encontra
estreitamente associado ao ciclo de diferenciacdo das células epiteliais infetadas. Isto €, o DNA
do virus é replicado apenas quando o DNA das células infetadas é replicado [5]. Em infecoes
benignas, a manutencao do genoma viral ocorre num estado epissomal, sendo que em infecoes

malignas ocorre frequentemente a integracao do DNA viral no genoma humano [8].



Os genes E1 e E2 sdo necessarios para a manutencao do genoma viral nas células hospedeiras,
uma vez que estes sdo responsaveis pelo inicio da replicacdo e pelo recrutamento da DNA
polimerase celular necessaria para este processo. Por sua vez, as oncoproteinas E6 e E7 atuam
como estimuladores da proliferacao, promovendo o aumento do nimero de células infetadas.
Como consequéncia, a sobre-expressdao dos genes virais leva a transformacao das células

infetadas em células malignas [5].

A carcinogénese é um processo complexo com varias etapas, ndo sé porque os genes virais tém
varias funcdes na transformacao de células normais em células cancerigenas, mas também
porque o tecido epitelial normal vai sofrendo modificacdes ao longo do tempo, evoluindo para
neoplasias intraepiteliais cervicais (NIC) de varios graus, carcinoma in situ (CIS), e levando por

ultimo ao desenvolvimento do cancro do colo do Gtero (Figura 3) [5].
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Figura 3: Representacao esquematica da infecao das células basais do epitélio cervical mediada pelo HPV
ao longo do tempo (Adaptado de [5]).

1.2.3.0ncoproteinas E6 e E7

Os genes E6 e E7 do HPV, ao serem transcritos pela célula eucariotica infetada, vao dar origem
as respetivas oncoproteinas que possuem um papel importante na progressao do cancro do colo
do utero [5].

A oncoproteina E6 tem a capacidade de alterar a proliferacdo celular através da acao que
exerce sobre a proteina supressora de tumor p53. Esta oncoproteina forma um complexo com
a proteina E6AP (E6-associated protein), adquirindo afinidade para se ligar a p53 e marcando-
a para degradacao através de ubiquitinacdo, resultando na perda de atividade da p53 nas
células infetadas. Foi demonstrado que a oncoproteina E6 codificada por genétipos de HPV de
elevado risco (HPV-16 e HPV-18) apresenta uma maior afinidade pela p53 e acelera a sua
degradacao, quando comparada com a mesma oncoproteina codificada por genoétipos de HPV

de baixo risco [9].



Em condicdes fisioldgicas, a proteina p53 tem a capacidade de detetar danos no DNA celular,
ativando o gene WAF1/Cip1 que consiste num inibidor de cinases dependentes de ciclina (CDKs),
essenciais para a progressao do ciclo celular. Como consequéncia, existe uma paragem do ciclo
na fase G; de modo a permitir a reparacao do DNA e a manutencao da integridade do genoma,
antes da progressao do ciclo para a fase S e da sintese de DNA. Em situacdes de infecao por
HPV de elevado risco, o complexo E6-p53 promove a degradacdo da proteina p53 através de
uma via proteolitica dependente de ubiquitina. Deste modo, os niveis de p53 sdo baixos e as
CDKs ficam ativas, estimulando a progressao do ciclo celular de forma descontrolada e

provocando a acumulacdo de mutacdes genéticas (Figura 4) [9].
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Figura 4: Efeito da proteina p53 em condicdes fisioldgicas e efeito da ligacdo da oncoproteina E6 a proteina
p53 em situacdes de infecao por HPV de elevado risco (Adaptado de [9]).

Por outro lado, a oncoproteina E7 tem afinidade para a proteina do retinoblastoma (pRb),
impedindo assim a atividade desta proteina supressora de tumor, e consequentemente,
ativando genes envolvidos na progressao do ciclo celular [6]. Foi demonstrado que a
oncoproteina E7 codificada por genotipos de HPV de elevado risco (HPV-16 e HPV-18) apresenta
uma maior afinidade pela proteina pRb, quando comparada com a mesma oncoproteina

codificada por genétipos de HPV de baixo risco [9].



Em condicdes fisiolégicas e em momentos especificos do ciclo celular (fase Go/G,), a proteina
pRb forma complexos com fatores de transcricdo da familia E2F. Estes complexos regulam
negativamente o crescimento celular através da supressao da transcricdao de genes dependentes
de E2F. Estes genes codificam proteinas envolvidas na sintese de DNA, como a timina cinase, a
di-hidrofolato redutase e a DNA polimerase, assim como os proto-oncogenes c-myc e N-myc. A
medida que as células progridem para a fase S, os complexos pRb-E2F dissociam-se e os fatores
de transcricao E2F ficam disponiveis para estimular a transcricao de genes dependentes de E2F
que permitem a replicacao do DNA. Em situacoes de infecao por HPV de elevado risco, a
oncoproteina E7 altera este mecanismo de regulacdo através da sua ligacao a proteina pRb.
Deste modo, a pRb perde a capacidade de regular os fatores de transcricao E2F, e a libertacao
destes fatores vai estimular a transcricdo dos genes dependentes de E2F necessarios para a

replicacao do DNA, resultando na progressao do ciclo celular (Figura 5) [9].
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Figura 5: Paragem do ciclo celular em Go/G1 em condicdes fisiologicas e efeito da ligacdo da oncoproteina
E7 a proteina pRb em situacdes de infecdo por HPV de elevado risco (Adaptado de [9]).

A acado conjugada destas oncoproteinas resulta na desregulacado do ciclo celular, diminuicao da
reparacao do DNA e inibicao da apoptose. Desta forma, as oncoproteinas E6 e E7 promovem a
proliferacao celular descontrolada, resultando no aumento do nimero de células infetadas com

fenotipo maligno [5].



1.3. Gene supressor de tumor p53

0 gene p53 encontra-se localizado no cromossoma 17p13.1 e codifica a proteina supressora de
tumor p53. Esta é uma fosfoproteina nuclear constituida por 393 residuos de aminoacidos e que
possui 5 dominios estruturais, nomeadamente um dominio de ativacao transcricional seguido
de um dominio conservado rico em prolina, um dominio central de ligacao ao DNA, um dominio

de oligomerizacao e um dominio de regulacao da ligacao ao DNA (Figura 6) [10].

A proteina p53 atua como fator de transcricdo, ligando-se a sequéncias especificas de DNA.
Esta é considerada a “guardia do genoma” uma vez que preserva a integridade gendmica
através de mecanismos que incluem a paragem do ciclo celular para a reparacao de DNA ou a
inducao de senescéncia e/ou apoptose em células que foram irreversivelmente danificadas
[10].

As mutacdes no gene p53 sao encontradas em aproximadamente 50% de todos os tipos de
cancro. Estas mutacdes ocorrem principalmente no dominio de ligacdo ao DNA, sendo que a
maioria sdo mutacdes missense que resultam de substituicoes de aminoacidos (Figura 6) [11].
Estas traduzem-se numa perda de funcéo, levando a acumulacao de proteina p53 disfuncional
e tornando as células incapazes de controlar o seu crescimento e a sua morte, resultando, por

fim, na imortalizacao celular e desenvolvimento de tumor [12].

D:l:f:ri;?age ﬂi:rﬁ Dominio de Dominio de Daminio de
transcricional  prolina ligagao ao DNA oligomerizacao  regulacao
102-292 3 .
(1-42: 43-62)  (65-97) { ) (323-356) (363-393)
T T eSS ' r
248 273
175
5
244 | 282

220 L‘
[ | o ¥ 1N L‘Jklhnl.._.-lu akddbo

Figura 6: Estrutura da proteina p53 e frequéncia relativa de mutacées missense encontradas em cancros.
Estao identificados os 7 codoes mais frequentemente mutados (Adaptado de [13]).

Em condicoes fisiologicas normais, a proteina p53 é mantida em niveis baixos, sendo degradada
principalmente por ubiquitinas ligases E3, como por exemplo a proteina MDM2 (murine doble
minute 2). Quando as células sdo expostas a um stress genotoxico, a p53 € modificada pos-
transcricionalmente através de processos de fosforilacao e acetilacdo, tornando-se estavel e
adquirindo a capacidade de induzir a paragem do ciclo celular e/ou morte celular. Por exemplo,
danos no DNA promovem a fosforilacao da p53, bloqueando a degradacao mediada pela MDM2
[14].



Como existe uma perda de funcao da p53 na maioria dos cancros, reverter este processo tem
sido visto como uma estratégia promissora para o desenvolvimento de novos tratamentos.
Muitos métodos tém sido investigados no sentido de restaurar esta funcao, nomeadamente a
eliminacdo da p53 mutada, a reversao da forma mutada a forma ndo mutada, a inibicao de
reguladores negativos como a proteina MDM2 e terapias génicas que envolvem a entrega de
copias funcionais do gene p53 as células cancerigenas [14]. A eliminacao de uma proteina
mutada pode ser realizada através do silenciamento génico promovido, por exemplo, pela

aplicacao de microRNAs especificos [15].

1.4. miRNA-375

Os microRNAs (miRNAs) sdo pequenas moléculas de RNA nao-codificante de cadeia simples, com
aproximadamente 21 nucleotidos. Os miRNAs nao sofrem traducao e sdo responsaveis pela
regulacao pos-transcricional de RNAs mensageiros (mRNAs) [16]. A biogénese destas moléculas
€ iniciada com a transcricao do gene do miRNA pela RNA polimerase Il, dando origem a um
miRNA primario (pri-miRNA). Ainda no nicleo, uma das extremidades é clivada pela enzima
Drosha, originando um miRNA percursor (pré-miRNA) que é transportado para o citoplasma,
local onde a outra extremidade é clivada pela enzima Dicer. Este processo origina uma molécula
de miRNA de cadeia dupla que se associa com o complexo silenciador induzido por RNA (RISC),
no qual estas duas cadeias de RNA sao separadas. Uma das cadeias permanece associada com
o complexo RISC e constitui o miRNA maduro, sendo que a outra cadeia sofre degradacao.
Posteriormente, este complexo associado com o miRNA maduro ira funcionar como inibidor de
proteinas alvo, atuando através de dois mecanismos: degradacao do transcrito ou inibicdo da
traducao do transcrito, dependendo do nivel de complementaridade entre as bases do miRNA

maduro e do mRNA especifico (Figura 7) [17, 18].
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Figura 7: Representacdo esquematica da biogénese de miRNAs e mecanismos de atuacdo (Adaptado de

[18]).

Os miRNAs podem ser classificados como oncogenes ou como supressores de tumor,
participando de forma positiva ou negativa em diversos processos de proliferacao,

metabolismo, apoptose e diferenciacdo celular de varios cancros [19].

O miRNA-375 encontra-se significativamente diminuido em varios tipos de cancro, quando
comparado com células normais. Sabe-se que o miRNA-375 tem uma acao direta em diversos

genes relacionados com o cancro, funcionando como um supressor de tumor [20].

Alguns estudos identificaram o oncogene SP1 (specificity protein 1) como sendo um alvo do
miRNA-375. Este oncogene € responsavel pela proliferacdo, migracao e invasao celular,
participando na progressao do cancro do colo do Utero. Foi demonstrado que o aumento dos
niveis de miRNA-375 resulta na diminuicdo da expressao da proteina SP1. Assim, o miRNA-375
inibe a proliferacao celular através do blogqueio do ciclo celular na fase G4, através da repressao

do fator de transcricao SP1 [19].

0 oncogene IGF-IR (insulin-like growth factor-I receptor) também foi identificado como sendo
um alvo do miRNA-375, associado com o cancro do colo do Utero. Este é um recetor
transmembranar que tem a capacidade de estimular a proliferacao celular e induzir a
resisténcia a apoptose. Verificou-se que o aumento dos niveis de miRNA-375 resulta na
diminuicao da expressao do fator de transcricao IGF-IR, inibindo a proliferacao celular e

promovendo a apoptose [21].



Por outro lado, foi demonstrado que o miRNA-375 tem a capacidade de inibir a expressao das
oncoproteinas E6 e E7 em células infetadas por HPV de elevado risco, assim como a expressao
da proteina E6AP, levando consequentemente ao aumento dos niveis das proteinas p53 e pRb
(Figura 8). Assim, o aumento dos niveis de miRNA-375 pode reestabelecer os niveis normais dos
supressores de tumor nas células epiteliais, inibindo o desenvolvimento e progressao do cancro

do colo do utero [22].

Py -
mmﬁ _|®
- @

Figura 8: Representacao esquematica da regulacao que o miRNA-375 promove em células infetadas por
HPV de elevado risco (Adaptado de [22]).
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Em suma, de acordo com os estudos e evidéncias referidas anteriormente, o miRNA-375 pode
ser considerado um supressor de tumor com potencial efeito terapéutico contra o cancro do

colo do Utero.

1.5. Terapias baseadas em DNA

O cancro continua a ser uma das doencas que causa mais mortes em todo o mundo. Os
tratamentos atuais incluem cirurgia, radiacao e quimioterapia. No entanto, estes tratamentos
apresentam uma taxa de sucesso muito limitada, resultam apenas em algumas situacoes contra
tumores localizados em estagio inicial, e raramente funcionam em estagios mais avancados ou
em caso de formacao de metastases. Como estes tratamentos sao muito invasivos, também
causam danos nos tecidos saudaveis e provocam efeitos secundarios [23]. Desta forma, é
fundamental o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas que induzam uma protecao
duradoura e que eliminem especificamente as células cancerigenas, como sao exemplo as

vacinas de DNA e a terapia génica.

1.5.1.Vacinas de DNA

As vacinas convencionais tém como objetivo a prevencao de doencas infeciosas, estimulando o
sistema imunitario a produzir anticorpos neutralizantes contra antigénios especificos, através
da imunidade humoral [23]. Atualmente, existem no mercado vacinas profilaticas constituidas
por particulas da capside do HPV, preparadas pela expressao recombinante da proteina

estrutural L1 [24]. No entanto, este tipo de vacinas tem como finalidade a prevencao e nao
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tem qualquer efeito em infecdes estaveis pré-existentes, uma vez que apos a integracao do
HPV no genoma das células, as proteinas estruturais deixam de ser expressas e o0s anticorpos
neutralizantes deixam de ser efetivos no reconhecimento das células infetadas [7]. Além disso,
estas vacinas convencionais apenas garantem uma protecao parcial contra alguns gendtipos do

HPV e possuem limitagdes ao nivel do elevado custo de producao e distribuicao [25].

Considerando a necessidade de uma intervencao terapéutica direcionada para o cancro
proveniente de uma infecao viral, vacinas terapéuticas que controlem uma infecao ja existente
estao atualmente sob investigacao [24]. As vacinas de DNA surgem como uma potencial
abordagem, tendo ja sido usadas com sucesso em modelos cancerigenos de infecdes virais,
como € o caso de cancros associados ao HPV, estando alguns ensaios clinicos a decorrer. Estas
vacinas contém genes que codificam antigénios de interesse e tém como objetivo ativar o
sistema imunitario, levando néo sé a producao de anticorpos de memoria (imunidade humoral)
mas principalmente a ativacao de linfocitos T citotdxicos que vao permitir a eliminacdo das
células infetadas (imunidade celular) [23]. No caso das vacinas de DNA contra o cancro do colo
do Utero, a expressao dos antigénios tumorais E6 e E7 (que estao presentes apenas nas células
infetadas), vai desencadear uma resposta imunitaria terapéutica e direcionada somente as

células cancerigenas [7].

Estas vacinas de DNA possuem vantagens relativamente as vacinas convencionais,
principalmente no que diz respeito a capacidade de induzir tanto respostas humorais como
respostas celulares. Apresentam também uma producao rapida e menos dispendiosa (Tabela 3)
[26].

Tabela 3: Vantagens das vacinas de DNA em comparacao com as vacinas tradicionais (Adaptado de [26]).
Fabrico Fabricacdo rapida, uma vez que o DNA pode ser rapidamente isolado e clonado.
Producdo Menor custo de producao, sendo possivel produzir em larga escala.
Transporte = Facil transporte e armazenamento, uma vez que sao mais termoestaveis.

Imunidade Capacidade de induzir respostas humorais e respostas celulares.

No entanto, as vacinas de DNA também apresentam algumas limitacdes, como por exemplo o
baixo nivel de eficiéncia demonstrado em ensaios clinicos quando administradas sem qualquer

vetor de entrega (DNA naked) e a necessidade de multiplas doses [27].
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1.5.2.Terapia génica

A terapia génica surge como uma estratégia promissora para tratar doencas adquiridas e/ou
desordens genéticas, sendo definida como a transferéncia de acidos nucleicos exdgenos para
as células hospedeiras. O principal objetivo da terapia génica consiste numa entrega eficaz da
nova informacao genética a células especificas, de modo a corrigir uma perda de funcao
causada por uma mutacdo, como € o caso das doencas monogénicas, ou introduzir funcoes
adicionais para tratar ou evitar a progressao de uma doenca, como o cancro. Assim, dependendo
do objetivo da terapia, a subsequente expressdo transgénica pode restaurar os processos

celulares normais ou induzir novas respostas celulares [28, 29].

A terapia génica pode ser realizada em linhas de células somaticas ou linhas de células
germinativas, sendo que a diferenca entre estas duas abordagens consiste no facto de existir
uma transmissdo a descendéncia do material genético introduzido nas células germinativas.
Algumas questdes éticas tém-se levantado relativamente a seguranca da sua utilizacdo em
humanos, dado que existe risco de ocorrer modificacdes genéticas incontrolaveis, que poderao
também ser transmitidas a descendéncia. Devido a estas preocupacdes, atualmente a legislacao

permite o uso da terapia génica apenas em células somaticas [30]. Até ao ano de 2017, mais de

P~
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Figura 9: Nimero de ensaios clinicos de terapia génica aprovados mundialmente entre os anos de 1989-
2017 (Adaptado de [31]).

2400 ensaios clinicos de terapia génica foram aprovados em todo o mundo (Figura 9).
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0 cancro continua a ser a principal area de investigacdo dos ensaios clinicos de terapia génica
(65%), seguido das doencas monogénicas (11.1%), doencas infeciosas (7%) e doencas

cardiovasculares (6.9%) (Figura 10).
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M Cancro 65% (n=1688)
B Doengas monogénicas 11.1% (n=287)

B Doengas infeciosas 7% (n=182)

\

Doengas cardiovasculares 6.9% (n=180)

B Doengas neuroldgicas 1.8% (n=47)

W Doengas oculares 1.3% (n=34)

Doengas inflamatdrias 0.6% (n=15)

Outras 6.3% (n=164)

Figura 10: Areas de investigacdo dos ensaios clinicos de terapia génica aprovados até ao ano de 2017
(Adaptado de [31]).

De forma a aumentar a sua eficiéncia, a terapia génica requer a utilizacdo de sistemas
apropriados que promovam uma entrega segura e eficaz dos acidos nucleicos, nomeadamente

vetores virais ou vetores nao-virais [32].

1.5.3. Entrega génica

Os sistemas de entrega tém como finalidade ultrapassar barreiras e complexos celulares, de
modo a conseguirem entregar a informacao genética no nucleo das células-alvo [33]. Para tal,
os sistemas devem resistir a degradacdo pelas nucleases extracelulares, mediarem a sua
entrada através da membrana celular, conseguirem escapar da degradacdo promovida dentro
de vesiculas endossomais, prevenirem a sua degradacao através de nucleases citoplasmaticas
e, por Ultimo, ultrapassar a membrana nuclear para que o gene terapéutico possa ser transcrito
dentro do nlcleo da célula. Além disso, o vetor utilizado também necessita de ser

biocompativel e ndo desencadear respostas imunitarias adversas [34, 35].

Cerca de 70% dos ensaios clinicos realizados utilizaram vetores virais para a entrega de acidos
nucleicos devido a sua elevada capacidade de invasao celular, apesar de apresentarem muitas
limitac6es associadas com a biosseguranca, imunogenicidade e dificuldade na producao. Por
outro lado, os vetores nao-virais apresentam vantagens, particularmente no que diz respeito a
biosseguranca. Sao também mais faceis de sintetizar e possuem a capacidade de transferir

genes de grande dimensao, apesar de apresentarem menor eficiéncia de transfeccdo [35].

1.5.3.1. Vetores virais
Os virus sao frequentemente utilizados como vetores de entrega génica, dado que possuem
propriedades biologicas que lhes permitem facilmente reconhecer e entrar nas células, migrar

do citosol para o nlcleo e expressar o seu material genético na célula hospedeira [36].
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Contudo, é necessario modificar geneticamente estes vetores de modo a reduzir a sua
toxicidade, realizando-se a remocao da maioria de sequéncias patogénicas possiveis [29]. As
estruturas que permitem a invasao celular sao mantidas e realiza-se a introducao dos genes
terapéuticos. Devido ao ciclo de vida que os virus possuem, estes vetores apresentam uma
elevada eficiéncia de transfeccao in vivo [32]. No entanto apresentam algumas desvantagens,
principalmente ao nivel da biosseguranca, como o facto de poderem desencadear respostas
imunitarias severas e a possibilidade de ocorrer mutagénese insercional. A producao deste tipo
de vetores em larga escala é bastante dificil e muito dispendiosa, além de apresentarem uma

limitacao ao nivel do tamanho do gene terapéutico que é inserido [32, 37].

Os principais virus utilizados como vetores virais na terapia génica sao adenovirus, virus adeno-
associados, retrovirus, lentivirus e virus herpes-simplex, sendo que cada um destes apresenta

diferentes vantagens e desvantagens (Tabela 4).

Tabela 4: Comparacao das vantagens e desvantagens dos varios vetores virais utilizados na terapia génica
(Adaptado de [32, 37, 38]).

VETOR VANTAGENS DESVANTAGENS
Elevada eficiéncia de transfeccao Tamanho maximo do gene: 4-5 kb
Adenovirus Infeta células proliferativas e nao-proliferativas Elevada imunogenicidade
Infecta varios tipos de células Dificil de produzir
Muito usado em ensaios clinicos Expressio transiente
Tamanho maximo do gene: 5 kb
Virus Infeta varios tipos de células Dificil de produzir
adeno- Expressao prolongada Ensaios clinicos limitados
associados Baixa imunogenicidade Problemas de bioseguranca:
possibilidade de mutagénese insercional
Tamanho maximo do gene: 9-12 kb
Elevada ef1f:1enc1a de trans’»fecgao Apenas infeta células proliferativas
Retrovirus Infecta var1c~>s tipos de celulas Dificil de produzir
Expressdo prolongada Problemas de bioseguranca:
Baixa imunogenicidade possibilidade de mutagénese insercional
Muito usado em ensaios clinicos
Infeta células proliferativas e nao-proliferativas Tamanho maximo do gene: 8 kb
Lentivirus Infeta células estaminais hematopoiéticas Muito dificil produzir e armazenar
Expressao prolongada Ensaios clinicos limitados
Virus Tamanho maximo do gene: 40-50 kb < )
. Expressao transiente
herpes-simplex Infeta células neuronais
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1.5.3.2. Vetores ndo-virais

Os vetores nao-virais tém a potencialidade de ultrapassar algumas das limitacdes dos vetores
virais, particularmente no que diz respeito a biosseguranca. A sua utilizacdo tem ganho grande
destaque nos Ultimos anos devido a capacidade de transferir genes de grande dimensao, baixa
toxicidade para as células e facil producdo. A entrega através destes sistemas pode ser

realizada por métodos fisicos ou quimicos [28, 35].

De forma geral, os métodos fisicos consistem numa entrega de DNA naked, sem a utilizacao de
transportadores, usando forcas fisicas que enfraquecem temporariamente a membrana celular,
de modo a torna-la mais permeavel e permitir a entrada do material genético nas células
através de difusdao [32]. No entanto, estes métodos apresentam uma baixa eficiéncia de

transfeccao, o que impde uma limitacao a sua utilizacdo em larga escala (Tabela 5) [28].

Tabela 5: Comparacdo das vantagens e desvantagens dos varios métodos fisicos (Adaptado de [28, 39,
40]).

METODOS FiSICOS VANTAGENS DESVANTAGENS
Simples, economico, efetivo,
A L. reprodutivel, método nao tdxico e com Nao é adequado para transfectar um
Microinjecao ) .
capacidade de transferir DNA grande nimero de células
de grande tamanho
L . Baixa eficiéncia, uma vez que o DNA esta
Injecdo por agulha Simples e seguro o )
sujeito a ser rapidamente degradado
Danifica os tecidos em algumas
Biobalistica Simples e seguro aplicacoes
Necessaria intervencao cirurgica para
Elet . Seguro, bastante efetivo, reprodutivel transferir acidos nucleicos para 6rgaos
etroporacgao i i
porac e capacidade de transferir internos; a estabilidade do DNA genémico
DNA de grande tamanho
pode ser afetada pela voltagem
Seguro, nao invasivo, capacidade de
transferir acidos nucleicos para 6rgaos
Ultrassom internos sem a necessidade de Baixa eficiéncia in vivo
intervencao cirlrgica e potencial para
atravessar a barreira hematoencefalica
. . Simples, reprodutivel, efetivo e muito Necessaria uma grande quantidade de
Entrega hidrodinamica . ) . o L
utilizado em células hepaticas volume, restricao da sua aplicacao clinica
. . Baixa eficiéncia e apenas foi utilizado
Massagem mecanica Simples e seguro . L
com sucesso em celulas hepaticas
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Por sua vez, os métodos quimicos realizam a entrega génica pela utilizacdo de transportadores
que podem ser preparados através de varias reaces quimicas. Estes podem ter varios objetivos
isolados ou conjugados, nomeadamente mascarar as cargas negativas dos acidos nucleicos,
possuir biomoléculas que facilitem a atracdo e passagem pela membrana celular, comprimir as
biomoléculas de modo a torna-las mais pequenas, proteger da acdo de nucleases, promover um
direcionamento para células especificas, desintegracao dos transportadores apenas no citosol
e libertacdo controlada no tecido especifico (Tabela 6) [32, 40]. Assim, a conjugacdo destes
transportadores com o DNA naked, como o DNA plasmidico, promove um aumento da eficiéncia

das estratégias de terapia génica.

Tabela 6: Comparacao das vantagens e desvantagens dos varios métodos quimicos (Adaptado de [28, 39]).

METODOS QUIMICOS VANTAGENS DESVANTAGENS

L. L. Faceis de preparar, baixo custo, o . o
Lipidos catiénicos o Toxicidade, baixa eficiéncia in vivo
elevada eficiéncia in vitro

} . Faceis de preparar, baixo custo, Toxicidade, alguns polimeros
Polimeros cationicos o o L
elevada eficiéncia nao sao biodegradaveis
Hibridos R
Baixa toxicidade Baixa eficiéncia in vivo

lipidos-polimeros

1.6. DNA plasmidico

Os plasmideos sao pequenas moléculas de DNA circular extracromossomal, capazes de realizar
uma replicagdo semi-autonoma através do recrutamento da maquinaria necessaria de células
bacterianas hospedeiras [41]. Estes podem ser considerados vetores nao-virais frequentemente
utilizados na terapia génica, sendo subdivididos numa unidade transcricional que contém o gene
terapéutico de interesse e as sequéncias reguladoras, e uma unidade com sequéncias

bacterianas que incluem o gene de resisténcia a antibioticos e a origem de replicacédo [42].

As moléculas de DNA plasmidico sdao constituidas por uma cadeia dupla de DNA com as duas
extremidades ligadas covalentemente, formando uma molécula circular [43]. Estas moléculas
podem apresentar diferentes conformacdes que diferem no tamanho relativo (area espacial
ocupada), carga, hidrofobicidade e na exposicao das suas bases, nomeadamente a isoforma

linear, circular aberta (oc) e superenrolada (sc) (Figura 11) [44].
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Figura 11: Representacdo esquematica das diferentes conformagdes do DNA plasmidico
(Adaptado de [43]).

A isoforma sc é considerada a conformacao biologicamente ativa por ser mais compacta devido
ao fenomeno de torcao exercido na dupla cadeia o que também resulta num aumento da
densidade de carga por area de superficie e maior exposicao de bases em comparacao com
outras conformacoes, sendo assim a molécula requerida para utilizar em terapia génica [44,
45]. Esta pode ser convertida nas restantes isoformas sobre acao de enzimas ou de certas
condicodes fisicas e quimicas, como elevadas temperaturas e pH extremo, o que pode afetar o
rendimento da purificacao e recuperacao desta isoforma de interesse [46]. As isoformas oc e
linear sao formadas quando ocorre um corte num lado da cadeia e dois cortes na cadeia dupla,
respetivamente. Estas apresentam menor atividade bioldogica uma vez que estes danos podem
ocorrer na cassete de expressao eucariota, nao sendo recomendadas para aplicacao clinica.
Além disso, a isoforma linear fica com extremidades livres, aumentando o risco de ocorrer
eventos de recombinacdo e integracdo no DNA genomico, e também pode sofrer mais

rapidamente degradacao intracelular em relacao as restantes isoformas [43, 44].

1.6.1. Producao do DNA plasmidico

0 processo de obtencao do DNA plasmidico é iniciado com a construcédo do vetor e a selecao da
estirpe bacteriana apropriada, seguido da escolha e otimizacao das condicées de producao, lise
celular e, finalmente, o isolamento e purificacdo da isoforma sc. Este processo biotecnoldgico
¢ dividido em trés etapas, nomeadamente o processo upstream, a fermentacdo e o processo

downstream (Figura 12) [47].
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Figura 12: Representacao esquematica das trés etapas do processo biotecnologico (Adaptado de [47]).

0 processo upstream tem como objetivo a producdo do DNA plasmidico em larga escala, sendo
necessario clonar o plasmideo de interesse em estirpes bacterianas apropriadas como a
Escherichia coli (E. coli), seguindo-se a fermentacao para a replicar e amplificar do niUmero de
copias do DNA plasmidico. As condicdes de crescimento da cultura bacteriana devem ser
cuidadosamente selecionadas e otimizadas de modo a aumentar o rendimento de producao.
Por sua vez, o processo downstream tem como objetivo a obtencdo do DNA plasmidico com
elevada pureza, de acordo com as especificagdes das agéncias reguladoras [45]. Primeiro, a
biomassa produzida durante a fermentacado necessita de ser recolhida através de centrifugacao
ou microfiltracdo. Subsequentemente, é necessario proceder a lise celular para a libertagao do
DNA plasmidico. Esta disrupcao celular pode ser realizada através de métodos fisicos ou
métodos quimicos, sendo a lise alcalina o método mais indicado para a obtencdo do DNA
plasmidico [48]. A lise celular promove a libertacdo de todos os componentes intracelulares,
nomeadamente o DNA plasmidico sc e outras conformacdes, DNA gendmico, RNA, proteinas e
endotoxinas, sendo fundamental aplicar uma metodologia adequada para separar a biomolécula

de interesse das restantes impurezas [47].

1.6.2. Purificacao do DNA plasmidico

A purificacao do DNA plasmidico a partir do lisado é considerada um desafio, uma vez que esta
biomolécula possui propriedades fisicas e quimicas muito semelhantes com os acidos nucleicos
das células hospedeiras. Por outro lado, o isolamento da isoforma sc das isoformas menos
efetivas torna-se um desafio adicional ao processo de purificacao. Desta forma, a otimizacao
do processo upstream no sentido de produzir uma elevada percentagem da isoforma de

interesse pode facilitar o processo downstream [48].
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A cromatografia liquida é o método de eleicdo para a purificacdo em larga escala de DNA
plasmidico na isoforma sc. Esta metodologia tem como objetivo isolar e purificar seletivamente
a molécula de interesse das restantes impurezas, através da interacdo estabelecida com
suportes cromatograficos, tirando proveito das caracteristicas da molécula alvo tais como
tamanho, conformacao, carga, hidrofobicidade e afinidade [47]. A composicdo quimica dos
ligandos imobilizados nos suportes cromatograficos determina as interacdes preferenciais que
irdo ser estabelecidas com a biomolécula de interesse, e as caracteristicas fisicas e estruturais
dos suportes determinam a disponibilidade e acessibilidade dos ligandos para estabelecer as
interacdes. Diferentes técnicas cromatograficas que incluem principios de exclusdao molecular,
troca ionica, interacoes hidrofébicas e afinidade, tém sido continuamente exploradas para

isolar o DNA plasmidico na isoforma sc [45].

1.6.2.1. Cromatografia de exclusdao molecular

A cromatografia de exclusao molecular permite a separacao dos componentes de uma amostra
com base nas diferencas de tamanho. As moléculas de maior dimensao, como o DNA gendmico
e o DNA plasmidico, eluem rapidamente porque ndo conseguem entrar nos poros da matriz
cromatografica. As moléculas de menor dimensdao, como RNA, endotoxinas e proteinas,
realizam um percurso mais longo através dos poros da matriz sendo retardados na coluna
cromatografica. Deste modo, este tipo de cromatografia permite uma separacao eficiente do
DNA plasmidico das impurezas de menor dimensao, no entanto a remocao do DNA genoémico e

o isolamento da isoforma sc é dificultada [46, 47].

1.6.2.2. Cromatografia de troca aniénica

A cromatografia de troca anionica permite a interacdo de biomoléculas com cargas opostas,
nomeadamente dos grupos fosfato dos acidos nucleicos carregados negativamente e dos
ligandos imobilizados na fase estacionaria carregados positivamente. No geral, a ligacdo das
biomoléculas é favorecida para baixas concentragdes de sal, e a eluicdo ocorre por aumento da
forca idnica que vai desestabilizar as interacdes dos diferentes acidos nucleicos. Assim, estes
sofrem eluicdo por ordem crescente de densidade de carga, que varia em funcao da
conformacao e tamanho molecular [47, 49]. Esta cromatografia possibilita a separacao da
isoforma sc do DNA plasmidico, uma vez que esta € mais compacta e possui uma maior
densidade de carga em comparacao com as restantes isoformas. No entanto, o DNA plasmidico
apresenta muitas semelhancas em termos de carga, estrutura e composicdo quimica com o DNA
genodmico, RNA e endotoxinas, tornando a eliminacdo destas biomoléculas bastante limitada
[46].

1.6.2.3. Cromatografia de interacao hidrofébica
A cromatografia de interacdo hidrofobica explora as diferencas de hidrofobicidade entre
diferentes biomoléculas. A ligacdo a matriz cromatografica é promovida com elevadas

concentracdes de sal, nomeadamente de sulfato de amdnio, que vai favorecer a remocao das
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moléculas de agua ordenadas em volta dos grupos hidrofébicos das biomoléculas e dos ligandos
imobilizados. A eluicdo ocorre por diminuicido da forca ionica da fase movel, que vai
enfraquecer as interacdes anteriormente estabelecidas, ocorrendo eluicdo das biomoléculas
por ordem crescente de hidrofobicidade. Esta cromatografia pode ser aplicada a purificacao do
DNA plasmidico, explorando as diferencas de hidrofobicidade do DNA genomico, RNA, proteinas
e endotoxinas. No entanto, a separacao das diferentes isoformas nem sempre é conseguida [46,
50]. Além disso, o uso de elevadas concentracdes de sal é considerado uma desvantagem,
principalmente ao nivel industrial, uma vez que esta associado com elevados custos e impacto
ambiental. Apesar das desvantagens apontadas e das fortes interacoes estabelecidas, esta
técnica é frequentemente usada porque os danos estruturais para as biomoléculas sdao minimos

e a dessalinizacdo das amostras no final dos ensaios permite manter a atividade biologica [50].

1.6.2.4. Cromatografia de afinidade

A cromatografia de afinidade utiliza ligandos especificos imobilizados na matriz cromatografica
para purificar determinadas biomoléculas, baseando-se nas suas funcdes bioldgicas ou na
estrutura quimica individual, permitindo assim estabelecer interacdes multiplas e reversiveis.
Os métodos de afinidade apresentam vantagens, tais como o aumento da seletividade, o
aumento do rendimento, sendo também possivel realizar a purificacdo numa Unica etapa.
Contudo, também apresentam limitacdoes ao nivel da origem bioldgica dos ligandos, sendo
considerados frageis e estando associados a baixas capacidades de ligacdao. Deste modo,
desenvolveram-se ligandos sintéticos que combinam a seletividade dos ligandos naturais com a
elevada capacidade e durabilidade dos ligandos sintéticos. Os passos de eluicdo podem ser
realizados especificamente, usando um ligando competitivo, ou ndo especificamente, através
de mudancas de pH, forca idnica ou polaridade do tampao de eluicdo, dependendo das

caracteristicas das biomoléculas [46].

Diversos métodos de afinidade ja foram descritos para a purificacdo de DNA plasmidico, tais
como a imobilizacdo de iGes metalicos que interagem com acidos nucleicos em cadeia simples,
oligonucleodtidos imobilizados que reconhecem sequéncias especificas presentes no DNA e
promovem a formacao de uma estrutura em tripla hélice, a imobilizacao de polimixina B que
reconhece especificamente endotoxinas e a imobilizacdo de proteinas ou complexos proteicos

que reconhecem dominios especificos no DNA [46, 49].

Mais recentemente, a cromatografia de afinidade baseada em aminoacidos imobilizados
revelou-se uma abordagem promissora para a purificacao da isoforma sc do DNA plasmidico,
explorando as interacdes que ocorrem naturalmente entre proteinas e acidos nucleicos [43].
Estudos atéomicos demonstraram que estas interacdes ocorrem preferencialmente entre

aminoacidos carregados positivamente e as bases dos acidos nucleicos [51, 52].
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0 nosso grupo de investigacdo demonstrou a versatilidade de aminoacidos carregados
positivamente, tais como a histidina [53], a lisina [54] e a arginina [55], na purificacao da
isoforma sc do DNA plasmidico. Estes aminoacidos especificos foram imobilizados em matrizes
de agarose, apresentando diferentes comportamentos de eluicao. No entanto, as matrizes de
histidina, lisina e arginina demostraram um reconhecimento seletivo da isoforma sc do DNA
plasmidico, permitindo a eliminacdo das restantes isoformas e impurezas do hospedeiro, com
os graus de pureza requeridos e rendimentos de 40%, 46% e 79%, respetivamente [53-55]. Apesar
dos aminoacidos imobilizados promoverem a seletividade desejada e reconhecimento da
isoforma sc do DNA plasmidico, as fases estacionarias convencionais apresentam algumas

limitacdes, tornando-se necessario explorar alternativas a estes suportes cromatograficos.

1.6.2.5. Monolitos

Os monolitos surgem como uma alternativa para a purificacao de DNA plasmidico relativamente
as colunas convencionais. Estes suportes consistem numa fase estacionaria continua preparada
através de reacdes de polimerizacdo de diferentes materiais, sendo estes polimerizados
diretamente numa coluna como uma unidade Unica, tornando-se numa estrutura tridimensional
de elevada porosidade e com canais interconectados relativamente grandes. O tamanho do poro
€ dependente das condicoes de polimerizacdo, em especial a temperatura, sendo possivel
ajustar este parametro de acordo com as aplicacdes pretendidas [45]. A preparacdo dos
monolitos é relativamente simples e, como materiais, sdo utilizados polimeros organicos,

inorganicos ou hibridos [56].

A elevada porosidade aumenta a acessibilidade das biomoléculas a toda a estrutura monolitica,
permitindo também um aumento da permeabilidade, uma migracao uniforme através do
suporte e uma diminuicdo da pressao do sistema cromatografico. Devido a sua estrutura
especifica, os monolitos permitem ultrapassar limitacdes associadas as colunas convencionais,
como a baixa capacidade de ligacéo e limitagdes do fluxo. Assim sendo, os suportes monoliticos
permitem separacdes rapidas, sem comprometer a resolucao cromatografica e a separacao [45,
57]. Outra caracteristica importante consiste no aumento da transferéncia de massa entre a
fase movel e a fase estacionaria, uma vez que o fluxo neste tipos de suportes ocorre por
conveccao, favorecendo assim a transferéncia de massa [58]. Para além disto, os monolitos
também possuem uma elevada flexibilidade quimica que permite a imobilizacdo de varios tipos
de ligandos e a sua utilizacao em diversos tipos de separacoes [59]. Deste modo, a tecnologia

monolitica pode ser aplicada a qualquer principio cromatografico [60].

Assim, combinar a seletividade dos ligandos baseados em aminoacidos e as vantagens dos
monolitos torna-se uma estratégia promissora para a purificacdo da isoforma sc do DNA
plasmidico. O nosso grupo de investigacdo também ja utilizou com sucesso monolitos
modificados com os aminoacidos arginina [61] e histidina [62] na purificacdo de uma vacina de
DNA plasmidico HPV-16 E6/E7.
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De acordo com o que foi descrito anteriormente, € possivel constatar que a purificacao da
biomolécula de DNA plasmidico ja foi amplamente explorada, sendo possivel aplicar diferentes
metodologias e suportes cromatograficos para a obtencao com sucesso da isoforma de interesse
para aplicacao terapéutica. Contudo, recentemente tem surgido um grande desafio no que diz
respeito a obtencao e purificacao de um vetor de DNA inovador, designado de DNA minicircular,

uma molécula resultante da recombinacdo do DNA plasmidico.

1.7. DNA minicircular

Apesar do DNA plasmidico ser um produto biofarmacéutico de elevado interesse em abordagens
terapéuticas associadas com a terapia génica, apresenta algumas limitacbes ao nivel da
aplicabilidade clinica, estando estas associadas com a sua estrutura e atividade intrinseca [42].
As sequéncias bacterianas e os motivos CpG presentes no DNA plasmidico podem desencadear
respostas imunologicas adversas no hospedeiro, levando a eliminacao sistematica do vetor e,
deste modo, levantando sérios problemas ao nivel da biocompatibilidade. Os genes que
conferem resisténcia a antibidticos podem sofrer disseminacao para a flora bacteriana humana,
através de transferéncia horizontal de genes. Para além disto, apos um curto periodo de tempo
da administracdo do DNA plasmidico, ocorre uma diminuicdo acentuada da atividade in vivo,
que se traduz no silenciamento da expressao de genes em células eucarioticas [63-65]. No
sentido de ultrapassar estas limitacdes, surgiu recentemente o vetor de DNA minicircular
(mcDNA).

O mcDNA é uma molécula de DNA circular de cadeia dupla que foi isolada pela primeira vez por
Cozzarelli e colaboradores em 1968, através da estirpe Escherichia coli 15 [66]. A biossintese
do mcDNA é realizada através da inducao de um processo de recombinacao de um plasmideo
parental (PP). Tal como o DNA plasmidico, o PP contém as sequéncias bacterianas, a cassete
de expressdo eucariotica, e adicionalmente as sequéncias para o reconhecimento enzimatico
responsaveis pela recombinacao [42]. Apds inducéo, o PP é recombinado em duas moléculas de
DNA, nomeadamente em mini-plasmideo (mP) que contém as sequéncias procariotas, tais como
a origem de replicacao bacteriana e o gene de resisténcia a antibioticos, e em mcDNA que
apenas contém as sequéncias eucariotas, tais como o gene terapéutico e o promotor

responsavel pela expressao em células eucarioticas [64].

O objetivo das tecnologias baseadas em mcDNA consistem em desenvolver abordagens
terapéuticas mais seguras e eficientes devido a auséncia das sequéncias bacterianas. O seu
tamanho reduzido facilita a entrada nas células, aumentando a eficiéncia de transfeccao e a
eficacia terapéutica quando administrado a linhas celulares. Além disto, o mcDNA apresenta

também a vantagem de promover uma expressao persistente dos genes terapéuticos [42].
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1.7.1. Producado do DNA minicircular

As tecnologias para a producao do mcDNA baseiam-se em sistemas de recombinacao in vivo que
convertem o DNA plasmidico, mais especificamente o PP, em moléculas circulares mais
pequenas, durante o processo de fermentacao bacteriana [64]. Alguns dos sistemas ja utilizados
foram a integrase Lambda, a resolvase ParA e a recombinase Cre. Estas metodologias foram
recentemente otimizadas para a producdo do mcDNA através do sistema recombinase
®C31/endonuclease 1-Scel, numa estirpe geneticamente modificada de E. coli. Mais
concretamente, a estirpe E. coli ZYCY10P3S2T tem a particularidade de possuir um sistema
indutivel através de L-arabinose que, na presenca deste substrato, ativa a expressao simultanea
da recombinase ®C31 e da endonuclease I-Scel [67]. Apds inducao, a enzima recombinase ®C31
realiza a conversao do PP em mP e em mcDNA, através do reconhecimento das sequéncias de
recombinacao attB e attP. Apds este processo, as moléculas de PP e mP sao degradadas pela
endonuclease I-Scel, que reconhece o local de restricao 32x Scel presente nestes dois vetores
(Figura 13) [64].

Mini-plasmideo (mP)

Gene de resisténcia

attB a antibioticos

Recombinase
L]

Origem de
replicagdo
bacteriana

Promotor

32x Scel —
INDUCAO

Gene terapéutico
de interesse

Plasmideo Parental (PP) DNA minicircular (mcDNA)

Figura 13: Representacdo esquematica da producao do mcDNA a partir do PP (Adaptado de [63]).

Existem alguns parametros que afetam a producdao do mcDNA, nomeadamente a temperatura,
o tempo de inducado e a concentracao do indutor. Estes parametros sdo importantes na medida
em que influenciam os niveis de mcDNA produzidos e a quantidade de contaminantes inerentes
ao processo de recombinacao. Estudos anteriores demonstraram que o rendimento da producao
de PP aumenta quando a fermentacao bacteriana é realizada a 42°C, seguido do aumento do
rendimento da producdao de mcDNA quando o processo de inducao com L-arabinose é realizado
a 32°C [64].
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Quando toda a tecnologia de producao do mcDNA ocorre de forma efetiva, é esperado que das
moléculas de PP e mP sejam degradadas, o que facilitaria as etapas posteriores de purificacdo
[68]. No entanto, tem-se verificado que permanecem quantidades residuais destas duas
biomoléculas, sugerindo que a recombinacdo nao é completa e que o processo de degradacao
realizado pela endonuclease |-Scel nao é totalmente efetivo [69]. Deste modo, torna-se
necessario investigar métodos de purificacdo eficazes no isolamento da biomolécula de

interesse, 0 mcDNA.

1.7.2. Purificacdo do DNA minicircular

Quando o processo de recombinacao in vivo do PP ndo ocorre de forma eficiente, as amostras
finais de lisado bacteriano vao apresentar uma grande diversidade de espécies, nomeadamente
diferentes isoformas de mcDNA e de mP e PP que nao sofreram recombinacao, e todos os
constituintes bacterianos (como RNA, DNA gendémico, proteinas e endotoxinas) sendo essencial
aplicar um processo de purificacdo eficiente para isolar a biomolécula de interesse de
preferéncia na conformacao superenrolada. No entanto, as metodologias atuais estabelecidas
para a purificacdo do DNA plasmidico ndo se adequam a purificacdo do mcDNA, uma vez que os
contaminantes de PP e mP sao muito semelhantes em termos de tamanho e topologia

molecular, sendo necessario ajustar ou investigar novas metodologias [70].

O primeiro método descrito para a obtencdo do mcDNA baseia-se na linearizacdo do PP e mP
através de enzimas de restricdo adequadas, seguido do isolamento do mcDNA através de um
gradiente de centrifugacdo com cloreto de césio [71]. Este método apresenta varias
desvantagens, nomeadamente o baixo rendimento de mcDNA e o elevado custo das enzimas,
nao sendo adequado para a producao em larga escala. Além disso, este método é incompativel

com as condicdes impostas pelas agéncias reguladoras [72].

Outra estratégia de purificacdo do mcDNA baseia-se numa cromatografia de afinidade,
explorando a interacdo da proteina repressora do operao da lactose (Lacl) e a correspondente
sequéncia operadora. Deste modo, € necessario a incorporagao destas sequéncias operadoras
no mcDNA, que irao interagir reversivelmente com a proteina repressora Lacl que foi
previamente imobilizada na coluna cromatografica. Esta metodologia prevé que quando a fase
movel arrastar a amostra pela coluna, o mcDNA fique retido e o mP seja eluido. Posteriormente,
o mcDNA sera recuperado por aplicacdo de um tampao apropriado. Contudo, esta técnica
apenas promove a separacao do mcDNA e do mP, caso exista PP na amostra este também ira
interagir com a matriz. Também apresenta como desvantagem o facto de ser necessario um
passo anterior de incorporacdo de sequéncias especificas no PP, além do fabrico dispendioso

da matriz que envolve a imobilizacdo de uma proteina recombinante [65].

A tecnologia do DNA triplex surge como outro método de isolamento do mcDNA. Esta estratégia
baseia-se na formacao de estruturas reversiveis em tripla hélice, entre oligonucledtidos de

pirimidina em cadeia simples e sequéncias de purina em cadeia dupla inseridas na molécula
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alvo. Para isto, é fundamental que o PP sofra uma modificacdo prévia na zona procaridtica,
para que tanto este como o mP incorporem sequéncias especificas que serdo reconhecidas pelos
oligonucledtidos. Primeiramente, é necessario que o lisado bacteriano sofra uma pré-
purificacdo através de uma coluna comercial de troca anidnica. De seguida, os vetores preé-
purificados sao incubados com oligonucleétidos biotinilados e esferas magnéticas revestidas por
estreptavidina, sendo que os complexos formados sao removidos do meio através da captura
das esferas magnéticas por acdo de um magnete. Esta metodologia torna-se eficiente na
eliminacdao de PP e mP e no isolamento de mcDNA a partir de uma amostra pré-purificada,
contudo nao pode ser aplicada numa amostra de lisado, ficando o mcDNA misturado com os
constituintes das células hospedeiras. Além disso, as esferas magnéticas revestidas por
estreptavidina podem ser dispendiosas, apresentando-se também como desvantagem o facto

de ser necessario uma etapa prévia de incorporacdo de sequéncias especificas no PP [73].

Outra estratégia desenvolvida para a obtencao de mcDNA consiste numa modificacao inicial do
PP, de modo a incorporar uma sequéncia de reconhecimento para a endonuclease Nb.BbvCl na
zona de sequéncias procarioticas. Desta forma, apos lise celular e clarificacao do lisado, é
realizada uma incubacao in vitro da amostra com esta endonuclease, que por sua vez vai cortar
apenas um dos lados da dupla cadeia do PP que nao sofreu recombinacao e do mP. Como
resultado, estas moléculas adquirem a conformacao oc, enquanto que o mcDNA permanece
intacto na isoforma sc. Seguidamente, procede-se ao isolamento da isoforma sc do mcDNA das
restantes moléculas de DNA na confirmacdo oc, assim como do RNA bacteriano, através de
cromatografia de interacdo hidrofobica. No entanto, esta € uma metodologia demorada e
dispendiosa, uma vez que envolve varios passos sequenciais e sao utilizadas enzimas de
restricao, sendo também necessario uma etapa prévia de incorporacdo de sequéncias

especificas no PP [70].

Mais recentemente, foi estabelecida uma estratégia de purificacdo que envolve a utilizagao de
uma coluna monolitica de troca anidnica (CIM® DEAE-1). Esta estratégia permite a purificacdo
da isoforma sc do mcDNA a partir de uma amostra de lisado clarificada, eliminando impurezas
resultantes do processo de recombinacdao, nomeadamente o PP e o mP, assim como impurezas
inerentes ao processo de producao em E. coli, como o RNA. Esta metodologia apresenta
vantagens como o facto de ser rapida, utilizar uma coluna comercial e ndo serem necessarias
modificacdes inicias do PP. No entanto, a recuperacao da isoforma sc do mcDNA é inferior a
50%, uma vez que parte desta molécula co-elui com outras biomoléculas em diferentes picos

cromatograficos [69].

Apesar destes estudos iniciais, ainda ndo foi descrita uma estratégia de purificacao considerada
totalmente eficiente e rentavel. Deste modo, torna-se necessario desenvolver novas estratégias
que permitam isolar a isoforma sc do mcDNA com elevada pureza e rendimento, para poder ser
aplicada em terapias génicas como um vetor mais seguro e eficaz, de acordo com as condigcdes

impostas pelas agéncias reguladoras.
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Capitulo 2 - Objetivos

O HPV é o principal fator de risco para o desenvolvimento do cancro do colo do Utero, sendo o
quarto cancro que mais afeta as mulheres em todo o mundo. Atualmente nao existem
tratamentos direcionados para este tipo de cancro, surgindo uma necessidade urgente em
encontrar novas estratégias terapéuticas. As oncoproteinas E6 e E7 do HPV sao responsaveis
pela progressao deste tumor devido a inativacao das proteinas supressoras de tumor p53 e pRb,
respetivamente. Desta forma, a utilizacdo de biofarmacos que silenciem a expressao das
oncoproteinas E6 e E7 e que restabelecam os niveis de p53 e pRb, pode ser uma estratégia
promissora para o tratamento do cancro do colo do Utero. Existem casos de sucesso da aplicacao
do vetor ndo-viral de DNA plasmidico em inUmeras doencas, como € o caso do cancro. Contudo,
a possibilidade de usar um vetor mais seguro, devido a auséncia de genes bacterianos, e que
aumente a eficiéncia de transfeccdo e expressao persistente do gene terapéutico, torna o vetor

de mcDNA como uma alternativa promissora ao DNA plasmidico.
Assim, o presente trabalho de mestrado pode ser dividido nos seguintes objetivos:

e Producao e purificacao de vetores de PP e mcDNA que codificam para o gene supressor
de tumor p53, através de um kit comercial para o PP-p53 e explorando estratégias de

cromatografia de afinidade e filtracao em gel para o mcDNA-p53;

e Estudos de transfeccao in vitro com células cancerigenas do colo do Utero, de modo a
avaliar a eficiéncia de transfeccdo dos vetores PP-p53 e mcDNA-p53 e o efeito

terapéutico do gene codificado nestes vetores;

e Construcdo de um vetor de mcDNA multigénico, com clonagem de dois genes
terapéuticos no PP, nomeadamente o gene p53 e o gene pri-miRNA-375, visando uma

potencial aplicacao terapéutica combinada e mais eficaz no cancro do colo do Utero.
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Capitulo 3 - Materiais e Métodos

3.1. Producao

3.1.1. Plasmideo parental utilizado

O plasmideo parental pMC.CMV-MCS-EF1-GFP-SV40Poly A (Addgene, Estados Unidos da América)
foi previamente clonado com o gene supressor de tumor p53 (PP-p53) pelo nosso grupo de
investigacdo. Este vetor contém também um gene de resisténcia a canamicina e os locais de

recombinacao attB e attP para a producao do mcDNA (Figura 14).

hy  MCS 1139..1173 - » | SEQUENCIADO GENE p53

Minicircle DNA vecto

GFP 1741..2499

Figura 14: Representacao esquematica do plasmideo parental clonado com o gene p53 (PP-p53).

3.1.2. Condicdes do crescimento bacteriano

Primeiramente, a estirpe E. coli ZYCY10P3S2T transformada com o PP-p53 foi inoculada em
placas de LB-agar contendo canamicina (50 pg/mL) (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos
da América). Depois do crescimento em meio soélido, as coldénias foram inoculadas para uma
pré-fermentacao (v = 62,5 mL) em meio Terrific Broth (TB), constituido por 20 g/L triptona, 24
g/L extrato de levedura, 4 mL/L glicerol, 0,017M KH,PO, e 0,072M K,HPO,, suplementado com
canamicina (50 pg/mL). O crescimento bacteriano foi promovido a 42 °C e sob agitacao de 250
rpm (Agitorb 200 IC, Aralab, Portugal) até atingir uma densidade otica a 600 nm (DO¢go.m) de
aproximadamente 2,6. De seguida, foi calculada a quantidade de cultura bacteriana que seria
necessario transferir para uma fermentacao (v = 250 mL), de modo a iniciar com uma DOgognm =
0,2. Para a producao do PP-p53, o crescimento bacteriano foi novamente promovido a 42 °C
com agitacao a 250 rpm, até atingir uma DOggonm = 5. De seguida, para induzir a producdo do

mcDNA-p53, foi adicionada uma mistura de inducao (v = 250 mL) constituida por 25 g/L de meio
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Luria-Bertani Broth (LB) (BIOKAR Diagnostics, Franca) e 0,04 M de NaOH, contendo também L-
arabinose para uma concentracao final de 0,01% (m/v). Este processo de inducao foi realizado
durante 2 horas a 32 °C e sob agitacao de 250 rpm. Por Gltimo, as células foram recuperadas
através de centrifugacdo a 4500 g durante 10 minutos a 4 °C. Os pellets bacterianos foram

armazenados a -20 °C, para posteriormente realizar a extracao do mcDNA-p53.

3.2. Purificacao

3.2.1. Extracao de PP-p53
Para a extracao do PP-p53 foi utilizado o Kit NZYMaxiprep (NZYTech - Genes and Enzymes,

Portugal) destinado para pré-purificar o DNA plasmidico, de acordo com as instrucbées do
fabricante. Apos lise celular, o DNA plasmidico ligou-se seletivamente as colunas de troca-
anidnica e todos os contaminantes, tais como proteinas, RNA, e moléculas de baixo peso
molecular foram eliminados. No passo de eluicao, a carga positiva da coluna foi neutralizada
por uma mudanca de pH para condicdes ligeiramente alcalinas e o DNA plasmidico foi eluido
com um tampao de elevada concentracao de sal. Apds eluicdo, o DNA plasmidico foi precipitado
com 0,7 volumes de isopropanol gelado e incubado durante 30 minutos no gelo, tendo sido
realizada uma centrifugacao a 16000 ¢ durante 30 minutos a 4 °C. Depois de descartar o
sobrenadante, o pellet foi ressuspendido em tampao 10mM Tris-HCL (pH 8,0). As amostras finais
de PP-p53 foram quantificadas através de nanofotometro (Implen GmbH, Alemanha) e

armazenadas a -80 °C, para posteriormente serem utilizadas nos ensaios de transfeccao.

3.2.2. Lise alcalina modificada

Com o objetivo de obter amostras de lisado para utilizar na purificacdo cromatografica, foi
realizado o método de lise alcalina modificada, como descrito por Diogo et al., 2000 [74]. Deste
modo, o pellet bacteriano resultante da fermentacao de 250 mL foi ressuspendido em 20 mL
de solucao 1 (50 mM glicose, 25 mM Tris, 10 mM EDTA com pH 8,0). A lise alcalina foi realizada
pela adicao de 20 mL de solucao 2 (200 mM NaOH, 1% (m/v) de SDS) e incubacao durante 5
minutos a temperatura ambiente. Para neutralizar esta reacao, foram adicionados 20 mL de
solucao 3 (3 M acetato de potassio com pH 5,0) e incubou-se durante 20 minutos no gelo. A
eliminacao de detritos celulares, DNA genomico e proteinas foi realizada através de duas
centrifugacdes a 20000 g durante 30 minutos a 4 °C, na centrifuga Allegra™ 25R (Beckman
Coulter, Estados Unidos da América). Os acidos nucleicos presentes no sobrenadante foram
precipitados através da adicdo de 0,7 volumes de isopropanol gelado e incubacao durante 30
minutos no gelo. De seguida, foi realizada com uma centrifugacao a 16000 g durante 30 minutos
a 4 °C. Depois de descartar o sobrenadante, o pellet foi ressuspendido em 2 mL de tampao 10

mM Tris-HCL (pH 8,0). De modo a precipitar proteinas e RNA, foi adicionado sulfato de amdnio
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para uma concentracao final de 3M e incubou-se durante 15 minutos no gelo. Estas impurezas
foram removidas através de centrifugacao a 16000 g durante 20 minutos a 4 °C, recuperando-
se o sobrenadante. As amostras finais foram quantificadas através de nanofotometro (Implen
GmbH, Alemanha) e armazenadas a -80 °C, de modo a serem utilizadas posteriormente na
cromatografia de afinidade ou na cromatografia de exclusao molecular. Para a obtencao de
amostras simples de lisado, foi apenas realizada uma alteracao a este protocolo, adicionando

RNase (500 pg/mL) a solucao 1.

3.2.3. Purificacdao do mcDNA-p53 através de cromatografia de afinidade

Os ensaios cromatograficos foram realizados no sistema AKTA Pure (GE Healthcare Biosciences,
Suécia) com o software UNICORN (versao 6.3). Estes tiveram como objetivo explorar novas
estratégias de purificacdo do mcDNA-p53, utilizando suportes cromatograficos baseados em
histidina. Para isto, foram estudadas duas colunas monoliticas CIM® (volume de coluna = 0,1
mL) modificadas com os ligandos L-histidina e 1-benzil-L-histidina (BIA Separations, Eslovénia)
para promover a purificacdo do mcDNA-p53 a partir de amostras de lisado pré-purificadas. De
forma geral, os monolitos foram equilibrados com 3 M e 1,65 M (NH,4),S0,, respetivamente, a 1
mL/min, e foram injetados 100 pyL de amostra de lisado cuja forca idnica foi previamente
ajustada. Para a eluicao das espécies ligadas foram estudados gradientes decrescentes de
sulfato de aménio, assim como a manipulacao de pH usando dos tampdes Tris-EDTA (pH 8,0) e
citrato-EDTA (pH 5,0). Todos os ensaios cromatograficos foram realizados a temperatura
ambiente e a absorvancia a 260 nm foi monitorizada ao longo do tempo. Todas as fracdes
recolhidas foram dessalinizadas e concentradas para um volume final de 100 pL em
concentradores Vivaspin® para posteriormente se realizar a analise dos resultados através de
eletroforese em gel de agarose 0,8%. No final dos ensaios cromatograficos, a coluna monolitica

e o sistema foram lavados com agua milli-Q.

3.2.4. Purificacdao do mcDNA-p53 através cromatografia de filtracao em gel
A cromatografia de filtracdo em gel foi outra estratégia explorada com o objetivo de promover
a separacao do PP-p53, mcDNA-p53 e RNA de acordo com as diferencas de tamanho molecular,
a partir de amostras de lisado provenientes de lise alcalina modificada. Para tal, foi utilizada
uma coluna Sephacryl S-1000 SF (GE Healthcare Biosciences, Suécia) (volume de coluna = 106
mL), equilibrada com 10 mM Tris, 10 mM EDTA, 150 mM NaCl (pH 7,0) e o ensaio foi realizado
com um caudal de 0,3 mL/min. Foram injetados 2 mL de amostra de lisado e foram recolhidas
fracoes de 4 mL ao longo do tempo. O ensaio cromatografico foi realizado a temperatura
ambiente e a absorvancia foi monitorizada ao longo do tempo a 260 nm. Todas as fracoes
recolhidas foram dessalinizadas e concentradas para um volume final de 200 pL em
concentradores Vivaspin® para posteriormente se realizar a analise dos resultados através de
eletroforese em gel de agarose 0.8%. Por ultimo, foram selecionadas e quantificadas as fracoes

que possuiam maioritariamente mcDNA-p53.
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3.2.5. Eletroforese em gel de agarose

Todas as fragdes cromatograficas foram analisadas através de eletroforese em gel de agarose
0,8% (m/v) em tampao TAE (40mM Tris, 20mM acido acético, 1mM EDTA, pH 8,0). O gel foi
corado com 0,016 pL/mL de reagente GreenSafe Premium (NZYTech - Genes & Enzymes,
Portugal) e o marcador de peso molecular utilizado foi o GRS Ladder 1kb (GRiSP - Research
Solutions, Portugal). A corrida de eletroforese foi realizada durante 40 minutos a 110 V e o gel
foi visualizado sob luz ultravioleta (UV) num transiluminador UVITEC Fire-Reader (UVITEC,

Reino Unido).

3.2.6.Andlise das amostras purificadas - Densitometria de bandas

Com o objetivo de selecionar as amostras a serem utilizadas nos estudos in vitro, obtidas pelas
estratégias cromatograficas de afinidade e filtracao em gel, foi avaliada a pureza relativa por
densitometria de bandas. Para isto, foram comparadas as fracdes purificadas de mcDNA-p53
obtidas através do melhor resultado de cromatografia de afinidade e de filtracao em gel,
comparando a razao existente entre PP-p53 e mcDNA-p53. Deste modo, a densidade relativa
de bandas foi analisada a partir das respetivas imagens de eletroforese em gel de agarose, com

o software ImagelJ (versao 1.45s), de acordo com o descrito por Antiabong et al., 2016 [75].

3.3. Estudos de transfeccao in vitro

3.3.1.Linhas celulares e condicdes de cultura

As células Hela (células provenientes de adenocarcinoma cervical, HPV-18) foram cultivadas
em meio DMEM-HG (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-High Glucose), as células CaSki
(células metastaticas provenientes de carcinoma epidermoide cervical, HPV-16) foram
cultivadas em meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute) e os Fibroblastos foram cultivados
em meio DMEM/F-12 (Dulbecco’s Modified Eagle's Medium /Ham'’s F-12 Nutrient Mixture). Estes
meios de cultura (Sigma-Aldrich, Estados Unidos da América) foram suplementados com 10%
(v/v) de soro fetal bovino (FBS) e com 1% (v/v) de uma mistura de antibioticos constituida por
penicilina (100 pg/mL) e estreptomicina (100 pg/mL). O crescimento das células foi promovido

a uma temperatura de 37 °C, em atmosfera himida contendo 5% de CO, e 95% de ar.

3.3.2. Transfecc¢ao

Os estudos in vitro tiveram como objetivo comparar a eficiéncia de transfeccao entre os vetores
PP-p53 e mcDNA-p53, assim como avaliar o efeito terapéutico do gene codificado nestes
vetores. Para isto, foi utilizado o regente de transfeccao Torpedo ™™ (ibidi GmbH, Alemanha),

de acordo com as instrucées do fabricante. As células foram mantidas em cultura até atingirem
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uma confluéncia de cerca de 80%-90%, sendo semeadas em placas com uma densidade de
6,2x10% células/cm? em meio completo. Apds 24 horas, foi realizada a substituicdo deste meio
completo para meio incompleto sem antibidtico. No dia seguinte, o reagente de transfeccao
foi incubado com os vetores PP-p53 e mcDNA-p53 durante 20 minutos a temperatura ambiente,
de modo a permitir a formacdo de complexos entre os lipidos cationicos e o DNA plasmidico,
sendo que o racio DNA plasmidico (ug) : Torpedo®™ (uL) utilizado foi de 1:3. As misturas
reacionais foram adicionadas aos respetivos pocos e as células transfectadas foram novamente
incubadas com as mesmas condicoes de cultura. Apds 6 horas do inicio da transfeccao, o meio

incompleto sem antibiotico foi substituido por meio completo.

3.3.3.Internalizacao celular - Live Cell Imaging

Para verificar a internalizacdo dos vetores PP-p53 e mcDNA-p53 no nlcleo de células
transfectadas, foi realizada a marcacao destes com isotiocianato de fluoresceina (FITC) e
realizada a aquisicao de imagens em tempo real (live cell imaging). Para isto, foi preparada
uma mistura reacional com 750 ng de cada um dos vetores, perfazendo com labeling buffer
(0,1 M de tetraborato de sddio) para um volume final de 83 pL, adicionando por Gltimo, 2 pL
de FITC preparado com dimetilsulfoxido (DMSO). Esta mistura reacional foi colocada num
agitador rotativo a baixa velocidade durante 4 horas a temperatura ambiente e protegida da
luz. Posteriormente, foi adicionado 1 volume de 3 M NaCl e 5 volumes de etanol 100% gelado,
incubando-se overnight a -20 °C. Apos este periodo de incubacdo, o excesso de FITC foi
removido por centrifugacao a 12000 g durante 20 minutos a 4 °C, descartando o sobrenadante
e lavando o pellet com etanol 75%. Centrifugou-se novamente a 12000 g durante 10 minutos a
4 °C e ressuspendeu-se o pellet em PBS. As células HelLa foram semeadas com uma densidade
de 15,6 x 10* células/poco numa placa p-slide 4 (ibidi GmbH, Alemanha). No dia seguinte, os
nucleos das células foram marcados com DAPI (1:1000) durante 20 minutos, no escuro a
temperatura ambiente. Foram adquiridas imagens antes da transfeccéo, e so depois as células
foram transfectadas com o DNA plasmidico marcado previamente com FITC. Para a aquisicao
de imagens foi utilizado o sistema de microscopia confocal LSM 710 (Carl Zeiss SMT, Alemanha)

com o software Zeiss Zen.

3.3.4. Eficiéncia de transfeccao - Microscopia de Fluorescéncia

Para comparar a eficiéncia de transfeccao entre os vetores PP-p53 e mcDNA-p53, foi realizada
novamente a marcacao destes com FITC e realizada a aquisicao de imagens de células nao-
transfectadas (controlo) e células transfectadas durante 1, 2 e 6 horas. Para isto, as células
HelLa foram semeadas com uma densidade de 6,2 x 10*células/poco numa placa p-slide 8 (ibidi
GmbH, Alemanha). Posteriormente, as células foram transfectadas com os vetores marcados
previamente com FITC. De modo a parar a transfeccao, o meio de cultura foi descartado e os
pocos foram lavados com PBS. Seguidamente, foi realizada uma incubacao com

paraformaldeido (PFA) durante 10 minutos e, apds lavagem com PBS, foi realizada uma
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incubacao com DAPI (1:1000) durante 10 minutos no escuro. Para a aquisicao de imagens foi
utilizado o sistema de microscopia confocal LSM 710 (Carl Zeiss SMT, Alemanha) com o software
Zeiss Zen. A analise estatistica dos resultados de intensidade de fluorescéncia média do FITC
(n = 3) foi realizada com o teste two-way ANOVA, através do software GraphPad Prism (versao
6.01).

3.3.5. Extracdo de RNA

As células HeLa foram semeadas com uma densidade de 2,4 x 10° células/poco numa placa de
12 pocos (VWR International, Estados Unidos da América). Apds 24 horas de transfeccdo com os
vetores PP-p53 e mcDNA-p53, as células controlo e transfectadas foram submetidas a extracao
de RNA. Para isto, foram adicionados 250 pL de reagente TRIzol® (Sigma-Aldrich, Estados
Unidos da América) em cada poco, de modo a provocar a lise das células, incubando-se durante
5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, foram adicionados 50 pL de cloroformio
para permitir a separacao das diversas biomoléculas em diferentes fases, incubando-se durante
10 minutos a temperatura ambiente. As amostras foram centrifugadas a 12000 g durante 15
minutos a 4 °C, permitindo a separacdo de uma fase aquosa superior que contém o RNA, uma
interfase e uma fase organica inferior que contém DNA e proteinas. A fase aquosa foi
recuperada muito cuidadosamente e foram adicionados 125 pL de isopropanol gelado, de modo
a permitir a precipitacao do RNA, incubando-se durante 10 minutos no gelo. As amostras foram
novamente centrifugadas a 12000 g durante 15 minutos a 4 °C, e foi realizada a lavagem do
pellet com 125 pL de etanol 75% para eliminar compostos organicos. Foi realizada uma nova
centrifugacao a 12000 g durante 5 minutos a 4 °C, rejeitando o sobrenadante e ressuspendendo
o pellet de RNA em 20 pL de agua dietil-pirocarbonato (DEPC). Para confirmar o sucesso da
extracao de RNA, foi realizada uma eletroforese em gel de agarose 1% e a quantificacao das

amostras foram realizadas com nanofotometro (Implen GmbH, Alemanha).

3.3.6.Sintese de cDNA

Foi realizada a sintese de DNA complementar (cDNA) a partir das amostras de RNA extraido
anteriormente, utilizando o kit Xpert cDNA Synthesis (GRiSP - Research Solutions, Portugal). De
acordo com as instrucdes do fabricante, em cada tubo de PCR foi adicionado 1 pg de RNA total,
1 yL de Random Primers e 1 pL de dNTP’s, adicionando agua livre de RNases para perfazer um
volume final de 14,5 pL. As amostras foram incubadas durante 5 minutos a 65 °C, seguindo-se
uma incubacao durante 2 minutos no gelo. Posteriormente, foram adicionados 4 pL de solucao-
tampao, 0,5 pL de RNase Inhibitor e 1 pL de Xpert RTase, por esta mesma ordem. Por ultimo,
a mistura reacional foi incubada durante 10 minutos a 25 °C, seguindo-se uma incubacao

durante 50 minutos, a 50 °C e, por Gltimo, uma incubacao durante 5 minutos a 85 °C.
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3.3.7.RT-PCR

A técnica de RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) foi realizada com o
objetivo de analisar os niveis de transcritos do gene supressor de tumor p53. Para isto, foi
adicionado 1 pL de cDNA, 6,25 uL de Taq polimerase, 0,5 pL de MgCl, e 0,4 pL de cada um dos
primers, perfazendo com agua até um volume final de 12,5 pL. As misturas reacionais foram
colocadas num termociclador T100 (BioRad, Estados Unidos da América), programado com a
seguinte sequéncia de incubagdes: 5 minutos a 95 °C, 30 ciclos de 40 segundos a 95 °C, 30
segundos a 60 °C e 1 minuto a 72 °C, e por ultimo, 5 minutos a 72 °C. Os primers utilizados
foram desenhados especificamente para o transcrito do gene p53 (FW: 5’- CCT CAC CAT CAT
CAC ACT GG -3’; RV: 5’- CCT CAT TCA GCT CTC GGA AC -3’). Os resultados foram analisados

através de eletroforese em gel de agarose 1%.

3.3.8.Extracdo de proteina

As células HelLa foram semeadas com uma densidade de 1,5 x 10° células/poco numa placa de
6 pocos (VWR International, Estados Unidos da América). Apds 36 horas e 48 horas de
transfeccado com os vetores PP-p53 e mcDNA-p53, as células controlo e transfectadas foram
submetidas a extracao de proteina. Primeiramente, procedeu-se a remocao do meio de cultura
e a lavagem de cada poco com PBS. De seguida, as células foram raspadas com cell scrapers
com o intuito de recuperar as células, e foi realizada uma centrifugacdo a 11500 rpm durante
10 minutos a 4 °C, numa centrifuga Hettich Mikro 200R (Andreas Hettich GmbH, Alemanha). O
sobrenadante foi descartado e adicionou-se o tampao de lise (Roche, Estados Unidos da
América), de acordo com o tamanho do pellet. Este tampao de lise é constituido por 25 mM
Tris (pH 7,4), 2,5 mM EDTA, 2% Triton X-100, 2,5 mM EGTA, 1 mM PMSF e 10 uL/mL de cocktail
inibidor de proteases sem EDTA. Por Gltimo, foi realizada uma incubacao durante 10 minutos

no gelo.

3.3.9.Quantificacao de proteina

Apds a extracdo, foi utilizado o método de Bradford para determinar a concentracido de
proteina. Assim, numa microplaca foram realizados triplicados com 1 pL de amostra de proteina
extraida, 159 pL de agua milli-Q e 40 pL de reagente BioRad. Apds 15 minutos de incubacao a
temperatura ambiente, a absorvancia a 595 nm foi lida num espectrofotémetro de microplacas
xMark (BioRad, Estados Unidos da América). Para determinar a concentracdo de proteina
extraida, foi construida uma curva de calibracdo, usando a albumina do soro bovino (BSA)
(Sigma-Aldrich, Estados Unidos da América) como proteina padrao (0,2-10,0 pg/pL), como esta

representado na Figura 15.
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Figura 15: Curva de calibracdao com a proteina padrao BSA (0,2 - 10 pg/pL).

3.3.10. SDS-PAGE e Western Blot

Apds a extracdo e quantificacdo de proteina, foi realizada uma eletroforese em gel de
poliacrilamida em condicoes desnaturantes, designada de SDS-PAGE (Sodium Dodecy! Sulfate-
Polyacrylamide Gel Electrophoresis). Esta técnica tem como objetivo separar as proteinas
principalmente de acordo com o seu peso molecular. Assim, as amostras foram preparadas com
25 pg de proteina total, calculadas através da curva de calibracao anterior, adicionando-se
loading buffer num racio de 3:1 (3,3 pL para 10 pyL de amostra total). As amostras foram
desnaturadas durante 5 minutos a 100 °C, injetadas num stacking gel de acrilamida 4,7% para
posteriormente serem separadas num resolving gel de acrilamida 12,5%. O marcador de peso
molecular utilizado foi o NZYColour Protein Marker Il (NZYTech - Genes and Enzymes, Portugal).
A corrida de eletroforese foi realizada a 120 V durante 90 minutos a temperatura ambiente. A
eletrotransferéncia consistiu na transferéncia das proteinas do gel de poliacrilamida para uma
membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF), previamente ativada com metanol, através da
aplicacdo de uma corrente elétrica de 750 mA, durante 90 minutos a 4 °C. Posteriormente, a
membrana foi lavada 3 vezes com tampao TBS, contendo 0,1% de Tween 20 (TBS-T 0,1%),
durante 5 minutos. A membrana foi bloqueada com uma solucao de leite 5% (m/v) durante 1
hora, a temperatura ambiente e em agitacdo constante, com o objetivo de impedir interacoes
inespecificas entre a membrana e o anticorpo utilizado para a detecdo da proteina alvo. A
membrana foi novamente lavada 3 vezes durante 5 minutos, para se poder proceder a incubacéao
com o anticorpo monoclonal anti-p53 ou anti-B-actina (Santa Cruz Biotechonology, Alemanha),
overnight a 4 °C, com agitacdo constante. Apo6s esta incubacdo, procedeu-se novamente a
lavagem da membrana, de modo a realizar a incubacdo com o anticorpo secundario policlonal
IgG anti-rabbit ou anti-mouse (Santa Cruz Biotechonology, Alemanha), durante 1 hora a
temperatura ambiente e com agitacdo constante. Procedeu-se novamente a lavagem da
membrana, seguindo-se uma incubacao com 200 pL de ECL (Advansta Inc., Estados Unidos da
América) durante 5 minutos. A membrana foi visualizada no sistema BioRad ChemiDoc™

(BioRad, Estados Unidos da América).
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3.3.11. Quantificacdo da proteina p53 - ensaio ELISA

O ensaio ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) foi realizado para a determinacao
quantitativa da proteina p53, apds 36 horas de transfeccado. Para isto, foi utilizado o Kit Human
p53 Platinum ELISA (Enzo, Life Sciences, Estados Unidos da América), de acordo com o protocolo
fornecido pelo fabricante. Este ensaio baseia-se no reconhecimento antigénio-anticorpo
detetavel através de reacdes enzimaticas. O anticorpo monoclonal anti-p53 encontra-se
adsorvido nos pocos da microplaca fornecida. Para iniciar o ensaio, as amostras provenientes
de varias diluicoes do padrao de p53 fornecido pelo kit (50 - 0,78 U/mL) e as amostras de
proteina extraida das células controlo e das células transfectadas (20 pg de proteina total)
foram adicionadas aos pocos, reagindo com o anticorpo previamente adsorvido. De seguida, foi
adicionado um segundo anticorpo monoclonal anti-p53 conjugado com biotina, que liga a
proteina p53 capturada pelo primeiro anticorpo. Os anticorpos conjugados com biotina que nao
ligaram foram removidos com solucao de lavagem. Posteriormente, foi adicionada uma solucao
de enzima Horseradish Peroxidase (HRP) conjugada com estreptavidina que promove ligacao a
biotina. Os conjugados que ndo sofreram ligacdo foram também removidos com solucao de
lavagem. Por ultimo, foi adicionada uma solucdo reativa com o substrato tetrametilbenzidina,
que é convertido num composto colorido através da enzima HRP. Esta reacdo enzima-substrato
foi terminada pela adicdo de acido fosférico e o desenvolvimento de cor foi medido
espectrofotometricamente a uma absorvancia de 450 nm. Células HelLa nao-transfectadas
foram utilizadas como controlo. O ensaio foi realizado com um n = 4 e a analise estatistica foi

realizada com o teste one-way ANOVA, através do software GraphPad Prism (versao 6.01).

Para determinar a concentracao da proteina p53 nas amostras de interesse, foi construida uma
curva de calibracdo com os resultados obtidos nas amostras padrao analisadas com diferentes

concentracdes desta proteina (50,00 - 0,78 U/mL), como esta representado na Figura 16.
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Figura 16: Curva de calibracdao com a proteina p53 (50,00 - 0,78 U/mL).
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3.3.12. Ensaio de proliferacao celular

A proliferacao celular foi avaliada ao longo do tempo, através da contagem do nimero de
células viaveis. As células HeLa foram semeadas com uma densidade de 6,02 x 10* células/poco
em placas de 12 pocos. As transfeccoes com os vetores PP-p53 e mcDNA-p53 foram realizadas
durante 24, 36, 48 e 72 horas. De modo a parar a transfeccao, o meio de cultura foi descartado
e adicionou-se tripsina a cada um dos pocos. Posteriormente, as células foram recolhidas
através de centrifugacao e o nimero de células aderentes viaveis foi determinada usando o
método de exclusdao por azul de tripano. Células nado-transfectadas foram utilizadas como
controlo. Os ensaios foram realizados com um n = 3 e a analise estatistica foi realizada com o

teste two-way ANOVA, através do software GraphPad Prism (versédo 6.01).

3.3.13. Avaliacdo da citotoxicidade celular - Ensaio com resazurina

A citotoxicidade dos vetores PP-p53 e mcDNA-p53 foi avaliada através do ensaio com resazurina.
Células Hela e Fibroblastos foram semeadas com uma densidade de 10 células/poco em placas
de 96 pocos e as transfeccdes foram realizadas durante 24, 36, 48 e 72 horas. Duas horas antes
do final de cada tempo de transfeccao, o meio de cultura foi descartado e foram adicionados
100 pL de meio completo fresco e 20 pL de resazurina 0,1% (m/v) a cada poco, incubando-se
durante 4 horas no escuro, com as mesmas condicoes de cultura. Posteriormente, esta mistura
reacional foi transferida para uma placa com fundo opaco. As leituras de fluorescéncia foram
realizadas num espectroflurimetro (SpectraMAX® Gemini™ EM, Molecular Devices, Estados
Unidos da Ameérica), definindo dois comprimentos de onda diferentes, nomeadamente
A(excitacao) = 544 nm e A(emissdo) = 590 nm, de modo a analisar a fluorescéncia da resorufina
produzida. Células nao-transfectadas foram utilizadas como controlo negativo e células
tratadas com etanol 70% foram utilizadas como controlo positivo. Os ensaios foram realizados
com um n = 4 e a analise estatistica foi realizada com o teste two-way ANOVA, através do

software GraphPad Prism (versao 6.01).

3.3.14. Avaliacao da inducdo de apoptose - Kit de apoptose

0 processo de apoptose foi avaliado através da detecao da fragmentacao do DNA celular, que
ocorre devido a ativacao de endonucleases. As células HeLa foram semeadas em placa de 96
pocos, com uma densidade de 10* células/poco. Apds 48 horas de transfeccdo, a placa foi
centrifugada a 1000 ¢ durante 3 minutos a temperatura ambiente. O meio de cultura foi
descartado e as células foram lavadas com PBS e fixadas com uma solucédo de paraformaldeido
(PFA) durante 7 minutos. De seguida, a placa foi novamente centrifugada a 1000 g durante 3
minutos a temperatura ambiente, a solucado fixadora foi descartada e as células foram lavadas
com PBS. Posteriormente, foi realizada uma incubacdo durante 20 minutos a temperatura

ambiente com metanol 100%. A quantificacdo de células apoptéticas foi realizada através de
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um método colorimétrico in situ (HT TiterTACS™Assay Kit, Trevigen, Estados Unidos da
América), de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante. Posteriormente, os resultados
foram obtidos através da leitura da placa a uma absorvancia de 450 nm. Células nao-
transfectadas foram utilizadas como controlo negativo e células tratadas com uma solucao-
padrao de endonucleases fornecida pelo kit foram utilizadas como controlo positivo. Os ensaios
foram realizados com um n = 3 e a analise estatistica foi realizada com o teste one-way ANOVA,

através do software GraphPad Prism (versao 6.01).

3.4. Construcao do DNA minicircular multigénico

3.4.1. Plasmideos utilizados

0 vetor PP-pri-miRNA-375 previamente construido pelo nosso grupo de investigacao foi utilizado
para a amplificacdo do gene pri-miRNA-375. Por sua vez, o vetor PP-p53 foi sujeito a
mutagénese (NZYTech - Genes and Enzymes, Portugal) para que pudesse incluir os locais de
reconhecimento das enzimas de restricao EcoRV e Scal. A amplificacao destes dois vetores foi
realizada através da fermentacao bacteriana em E. coli ZYCY10P3S2T num orbital a 42°C e com
agitacao de 250 rpm, até atingir uma DOggonm de aproximadamente 5. Para a purificacao de DNA
plasmidico foi utilizado o kit NZYMiniprep (NZYTech - Genes and Enzymes, Portugal), de acordo

com as instrucoes do fabricante.

3.4.2. Amplificacao por PCR

A técnica PCR foi realizada com o objetivo de amplificar o fragmento pri-miRNA-375. Para isto,
foi adicionado 1 pL de PP-pri-miRNA-375, 6,25 pL de Taq polimerase, 0,5 pL de MgCl, e 0,4 pL
de cada um dos primers, perfazendo com agua até um volume final de 12,5 pL. As misturas
reacionais foram colocadas num termociclador, programado com a seguinte sequéncia de
incubacdes: 5 minutos a 95 °C, 30 ciclos de 40 segundos a 95 °C, 30 segundos a 60 °C e 1 minuto
a 72 °C, e por Ultimo, 5 minutos a 72 °C. Os primers utilizados foram desenhados
especificamente para o fragmento pri-miRNA-375 e de forma a incluir as sequéncias de
reconhecimento das respetivas enzimas nas extremidades do fragmento (FW: 5’- AAG ATA TCC
GGG ACA AGC TCC AAG GC - 3’; RV: 5’- AAA GTA CTT TTC CAC CTC CAG AAG GGT T - 3’). Os
resultados foram analisados através de eletroforese em gel de agarose 1% e o fragmento
amplificado foi purificado com um kit de purificacao de produtos de PCR (NucleoSpin® Gel and

PCR Clean-up Kit, Macherey-Nagel, Alemanha).
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3.4.3. Digestdes enzimaticas

Para as digestdes enzimaticas do fragmento pri-miRNA-375 e do PP-p53 mutado, foram
utilizadas as enzimas de restricdo Scal e EcoRV (Takara Bio, Estados Unidos da América). As
digestoes com EcoRV foram realizadas preparando uma mistura reacional com 1 pL desta
enzima, 2 gL de 10X H Buffer e aproximadamente 500 ng de fragmento pri-miRNA-375 ou PP-
p53 mutado, perfazendo com agua até um volume final de 20 pL. A incubacao foi realizada
durante 2 horas a 37 °C num termociclador. As condicdes da enzima Scal foram otimizadas,
realizando algumas alteracdes ao protocolo original. A desfosforilacao do vetor foi realizada
através da enzima fosfatase alcalina CIP (New England Biolabs, Estados Unidos da América),
preparando uma mistura reacional com 1 pL desta enzima, 2 pyL de tampao (NEB3) 10X e
aproximadamente 500 ng de vetor completamente digerido, perfazendo com agua até um
volume final de 20 pL. Esta mistura foi incubada a 37 °C durante 1 hora. No final de todas as
etapas, nomeadamente 12 digestao, 2® digestao e desfosforilacao, os produtos foram sempre
purificados com kit (NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kit, Macherey-Nagel, Alemanha), de
acordo com as instrucdes do fabricante e as amostras foram quantificadas com nanofotometro.

Todas as digestoes foram analisadas através de eletroforese em gel de agarose 0,6%.

3.4.4. Etapa de clonagem

Pata a etapa de clonagem, a concentracao de vetor (digerido e desfosforilado) foi estabelecida
para 100 ng e a concentracao do fragmento foi variada para diferentes racios, de acordo com

a seguinte equacao:

vetor (ng) X tamanho do fragmento (pb)  fragmento

f t =
ragmento (ng) tamanho do vetor (pb) vetor

Varios racios fragmento : vetor foram testados, tais como 1:1, 1:3, 3:1, 5:1, 9:1 e 10:1. As
misturas reacionais foram preparadas em tubos de PCR pela adicao de 1, 2 ou 3 pL de enzima
T4 DNA Ligase (NZYTech - Genes and Enzymes, Portugal) e a quantidade de tampao 10X
correspondente ao dobro da quantidade de enzima utilizada. Também foram adicionados 100
ng de vetor e a quantidade de fragmento calculada através da equacao anterior, perfazendo
com agua até um volume final de 20 pL. Estas misturas reacionais foram incubadas durante 18
horas a temperaturas diferentes, tais como temperatura ambiente, 4 °C, 18 °C e 20 °C. Por

Ultimo, foi realizada a transformacao de células E. coli competentes.
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3.4.5. Preparacao de células E. coli competentes

A preparacao de células E. coli competentes foi realizada de acordo com o método descrito por
Inoue, baseado num crescimento lento da cultura bacteriana por inducdo de stress térmico,
através da diminuicao da temperatura de crescimento [76]. Assim, as estirpes E. coli TOP10 e
ZYCY10P3S2T foram inoculadas em placas de LB-agar e incubadas durante 18 horas a 37 °C.
Cada colonia isolada foi transferida para 25 mL de meio SOB (2% (m/v) triptona, 0,5% (m/v) de
extrato de levedura, 8,56 mM NaCl, 2,5 mM KCL, 10 mM MgCl, e 10 mM MgSQ,), num erlenmeyer
de 250 mL. Esta mistura foi incubada durante 6 horas a 37 °C, com agitacao de 250 rpm.
Posteriormente, estas culturas iniciais foram utilizadas para inocular 3 erlenmeyers de 250 mL,
cada um com 62,5 mL de meio SOB. Deste modo, para a estirpe E. coli TOP10 foram transferidos
100 pL, 50 yL e 25 pL, enquanto que para a estirpe E. coli ZYCY10P3S2T foram transferidos 25
pL, 10 pL e 5 pL de cultura inicial. Todos os erlenmeyers foram incubados overnight a 20 °C,
com agitacdo de 250 rpm. A DOggonm fOi monitorizada até um dos erlenmeyers atingir um valor
de aproximadamente 0,55, sendo este transferido para um banho frio durante 10 minutos e
descartando as restantes culturas. As células foram recolhidas por centrifugacdo a 2500 g
durante 10 minutos a 4 °C, descartando o meio de cultura. De seguida, as células foram
ressuspendidas em 20 mL de ITB (Inoue Transformation Buffer) gelado, constituido por 55 mM
MnCl,.4H,0, 15 mM CaCl,.2H,0, 250 mM KCL, 10 mM PIPES (0,5 M com pH 6,7). As células foram
novamente recolhidas por centrifugacao a 2500 g durante 10 minutos a 4 °C e ressuspendidas
em 5 mL de ITB gelado. Posteriormente, foram adicionados 357 pL de DMSO e a suspensao
bacteriana foi cuidadosamente homogeneizada e colocada em gelo durante 10 minutos. Por
Ultimo, foram transferidos 100 pL da suspensao celular para tubos estéreis frios, sendo as
células competentes rapidamente congeladas, submergindo os tubos em azoto liquido, e foram

armazenadas a -80 °C.

3.4.6.Transformacao de células E. coli competentes

Células E. coli competentes foram transformadas por choque térmico. As misturas reacionais
provenientes da clonagem foram adicionadas a aliquotas de 100 pL de células E. coli
competentes TOP10 ou ZYCY10P3S2T, incubando durante 30 minutos no gelo. Em paralelo foi
realizado o mesmo procedimento, mas com o PP-p53 mutado (sem passar pelo processo de
clonagem) como controlo positivo da eficiéncia das células competentes. De seguida, o choque
térmico foi promovido a 42 °C durante 45 segundos, seguindo-se uma incubacdo durante 2
minutos no gelo. A esta mistura foram adicionados 400 pL de meio SOB e incubou-se num orbital
a 37 °C durante 1 hora, com agitacao de 250 rpm. Finalmente, foram transferidos 250 pL desta
cultura bacteriana para placas LB-agar contendo canamicina (50 pg/mL), seguindo-se uma

incubacao overnight a 37 °C.
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3.4.7. Analise de colénias bacterianas através de PCR

Quando necessario, colénias bacterianas isoladas foram repicadas para uma outra placa de LB-
agar contendo canamicina (50 pg/mL) e ressuspendidas em 10 pyL de 0,02 M NaOH.
Posteriormente, foram incubadas a 100 °C durante 5 minutos e foram transferidos 2 pL desta
mistura para a reacao de PCR. Foram utilizados primers especificos para o gene pri-miRNA-375,
o gene GFP e o gene p53, como indicado na Tabela 7. Os resultados foram analisados através

de eletroforese em gel de agarose 1%.

Tabela 7: Primers utilizados para os genes GFP, pri-miRNA-375 e p53.

FW 5’- AAG ATA TCC GGG ACA AGC TCC AAG GC - 3’
pri-miRNA-375 RV 5’- AAA GTA CTT TTC CAC CTC CAG AAG GGT T - 3’
FW 5 - ATG GAG AGC GAC GAG AGC GG - 3
GFP RV 5’ - TTA GCG AGA TCC GGT GGA GC - 3’
FW 5 - AAT CTA GAA TGG AGG AGC CGC AGT CAG - 3’
P33 RV 5 -ATG GAT CCT CAG TCT GAG TCA GGC CCT TC - 3’

3.4.8.Estudo preliminar de transfeccdo com o vetor de PP multigénico

Para avaliar a funcionalidade do vetor de PP multigénico, realizou-se um estudo de transfeccao
in vitro com células CaSki, semeadas com uma densidade de 2,4 x 10° células/poco numa placa
de 12 pogos. Apo6s 24 horas de transfeccdo com o vetor de PP multigénico, células nao-
transfectadas e transfectadas foram submetidas a extracao de RNA, e de seguida foi realizada
a sintese de cDNA. Posteriormente, foram avaliados os niveis de transcritos do gene p53 e dos
oncogenes E6 e E7 por RT-PCR, utilizando primers desenhados especificamente para cada um
destes, como indicado na Tabela 8. Os resultados foram analisados através de eletroforese em

gel de agarose 1%.

Tabela 8: Primers utilizados para os transcritos dos genes p53, E6 e E7.

53 FW 5’ - CCT CAC CAT CAT CAC ACT GG - 3’
P RV 5’ - CCT CAT TCA GCT CTC GGA AC - 3’
E6 FW 5’ - CAG GAG CGA AGA AAG CCC TT - 3’
RV 5" - ATAGTC TACCAG CTCACGTCG T -3’
E7 FW 5’ - TCC ACA AGC AGC TGG ACC GGA - 3’
RV 5’ - GCA CAC AAT TCC TGT TAG GCC CAT - 3’
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Capitulo 4 - Resultados e Discussao

Atualmente nao existem tratamentos eficientes, nao invasivos e direcionados para a infecao
por HPV, existindo milhdées de mulheres em todo o mundo infetadas por este virus sob risco
eminente de progredir para uma situacao de cancro do colo do Utero. Surge assim uma grande
necessidade de encontrar novos tratamentos que consigam nao sO prevenir a infecao, mas
principalmente controlar ou eliminar este cancro. As terapias baseadas em DNA tém sido
consideradas como uma estratégia promissora para o tratamento de inUmeras doencas, como é
o caso do cancro, existindo casos de sucesso da aplicacdo do vetor nao-viral de DNA plasmidico.
Contudo, a possibilidade de utilizar um vetor mais seguro, devido a auséncia de sequéncias
bacterianas, e que aumente a eficiéncia de transfeccao devido ao seu tamanho relativamente

reduzido, torna o vetor de mcDNA numa alternativa promissora.

Deste modo, o presente trabalho consistiu, numa primeira fase, na producao e purificacao dos
vetores de PP e mcDNA, que codificam para o gene supressor de tumor p53. Posteriormente,
foram realizados estudos de transfeccao in vitro com células cancerigenas do colo do Gtero, de
modo a avaliar a eficiéncia de transfeccdo e o efeito terapéutico do gene codificado nestes
vetores. Numa segunda fase do trabalho, foi também realizada a construcao de um mcDNA
multigénico, com clonagem de dois genes terapéuticos no PP, nomeadamente com o gene p53

e o gene pri-miRNA-375 visando uma potencial aplicacdo terapéutica combinada.

4.1. Purificacao

De modo a ser possivel aplicar o vetor de mcDNA-p53 em abordagens terapéuticas, torna-se
necessario purificar a isoforma biologicamente ativa (sc). No entanto, as metodologias atuais
estabelecidas para a purificacdo do DNA plasmidico ndo sao diretamente aplicaveis a
purificacao do mcDNA, isto porque os contaminantes de PP e mP sao muito semelhantes em
termos de tamanho e topologia molecular, tornando-se necessario ajustar ou desenvolver novas
metodologias de purificacdo. Deste modo, o presente trabalho explorou duas estratégias de
purificacao para o mcDNA-p53, nomeadamente a cromatografia de afinidade e a cromatografia

de filtracao em gel.

4.1.1. Purificacdo do mcDNA-p53 através de cromatografia de afinidade

Para a purificacdo do mcDNA-p53 através de estratégias de cromatografia de afinidade, foram
testados dois monolitos modificados com ligandos baseados em histidina que ja tinham sido
previamente explorados para a purificacdo de DNA plasmidico [62], nomeadamente o monolito

de 1-benzil-L-histidina e o monolito de L-histidina.
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4.1.1.1. Monolito de 1-benzil-L-histidina
Com o objetivo de promover a separacao do mcDNA-p53, comecou-se por utilizar o monolito
modificado com o ligando 1-benzil-L-histidina, utilizando as condicées cromatograficas

otimizadas no recente estudo de purificacdo de DNA plasmidico com este mesmo ligando [62].

Desta forma, o monolito de 1-benzil-L-histidina (volume de coluna = 0,1 mL) foi equilibrado
com 1,65 M (NH,4),SO, em 10 mM citrato-EDTA (pH 5,0), utilizando um caudal de 1 mL/min e
foram injetados 100 uL da amostra de lisado possuindo ja uma elevada forca i6nica. Apos a
eluicdo no flowthrough das biomoléculas que ndo sofreram interacdo com a coluna, dando
origem ao 1° pico, o 2° pico foi obtido através da diminuicdo da forca i6nica para 0 M (NH,),SO,
em 10 mM citrato-EDTA (pH 5,0) no tampao de eluicao, de modo a obter as restantes
biomoléculas que ficaram previamente retidas. As fracdes foram recolhidas e analisadas em gel

de agarose 0,8% (Figura 17).
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Figura 17: Perfil cromatografico da amostra de lisado injetada no monolito de 1-benzil-L-histidina,
utilizando um gradiente com dois passos, nhomeadamente 1,65 M e 0 M (NH4);SO4 em 10 mM citrato-EDTA
(pH 5,0). Encontra-se também representada a respetiva eletroforese em gel de agarose: A - Amostra de
lisado; PP - Amostra de PP-p53; 1,2 - Respetivos picos cromatograficos.

Através da Figura 17 verifica-se que o mcDNA-p53 elui em ambos os picos, juntamente com as
impurezas de PP-p53 e RNA. Os resultados obtidos sugerem que o ligando de 1-benzil-L-histidina
apresenta pouca seletividade para isolar o mcDNA-p53, sendo também o resultado que se
verificou para a purificacdo do DNA plasmidico [62]. Este comportamento pode ser explicado
pelo facto do ligando 1-benzil-L-histidina, para além do anel de imidazol, também apresentar
um anel de benzeno que lhe confere uma hidrofobicidade adicional. Embora ndo seja necessario
usar elevadas concentracdes de sulfato de amonio para promover retencao da biomolécula alvo,
promove interacdes fortes com os varios acidos nucleicos presentes na amostra, dificultando
assim a eluicao seletiva das biomoléculas que ficaram previamente retidas [62]. De acordo com
estas consideracoes, foi posteriormente explorado um monolito modificado com o ligando de
L-histidina.



4.1.1.2. Monolito de L-histidina

0O monolito de L-histidina (volume de coluna = 0,1 mL) foi utilizado com o objetivo de promover
a separacao do mcDNA-p53, uma vez que foi anteriormente comprovado que este possui a
capacidade de reconhecer e isolar a isoforma sc do DNA plasmidico a partir de amostras pré-
purificadas [77] e de lisados [62].

0 aminoacido L-histidina apresenta um papel versatil na purificacdo de DNA plasmidico, uma
vez que possui um anel imidazol responsivo ao pH que altera a sua hidrofobicidade e densidade
de carga. Assim, o pH influencia o reconhecimento do DNA plasmidico devido a presenca deste
grupo ionizavel que apresenta um pKa = 6,5 [78]. Primeiramente, foram avaliados os tempos
de retencao de cada biomolécula isolada, nomeadamente PP-p53, mcDNA-p53 e RNA, aplicando
um gradiente linear desde 3 M a 0 M de (NH,4),SO, durante 40 minutos (caudal de 1 mL/min e
injecao de 100 pL de amostra), para avaliar a influéncia do tampao a pH 5,0 e pH 8,0. Os

resultados estao representados na Tabela 9.

Tabela 9: Tempos de retencao de cada biomolécula isolada no monolito de L-histidina.

Tempos de retencao (min)

pH 5,0 pH 8,0
PP-p53 14,15 8,26
mcDNA-p53 8,05 7,80
RNA 10,86 9,46

Através da Tabela 9 podemos verificar que o mcDNA-p53 é o acido nucleico com menor tempo
de retencéo tanto a pH 5,0 como a pH 8,0. Verifica-se também que nos ensaios a pH 8,0, os
tempos de retencao das diferentes espécies sdo muito mais proximos quando comparados com
os tempos de retencao dos ensaios a pH 5,0. Estes resultados sugerem que existe um aumento
da seletividade quando se utiliza um pH acidico, provavelmente devido ao anel imidazol deste
ligando se encontrar carregado positivamente a pH 5,0. Nestas condicdes, o mecanismo de
ligacao entre o ligando L-histidina e os diversos acidos nucleicos envolve nao s6 interacoes
hidrofdbicas devido a presenca de sulfato de amonio, como também interacoes electroestaticas
e interacdes catido-m entre o aminoacido carregado positivamente e os grupos fosfato ou os

anéis aromaticos das bases dos acidos nucleicos, respetivamente [78].

Assim, como os tempos de retencao das impurezas (PP-p53 e RNA) a pH 5,0 sao mais distantes
do tempo de retencao do mcDNA-p53, torna-se mais promissor explorar uma estratégia de

purificacdo mantendo o pH 5,0 dos tampdes cromatograficos.
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Inicialmente foram preparadas amostras pré-purificadas contendo somente PP-p53 e mcDNA-
p53, para realizar um screening das concentracoes de sulfato de amonio na etapa de ligacao e
avaliar até quando existiria interacao destas duas biomoléculas com o monolito modificado com
L-histidina, e qual seria a primeira a eluir. Deste modo, o monolito foi equilibrado a 1 mL/min
com diferentes percentagens da solucado de equilibrio 3 M (NH,),SO, em 10 mM citrato-EDTA (pH
5,0), injetando posteriormente 100 pL de amostra pré-purificada com a forca ionica
devidamente ajustada. O passo de eluicao foi sempre realizado com a diminuicao da forca
ionica para 0 M (NH4);SO4 em 10 mM citrato-EDTA (pH 5,0). As fracdes cromatograficas foram

recolhidas e analisadas em gel de agarose 0,8% (Figura 18 e Tabela 10).
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Figura 18: Eletroforeses em gel de agarose dos picos cromatograficos obtidos nos ensaios de screening,
utilizando um gradiente decrescente com dois passos, comecando com variacao da percentagem de 100%-
70% do tampao de ligacao com 3 M (NH4);SO4 e mantendo a eluicao a 0 M (NH4);S04.

Tabela 10: Comparacéo entre a presenca de PP-p53 e mcDNA-p53 no 1° pico cromatografico, de acordo
com as diferentes percentagens de equilibrio testadas. Os simbolos representam a auséncia (-) e a
presenca (+) da biomolécula indicada.

100% 95% 90% 85% 80% 75% 70%
PP'p53 - - - - + + + + + +
mcDNA-p53 - - — + + o+ o PR

Pela analise simultanea da Figura 18 e da Tabela 10, verifica-se que nos ensaios com equilibrio
até 90% todas as moléculas ficam retidas apos injecao. Com equilibrio a 85%, alguma quantidade
de mcDNA-p53 que nado interage com a coluna é obtida no passo de ligacdo. No ensaio realizado
a 80% comeca a haver eluicao tanto de mcDNA-p53 como de PP-p53 no passo de ligacao, sendo

que no ensaio a 70% quase nao existe retencdo das biomoléculas na coluna.
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Através destes ensaios cromatograficos, continua a verificar-se a tendéncia do mcDNA-p53 em
eluir primeiro que o PP-p53, o que esta de acordo com os tempos de retencdo anteriormente
avaliados. Para além disto, a ordem de eluicdo das espécies depende da densidade de carga e
do tamanho das biomoléculas [69]. Deste modo, a sequéncia de eluicdo descrita nestas
estratégias de purificacado também vai de encontro com este principio, uma vez que 0 mcDNA-
p53 elui primeiro que o PP-p53, o que pode ser justificado pelo tamanho e a carga que estas
biomoléculas apresentam. De facto, o mcDNA-p53 possui um tamanho molecular inferior,
apresentando menor nimero global de cargas negativas e, consequentemente, menor nimero

de pontos de interacdo com a coluna monolitica.

De seguida, realizou-se um screening entre as concentracoes de 85% e 80%, o intervalo que

apresentou potencial para a separacao de PP-p53 e mcDNA-p53 (Figura 19).
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Figura 19: Eletroforeses em gel de agarose dos picos cromatograficos obtidos nos ensaios de screening,
utilizando um gradiente decrescente com dois passos, comecando com variacao da percentagem de 83%-
81% do tampao de ligacdo com 3 M (NH4);SO4 e mantendo a eluicao a 0 M (NH4);SO4. A seta a verde
representa a melhor condicao encontrada.

Através da analise da Figura 19 podemos inferir que a concentracao de equilibrio de 81%
permitiu isolar maior quantidade de mcDNA-p53, praticamente sem contaminacao de PP-p53.
Concentracodes de ligacao inferiores a 81% poderao aumentar a quantidade de mcDNA-p53, mas
também comprometer a sua pureza. Contudo, a recuperacao de mcDNA-p53 no ensaio de 81%
nao € muito satisfatoria, uma vez que a maioria fica retida na coluna e sofre co-eluicdo com o

PP-p53 no 2° pico cromatografico, sendo necessario explorar outras estratégias de purificacao.

Continuando a utilizar amostras pré-purificadas de PP-p53 e mcDNA-p53, foi avaliada a
influéncia da ligacao efetiva da amostra a 100% e posterior separacao das espécies em dois
passos de eluicdo. Isto €, o objetivo consiste em tentar reter todas as biomoléculas no passo de
ligacao, eluir o mcDNA-p53 por diminuicao ligeira da forca ionica e, por Gltimo, eluir o PP-p53
novamente por diminuicdo da forca ionica. Nestes ensaios, o monolito foi sempre equilibrado
com 100% de solucao 3 M (NH4),SO4 em 10 mM citrato-EDTA (pH 5,0), injetando posteriormente
100 L de amostra pré-purificada com a forca idnica ajustada. Apos a etapa de ligacdo a 100%,

explorou-se a diminuicao da forca idénica para uma percentagem intermediaria até se verificar
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eluicao da biomolécula de interesse, e por ultimo, realizou-se a eluicao total diminuindo a forca
ionica para 0 M (NH,),S04. As fracdes foram recolhidas e analisadas em gel de agarose 0,8%
(Figura 20).
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Figura 20: Eletroforeses em gel de agarose dos picos cromatograficos, utilizando um gradiente decrescente
com trés passos (3 M (NH4),S04 - concentracao intermediaria - 0 M (NH4),504). A seta a verde representa a
melhor condicao encontrada.

A primeira percentagem intermediaria selecionada para o passo de eluicdo foi de 81%, uma vez
que foi esta condicdo que permitiu obter os melhores resultados na estratégia anterior sem
ligacao efetiva. Os resultados representados na Figura 20 mostram que 81% nao é suficiente
para promover eluicdo do mcDNA-p53, ficando maior parte retido e sendo somente eluido com
0% de sulfato de amonio. Desta forma, € possivel verificar que existem alteracdes do perfil
cromatografico em comparacdo com o ensaio em que o equilibrio é realizado com 81%. Estes
resultados sugerem que é promovida uma interacdo mais forte entre as biomoléculas e a coluna
quando é realizada uma ligacdo efetiva a 100%, sendo necessarias condicées mais drasticas
(diminuir mais a forca idnica) para enfraquecer as interagcoes que foram estabelecidas e obter
a eluicao pretendida. Neste caso, pode concluir-se que 73% mostrou ser a percentagem
intermediaria adequada para recuperar o mcDNA-p53 sem comprometer a sua pureza. A
estratégia de realizar o equilibrio a 100% parece melhorar a recuperacao do mcDNA-p53 em
relacao aos ensaios anteriores de ligacao nao-efetiva, no entanto esta ainda nao é satisfatoria,

eluindo uma grande quantidade de mcDNA-p53 no uUltimo passo cromatografico.

De modo a tentar melhorar a separacao entre PP-p53 e mcDNA-p53, foi realizado um ensaio
com o objetivo de adicionar o efeito da manipulacdo do pH ao efeito da forca ionica. Assim, o
monolito foi equilibrado com 100% de solucao 3 M (NH,4),SO4, 10mM citrato-EDTA (pH 5,0),
injetando posteriormente 100 uL de amostra pré-purificada com a forca ionica acertada. Apds
a etapa de equilibrio, estabeleceu-se um gradiente linear durante 10 minutos, diminuindo a
forca idnica até 73% de solucao 3 M (NH4),SO, em 10mM Tris-EDTA (pH 8,0). Por ultimo, realizou-
se a eluicao das restantes biomoléculas com a diminuicdo da forca ionica para 0 M (NH,),SO,4
em 10 mM Tris-EDTA (pH 8,0). As fracdes cromatograficas foram recolhidas e analisadas em gel

de agarose 0,8% (Figura 21).
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Figura 21: Perfil cromatografico do equilibrio com 100% de solucao 3 M (NH4)2504 em 10 mM citrato-EDTA
(pH 5,0) (1), gradiente linear durante 10 minutos até 73% de solugcao 3 M (NH4)2S04 em 10 mM Tris-EDTA
(pH 8,0) (2) e eluicdo das restantes biomoléculas com 0 M (NH4);SO4 em 10 mM Tris-EDTA (pH 8,0) (3).
Encontra-se também representada a respetiva eletroforese em gel de agarose: A - Amostra pré-purificada;
1,2,3 - Respetivos picos cromatograficos.

Pelos resultados apresentados na Figura 21, é possivel verificar que ao aumentar o pH de 5,0
para 8,0 juntamente com a diminuicao da forca ib6nica, obteve-se uma recuperacao de mcDNA-
p53 no 2° pico superior relativamente ao ensaio anterior sem mudanca de pH, no entanto
também existe uma maior contaminacdo com PP-p53. Tal como era esperado, o aumento do
pH enfraqueceu as interacoes e, consequentemente, diminuiu a retencao do mcDNA-p53, no
entanto essa influéncia também se refletiu no PP-p53. Este comportamento pode ser explicado
pelo facto de ambas as moléculas de PP-p53 e mcDNA-p53 serem muito semelhantes em termos

de tamanho e topologia molecular [79].

Posteriormente, foi realizada uma comparacao entre a coluna monolitica (volume de coluna =
0,1 mL) e uma coluna convencional de L-histidina-agarose (volume de coluna = 2 mL). Estes
ensaios tiveram como objetivo analisar se existiria alguma influéncia da forma estrutural da
matriz, assim como se existiria alguma influéncia do tamanho da coluna, que pudesse ajudar
na separacao. De modo a realizar esta comparacao, foram repetidos os ensaios de equilibrio a
100%, diminuicao da forca idnica para 73% ou para 70%, e eluicdo das restantes biomoléculas
com 0% na coluna convencional (caudal de 1 mL/min e injecao de 100 pL de amostra). As fracoes

foram recolhidas e analisadas em gel de agarose 0,8% (Figura 22).

49



A 100% 73% 0% A 100% 70% 0%
- | |y |

v U e e PP-p53
e | sl i mMCcDNA-p53

Figura 22: Eletroforeses em gel de agarose dos picos cromatograficos, utilizando uma coluna convencional
de L-histidina-agarose. Equilibrio realizado com 100% de solucdo 3 M (NH4);504 em 10 mM citrato-EDTA
(pH 5,0), passo de concentracao intermediaria (73% ou 70%) e eluicdo das restantes biomoléculas com 0
M (NH4);SO4 em 10 mM citrato-EDTA (pH 5,0).

Através da Figura 22 verifica-se que o comportamento da coluna convencional é muito idéntico
ao do suporte monolitico, havendo tendéncia para co-eluicdo do mcDNA-p53 e PP-p53 nas
mesmas condicdes de forca idnica. Este comportamento pode ser uma vez mais relacionado
com o facto de o PP-p53 e o mcDNA-p53 serem muito semelhantes em termos de tamanho e
conteldo de bases [79]. Além disso, utilizar uma coluna convencional onde a transferéncia de
massa ocorre por difusdao (ao contrario do monolito que ocorre por convencao) e com maior

volume, nao alterou o comportamento de separacao entre as duas biomoléculas.

Desta forma, voltou-se a usar o monolito de L-histidina para aplicar amostras complexas de
lisado contendo PP-p53, mcDNA-p53 e RNA, de modo a perceber a influéncia da presenca desta
Gltima biomolécula no processo de separacdo. A concentracdo total de acidos nucleicos
presente nas amostras injetadas foi de 2000 pg/mL (1° ensaio), 1500 pyg/mL (2° ensaio) e 1000

pg/mL (3° ensaio), como representado na Figura 23.

1° ensaio 2° ensaio 3° ensaio

A PP 100% 80% 75% 0% A PP 100% 87% 0% A PP 100% 85% 78% 0%
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Figura 23: Eletroforeses em gel de agarose dos picos cromatograficos obtidos nos trés ensaios com
amostras complexas de lisado, utilizando gradientes decrescentes por passos da solucao 3 M (NH4)2504
em 10 mM citrato-EDTA (pH 5,0). A - Amostra complexa de lisado; PP - Amostra de PP-p53. A seta a verde
representa a melhor condicao encontrada.
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Através dos trés ensaios representados na Figura 23, foi possivel verificar que a concentracao
de amostra inicial que é injetada no sistema cromatografico tem uma grande influéncia no
perfil de eluicao. Deste modo, no 1° ensaio verificou-se que parte da amostra injetada eluiu
logo no flowthrough, durante o passo de ligacao a 100%, sugerindo assim que foi excedida a
capacidade de ligacao da coluna monolitica (ndo havendo ligandos disponiveis para reter todas
as moléculas presentes na amostra injetada) devido a amostra se encontrar muito concentrada
[58]. No 2° ensaio observou-se que a diluicdo da amostra inicial diminuiu a quantidade de
moléculas a eluirem durante o passo de ligacdao a 100%, sendo necessario diluir um pouco mais
a amostra inicial. Por sua vez, no 3° ensaio verifica-se que todas as moléculas ficaram retidas
durante a etapa de ligacao a 100%. Deste modo, a concentracao de 1000 pg/mL mostrou ser a
mais indicada para ensaios cromatograficos utilizando amostras de lisado complexas (contendo
RNA).

Por outro lado, parece que existe uma pequena alteracdo do comportamento cromatografico
com a inclusdo de RNA na amostra, dado que a molécula de interesse comeca a eluir a
concentracdes de sulfato de amoénio superiores (acima dos 80%) em comparacao com os ensaios
de amostras pré-purificadas. Este resultado sugere que a presenca de RNA diminui a forca de
interacao estabelecida entre o mcDNA-p53 e o monolito de L-histidina, sendo facilmente
destabilizada por pequenas diminuicoes da forca idnica. Estes resultados indicam que as
interacoes estabelecidas com a coluna sao mais fracas na amostra complexa quando

comparadas com as interacoes estabelecidas utilizando amostras simples.

Concluindo, a melhor estratégia de purificacdo encontrada foi utilizando o monolito modificado
com L-histidina, e uma amostra complexa de lisado, realizando um passo de ligacao de 100% de
3 M (NH4);SO, em 10 mM citrato-EDTA (pH 5,0), seguido da diminuicdo da forca idnica para 85%,
78% e 0%. Esta estratégia permitiu recuperar grande parte da isoforma sc do mcDNA-p53 no 2°
pico cromatografico (85%), contendo apenas vestigios de PP-p53. Ainda assim, alguma
quantidade consideravel de mcDNA-p53 é perdida nos restantes picos. Estes resultados ainda
nao sao totalmente satisfatorios para a aplicacdo do mcDNA-p53 em futuros estudos in vitro,

sendo necessario encontrar novas estratégias de purificacao.
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4.1.2. Purificacdo do mcDNA-p53 através de cromatografia de filtracao em gel

Foi explorada outra estratégia de purificacdo do mcDNA-p53 através de cromatografia de
filtracao em gel, de modo a promover a separacao do PP-p53, mcDNA-p53 e RNA, tendo em
consideracao as diferencas de tamanho molecular. Para isto, foi utilizada coluna Sephacryl S-
1000 SF (volume de coluna = 106 mL). O equilibrio desta coluna foi promovido com uma solucao
10 mM Tris, 10 mM EDTA, 150 mM NaCl (pH 7,0) e o ensaio foi realizado com um caudal de 0,3
mL/min, apos a injecao de 2 mL de amostra de lisado proveniente da lise alcalina modificada.
Foram recolhidas fracoes de 4 mL ao longo do tempo e estas foram analisadas em gel de agarose
0,8% (Figura 24).
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Figura 24: Perfil cromatografico da amostra de lisado injetada na coluna Sephacryl S-1000 SF e respetiva
eletroforese em gel de agarose das fracoes recolhidas ao longo do tempo. M - Marcador de peso molecular;
A- Amostra inicial de lisado.

Através da Figura 24, podemos verificar que as moléculas eluem de acordo com o seu peso
molecular, isto é, comecam por eluir as moléculas de maior tamanho como o DNA gendmico
(principalmente na fracdo 2), de seguida o PP-p53 (maioritariamente nas fracoes 3 e 4), seguido
do mcDNA-p53 (em maior quantidade nas fracdes 5 a 8), e por ultimo o RNA (a partir da fracdao
12). Esta estratégia de purificacao apresenta a vantagem de permitir uma separacdo efetiva
entre o RNA e as restantes biomoléculas, para além de promover a remocao do sal das amostras.
Por ultimo, foram selecionadas as fracdes que possuiam maior quantidade de mcDNA-p53 e
menor quantidade de PP-p53 (6 a 9), para posteriormente avaliar o grau de pureza relativa e,

eventualmente, serem utilizadas nos estudos in vitro.
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4.1.3. Analise das amostras purificadas - Densitometria de bandas

Com o objetivo de selecionar as amostras a serem utilizadas nos estudos in vitro, obtidas pelas
estratégias cromatograficas de afinidade e filtracdo em gel, foi avaliada a pureza relativa por
densitometria de bandas. Na Figura 25 encontram-se representadas as eletroforeses em gel de
agarose de fracoes de mcDNA-p53 purificadas através de cromatografia de afinidade (A) e
através de cromatografia de exclusdo molecular (B). Encontram-se também representados os

respetivos picos gaussianos obtidos por densitometria de bandas com o software ImageJ.

PP-p53
[om— ————  mcDNA-p53

95 56

m

Figura 25: Eletroforeses em gel de agarose de fracdes purificadas de mcDNA-p53 e respetivos picos
gaussianos obtidos por densitometria de bandas. Resultados correspondentes a fragcdes purificadas através
de cromatografia de afinidade (A) e através de cromatografia de filtracdo em gel (B).

Através da densitometria de bandas podemos avaliar a pureza relativa entre as amostras,
comparando a razdo existente entre PP-p53 e mcDNA-p53. A fracao purificada através de
cromatografia de afinidade corresponde ao 2° pico cromatografico obtido com o monolito de L-
histidina, através do ensaio com a etapa de ligacao a 100% de 3 M (NH,4),SO4, em 10 mM citrato-
EDTA (pH 5,0), seguido da diminuicdo da forca idnica para 85%, 78% e 0%. A fracdo purificada
através de cromatografia de filtracdo em gel corresponde a Fracdo 7 do ensaio com a coluna
Sephacryl $-1000 SF, equilibrada com 10 mM Tris, 10 mM EDTA, 150 mM NaCl (pH 7,0).

Através da Figura 25 podemos verificar que a fracao purificada por cromatografia de afinidade
apresenta uma percentagem relativa de 4,44% de PP-p53 e 95,56% de mcDNA-p53. Por outro
lado, a fracao recuperada por cromatografia de filtracao em gel apresenta uma percentagem
relativa de 2,31% de PP-p53 e 97,69% de mcDNA-p53. Através destes resultados podemos inferir
que a amostra B possui menor contaminacao por PP-p53, apesar de o grau de pureza relativa
entre as duas fracoes purificadas nao ser muito diferente. No entanto, a coluna de filtracao em
gel permite aplicar e recuperar maior quantidade de mcDNA-p53 por cada ensaio
cromatografico, assim como também garantimos que nao ha presenca de RNA na amostra. Deste
modo, as fracoes purificadas através de cromatografia de filtracao em gel foram utilizadas em

todos os estudos de transfeccao in vitro que se seguem.
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4.2. Estudos de transfeccao in vitro

A aplicacdo de um biofarmaco que restabeleca os niveis de proteina p53 pode ser uma potencial
vertente de terapia génica para o tratamento do cancro do colo do Utero. Para a terapia génica
ser bem-sucedida, é necessario que exista uma entrega eficaz da nova informacao genética as
células cancerigenas do colo do Utero, com o objetivo de restaurar os processos celulares

normais.

Deste modo, os estudos de transfeccao in vitro com células HelLa foram realizados através da
utilizacao dos vetores PP-p53 e mcDNA-p53, pré-purificados através de um kit comercial e uma
coluna cromatografica de filtracdo em gel, respetivamente. Estes tiveram como objetivo
verificar a internalizacdo celular e avaliar a eficiéncia de transfeccao destes vetores. Para além
disto, foi confirmada a transcricao do gene de interesse e detetada a traducao na respetiva
proteina alvo, assim como foi realizada a sua quantificacdo. Por Gltimo, de modo a avaliar a
acao terapéutica do gene supressor de tumor p53 codificado nestes vetores, foram realizados

ensaios de proliferacao celular, citotoxicidade e apoptose.

4.2.1. Internalizacao celular - Live Cell Imaging

Foi realizada a aquisicdo de imagens em tempo real, de modo a acompanhar a entrada dos
vetores de DNA marcados com FITC no nlcleo de células HelLa. Este método teve como objetivo
verificar a internalizacao celular dos dois vetores de DNA, ou seja, verificar se estes possuiam
a capacidade de atravessar a membrana celular e entrar no nicleo, onde o gene codificado no
DNA plasmidico pode ser corretamente transcrito. A Figura 26 representa a vista ortogonal de
imagens de fluorescéncia obtidas através de células HelLa transfectadas com PP-p53 e mcDNA-

p53 marcados com FITC.

Figura 26: Vista ortogonal de células Hela transfectadas com os dois vetores de DNA marcados com FITC.
(A) Células transfectadas com PP-p53; (B) Células transfectadas com mcDNA-p53. O nicleo das células
esta representado a azul e os vetores de DNA marcados com FITC estao representados a verde.
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Pelos resultados apresentados na Figura 26, pode verificar-se que ambos os vetores marcados
com FITC (verde) foram capazes de atravessar a membrana celular e entrar no nlcleo (azul).
Além disso, com o decorrer do tempo, foi possivel verificar que o mcDNA-p53 conseguiu entrar
no nlcleo da primeira célula (presente no campo de focagem escolhido) apos 60 minutos do
inicio da transfeccao, enquanto que o PP-p53 sé conseguiu entrar apds 100 minutos do inicio

da transfeccao.

E possivel inferir que as células foram transfectadas com sucesso com ambos os vetores, mas
os resultados sugerem que o mcDNA-p53 apresenta maior eficiéncia de transfeccdo quando
comparado com o PP-p53. Este comportamento ocorre provavelmente devido ao facto de o
mcDNA-p53 apresentar um tamanho mais reduzido, facilitando a sua passagem pela membrana
celular e a entrada no nulcleo das células. Estes resultados estdao de acordo com as vantagens

apresentadas para o vetor de mcDNA [67].

Em estudos anteriores nos quais também foram utilizados vetores de mcDNA, foi demonstrado
que a remocao das sequéncias bacterianas, com a consequente diminuicdo do tamanho do
vetor, tem um impacto significante no aumento da eficiéncia de transfeccao. Nestes estudos
foram realizadas comparacoes diretas entre o vetor de PP e o seu correspondente mcDNA [80]
e comparacoes entre moléculas de DNA circular com diferentes tamanhos [81]. Todas estas
evidéncias estao de acordo com o facto de que o tamanho do vetor de DNA plasmidico modula

a eficiéncia de transfeccao, estando estes parametros inversamente relacionados [82, 83].

4.2.2. Eficiéncia de transfecc¢ao - Microscopia de Fluorescéncia

Para comparar a eficiéncia de transfeccao entre PP-p53 e mcDNA-p53, foram realizados estudos
com diferentes end-points de transfeccao. Para tal, os vetores foram novamente marcados com
FITC e foram adquiridas imagens de células ndao-transfectadas (controlo) e células transfectadas
durante 1, 2 e 6 horas (Figura 27). Foi também realizada a representacao grafica destes

resultados relativamente a intensidade de fluorescéncia média do FITC (Figura 28).
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Figura 27: Imagens de microscopia confocal de células HeLa nédo-transfectadas (controlo) e transfectadas
com os vetores PP-p53 e mcDNA-p53 durante 1, 2 e 6 horas. O nucleo das células esta representado a azul
e o DNA plasmidico marcado com FITC esta representado a verde.
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Figura 28: Intensidade de fluorescéncia média do FITC, a partir de imagens de microscopia confocal (n=3)
de células HelLa nao-transfectadas e transfectadas durante 1, 2 e 6 horas com os dois vetores marcados.
A analise estatistica dos resultados foi realizada com o teste two-way ANOVA. Encontram-se representadas
as significancias estatisticas (**** P < 0,0001).

Através das imagens de fluorescéncia (Figura 27), verifica-se uma vez mais que ambos os
vetores marcados com FITC (verde) foram capazes de atravessar a membrana celular e entrar
no nucleo (azul), sendo possivel inferir que as células HelLa foram transfectadas com sucesso.

Através da Figura 28 verifica-se o aumento da intensidade de fluorescéncia média do FITC ao
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longo do tempo. Isto indica que, tal como esperado, existe um aumento do nimero de células
transfectadas com sucesso ao longo do tempo. Também é possivel verificar que o0 mcDNA-p53
apresenta uma maior intensidade de fluorescéncia média em comparacao com o PP-p53, em
todas as horas avaliadas. Mais uma vez, estes resultados corroboram com o estudo anterior de

que o mcDNA-p53 € o vetor que apresenta maior eficiéncia de transfeccao.

4.2.3.Detecdo de transcritos do gene p53 - RT-PCR

A técnica de RT-PCR foi realizada com o objetivo de analisar os niveis de transcritos do gene
p53, confirmando o sucesso da transcricao do gene de interesse transportado pelos vetores e,
consequentemente, da eficiéncia de transfeccao avaliada anteriormente. Apos 24 horas de
transfeccao, as células HeLa nao-transfectadas e transfectadas com PP-p53 e mcDNA-p53 foram
submetidas a extracdo de RNA. Posteriormente, foi realizada a sintese de cDNA para a
realizacdo da técnica de RT-PCR. Os resultados foram analisados através de eletroforese em

gel de agarose 1% (Figura 29).

== mmw —» Transcritodo gene p53 (286 pb)

Figura 29: Eletroforese em gel de agarose dos produtos de RT-PCR para a detecdo de transcritos do gene
p53 em células Hela, apds 24 horas de transfeccdo. M - Marcador de peso molecular; (-) - Controlo
Negativo; 1 - Células nao-transfectadas; 2 - Células transfectadas com PP-p53; 3 - Células transfectadas
com mcDNA-p53.

Através da Figura 29 verifica-se que foram detetados transcritos do gene p53, apds 24 horas de
transfeccdo. As bandas presentes na eletroforese correspondem a amplificacdo de um
fragmento de DNA com o tamanho molecular correto, 286 pb. Também se verificou que existe
detecdo de transcritos de p53 nas células nao-transfectadas. Contudo, como estas células
derivam de uma infecdo por HPV de elevado risco, é esperado que a proteina p53 traduzida
naturalmente seja marcada para degradacao pela oncoproteina E6 e se encontre em niveis
baixos ou praticamente inexistentes [84]. No entanto, os niveis de transcritos das células nao-
transfectadas parecem muito inferiores quando comparados com as células transfectadas.
Podemos também inferir que os niveis de transcritos de p53 parecem superiores nas células

transfectadas com mcDNA-p53, quando comparadas com as células transfectadas com PP-p53.
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Estes dados confirmam o sucesso da transcricao do gene de interesse transportado pelos vetores
utilizados, e o maior nivel de transcritos pode estar relacionado também com eficiéncia de

transfeccao ter sido superior com o vetor de mcDNA-p53.

4.2.4. Detecao da proteina p53 - Western Blot

Apds transfeccao transiente, € importante avaliar nao so6 a eficiéncia de internalizacao celular
do vetor e chegada ao nlcleo, mas também a transcricdo do gene transportado pelo vetor de
DNA no respetivo transcrito, e consequente traducao do transcrito na proteina alvo. Por vezes
pode ocorrer algum problema no processo de traducdo e um elevado nimero de transcritos
pode nao representar um elevado nimero de proteinas. Por outro lado, o aumento da expressao
de uma determinada proteina permite confirmar indiretamente o sucesso da transfeccdao do
vetor e transcricdo do gene especifico. Deste modo, a técnica de Western Blot foi realizada
com o objetivo de detetar e comparar a expressao da proteina p53, no sentido de avaliar a
eficiéncia de transfeccéo e verificar se os transcritos detetados anteriormente estariam a ser
corretamente traduzidos. Como os transcritos de p53 tinham sido detetados apo6s 24 horas de
transfeccao, avaliou-se a expressao da respetiva proteina em horas posteriores. Assim, apds 36
e 48 horas de transfeccdo, as células HeLa ndo-transfectadas e transfectadas foram submetidas

a extracao de proteina, para posteriormente se realizar a técnica de Western Blot (Figura 30).

36 horas de 48 horas de
transfeccdo transfeccao
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Figura 30: Western Blot para detecao da proteina p53 e normalizacdo com a proteina housekeeping B-
actina. Apds 36 e 48 horas de transfeccao: 1,4 - Células nao-transfectadas; 2,5 - Células transfectadas
com PP-p53; 3,6 - Células transfectadas com mcDNA-p53.

Através da Figura 30 podemos analisar que praticamente ndo existe expressao da proteina p53
em células nao-transfectadas (linhas 1 e 4), confirmando a ideia referida anteriormente de que
embora existam transcritos do gene p53, o nivel da proteina é praticamente inexistente, uma
vez que a proteina expressa em células infetadas por HPV de elevado risco € marcada para
degradacao [84]. Por outro lado, tanto apds 36 horas como apoés 48 horas de transfeccao,
verifica-se que a expressao da proteina p53 é maior em células transfectadas com mcDNA-p53
(linhas 3 e 6) quando comparada com células transfectadas com PP-p53 (linhas 2 e 5), o que
estd de acordo com os resultados obtidos para a eficiéncia de transfeccao e detecao do

transcrito.
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Apo6s confirmar a expressao da proteina p53 nas células transfectadas, realizou-se a
normalizacao dos resultados com uma proteina housekeeping, nomeadamente a B-actina. Como
esta proteina esta envolvida em funcdes de manutencao celular, encontra-se presente em todas
as células humanas e em niveis relativamente constantes [85, 86]. Verificou-se que a expressao
da B-actina é relativamente igual em todas as células, pelo que podemos confirmar e validar
as diferencas entre a expressao da proteina p53 entre as células nao-transfectadas e

transfectadas.

Resultados semelhantes foram anteriormente demonstrados. Por exemplo, foi promovido o
aumento da expressao da proteina p53 em células Hela através da transfeccao mediada pelo
vetor pcDNA3-FLAG-p53 encapsulado em nanoparticulas fluorescentes [87], assim como através
da transfeccdo mediada pelo vetor p53-GFP-C3 transportado por um lipossoma cationico

baseado em colesterol [88].

4.2.5. Quantificacdo da proteina p53 - ensaio ELISA

Uma vez que foi possivel detetar a expressao da proteina p53 através da técnica de Western
Blot, foi realizado o ensaio ELISA com o intuito de quantificar esta mesma proteina e confirmar
as diferencas observadas na intensidade de bandas da proteina expressa pelos dois vetores.
Para tal, foram utilizadas amostras de proteina extraida de células HeLa nao-transfectadas e
transfectadas com os vetores PP-p53 e mcDNA-p53, apos 36 horas de transfeccao (Tabela 11 e

Figura 31).

Tabela 11: Concentracdes de proteina p53 (U/mL) em células HeLa nao-transfectadas e transfectadas com
os vetores PP-p53 e mcDNA-p53, apds 36 horas de transfeccdo, obtidas através do ensaio ELISA. Os valores
representados foram obtidos a partir de um n = 4 (média + desvio-padrao).

Concentracao de proteina p53 (U/mL)

Células nao-transfectadas (controlo) 1,83 £ 0,85
Células transfectadas com PP-p53 74,75 + 4,44
Células transfectadas com mcDNA-p53 91,65 + 2,82
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Figura 31: Concentracdes de proteina p53 (U/mL) em células controlo e células transfectadas com os
vetores PP-p53 e mcDNA-p53, apos 36 horas de transfeccao. Os ensaios foram realizados comumn =4 e
a analise estatistica foi realizada com o teste one-way ANOVA. Encontram-se representadas as
significancias estatisticas (*** P < 0,001; **** P < 0,0001).

Através da analise da Tabela 11 podemos verificar que os niveis de proteina p53 encontrados
em células transfectadas sao bastante superiores quando comparados com as células controlo
(1,83 = 0,85 U/mL). Também é importante salientar que a concentracdo encontrada para
células transfectadas com mcDNA-p53 (91,65 + 2,82 U/mL) é significativamente superior a

concentracao encontrada para células transfectadas com PP-p53 (74,75 + 4,44 U/mL).

Os resultados apresentados na Figura 31 comprovam as tendéncias observadas anteriormente
nos resultados de Western Blot, uma vez que o nivel de proteina expressa com o vetor de
mcDNA-p53 é significativamente superior ao obtido com o vetor de PP-p53. Além disso, também
concorda com o facto de que o vetor que permite maior eficiéncia de transfeccao, também vai

dar origem a um maior nimero de transcritos e da respetiva proteina alvo.

4.2.6. Ensaio de proliferacao celular

Através dos resultados obtidos anteriormente foi possivel verificar que a transfeccao com os
vetores PP-p53 e mcDNA-p53 induz o aumento dos niveis de proteina p53 em células
cancerigenas derivadas de infecdo por HPV de elevado risco. Sabe-se que esta proteina
supressora de tumor possui a capacidade de induzir a paragem do ciclo celular e/ou a morte
celular programada (apoptose), prevenindo o desenvolvimento de tumores [89]. Deste modo,
foi realizado um ensaio de proliferacao celular com o intuito de avaliar o efeito terapéutico
induzido pela transfeccao de células cancerigenas HeLa com ambos os vetores que codificam
para a proteina p53, tendo-se realizado a contagem do numero de células viaveis ao longo de

24, 36, 48 e 72 horas de transfeccao com os vetores PP-p53 e mcDNA-p53 (Figura 32).
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Figura 32: Ensaio de proliferacao com células Hela transfectadas com os vetores PP-p53 e mcDNA-p53
durante 24, 36, 48 e 72 horas, em comparacao com células ndo-transfectadas (controlo). Os ensaios foram
realizados com um n = 3 e a analise estatistica foi realizada com o teste two-way ANOVA. Os resultados
apresentam uma significancia estatistica de P < 0,0001 (****) em relacao ao controlo.

Na Figura 32 encontra-se a representacdo grafica do nimero de células viaveis ao longo do
tempo. Apos 24 e 36 horas de transfeccdo, € possivel verificar que praticamente ndo existem
diferencas no nimero de células viaveis entre os dois vetores. Por outro lado, apds 48 horas de
transfeccao verifica-se uma ligeira diferenca entre os dois vetores, com o mcDNA-p53 a inibir
a proliferacdo mais acentuadamente que o PP-p53. Deste modo, o vetor de mcDNA-p53
apresenta uma maior eficiéncia em suprimir a proliferacao celular, o que esta de acordo com
os resultados descritos anteriormente, uma vez que este vetor também apresentava maiores
niveis de proteina p53, apos 48 horas de transfeccdo. Apesar das diferencas entre os vetores
nao serem muito significativas, ambos conseguem inibir significativamente a proliferacao
celular ao longo do tempo, o que é possivel verificar comparando com o nimero de células

viaveis das células controlo.

.....

realizada a contagem do numero de células HelLa ao longo do tempo (8 dias), apds transfeccao

com um vetor de DNA plasmidico que codifica para o gene p53 (pcDNA3-FLAG-p53) [87].
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4.2.7. Avaliacdo da citotoxicidade celular - Ensaio com resazurina

A citotoxicidade dos vetores PP-p53 e mcDNA-p53 foi avaliada através do ensaio com resazurina.
Deste modo, células HelLa foram utilizadas como modelo de células cancerigenas e Fibroblastos
foram utilizados com modelo de células ndao cancerigenas. As transfeccdes com os vetores PP-
p53 e mcDNA-p53 foram realizadas durante 24, 36, 48 e 72 horas. Os resultados da viabilidade
celular apresentados na Figura 33 foram calculados em relacao ao controlo negativo (células

nao-transfectadas) estabelecido para 100%.
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Figura 33: Percentagens de viabilidade celular em relacao ao controlo negativo (células ndo-transfectadas)
em células HelLa (A) e em Fibroblastos (B), apds transfeccdoes com os vetores PP-p53 e mcDNA-p53 durante
24, 36, 48 e 72 horas. Os ensaios foram realizados com um n = 4 e a analise estatistica foi realizada com
o teste two-way ANOVA. Encontram-se representadas as significancias estatisticas (* P < 0,05; ** P < 0,01;
*** P < 0,001; SS - sem significancia).
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Através dos resultados representados na Figura 33 é possivel verificar que existe uma
diminuicdo da viabilidade de células Hela (cancerigenas) ao longo do tempo, apds transfeccao
com ambos os vetores. No entanto, apos 48 e 72 horas de transfeccao € quando comeca a haver
uma diferenca significativa entre estes vetores e o controlo negativo. Apos 48 horas, o PP-p53
e o mcDA-p53 apresentam uma diminuicao da viabilidade celular em cerca de 57% e 52%,
respetivamente, sendo que apos 72 horas os valores diminuem para 53% e 42%, respetivamente.
Estes resultados estao de acordo com o estudo de proliferacao celular. Mais uma vez, o mcDNA-

p53 apresenta um efeito mais acentuado em comparacao com o PP-p53.

Os resultados da viabilidade celular obtidos com Fibroblastos sao particularmente importantes,
uma vez que indicam que os vetores utilizados ndo causam efeitos citotoxicos, pois os valores
de viabilidade celular nao sofrem alteracoes significantes ao longo de todas as horas avaliadas,
sendo todos superiores a 82%. A diferenca observada entre os dois vetores pode estar
relacionada com o processo de purificacao aplicado em cada situacao, sugerindo que o vetor
de mcDNA-p53 apresenta menor conteldo de impurezas que se reflete numa maior viabilidade
celular. Além disso, comparando os resultados obtidos nos dois tipos de células, é possivel
constatar que a citotoxicidade observada em células cancerigenas se deve maioritariamente ao
efeito terapéutico do gene p53 presente nos vetores, nomeadamente com inducao da apoptose,

e nao devido a toxicidade induzida pelos vetores propriamente ditos [90, 91].

4.2.8. Avaliacao da inducao de apoptose - Kit de apoptose

A avaliacdo da inducéo de apoptose foi realizada através do kit HT TiterTACS™, com o intuito
de analisar se os niveis aumentados de proteina p53, avaliados anteriormente, induziriam a
morte celular programada. Os resultados foram analisados através da leitura da absorvancia a
450 nm, com células tratadas com uma solucdo-padrao de endonucleases fornecida pelo kit
(controlo +), células ndo-transfectadas (controlo -) e células transfectadas com os vetores PP-

p53 e mcDNA-p53, apos 48 horas de transfeccao, como representado na Figura 34.

63



XX

Absorvancia (450 nm)

Figura 34: Avaliacdo da inducao da apoptose, apos 48 horas de transfeccdo com os vetores PP-p53 e
mcDNA-p53. Os ensaios foram realizados com um n = 4 e a analise estatistica foi realizada com o teste
one-way ANOVA. Encontram-se representadas as significancias estatisticas (** P < 0,01; SS - sem
significancia).

Na Figura 34 encontra-se representada a absorvancia a 450 nm para cada um dos grupos
avaliados. Em primeiro lugar, é importante referir que o processo de apoptose foi avaliado
através da detecdo da fragmentacdo do DNA celular, que ocorre devido a ativacao de
endonucleases. O kit utilizado permitiu a detecdo de células apoptoticas através da marcacao
de fragmentos de DNA. Esta marcacao foi realizada pela enzima TdT que promove a
incorporacao de nucleétidos modificados nas extremidades 3’ dos fragmentos de DNA, sendo
que estes nucleodtidos foram detetados através de um sistema de HRP-estreptavidina e um
substrato especifico. Deste modo, o aumento da absorvancia traduz-se no aumento da

fragmentacao celular, e consequentemente, no aumento da inducao da apoptose.

Neste ensaio, o controlo positivo foi tratado com uma solucao-padrao de endonucleases
fornecido pelo kit, de modo a provocar fragmentacdes de DNA em todas as células. Este controlo
permite confirmar que a reacao colorimétrica foi bem-sucedida. As leituras de absorvancia do
controlo positivo também fornecem um valor maximo, pelo que é esperado que todos os valores
experimentais obtidos tenham valores de absorvancia inferiores. Por outro lado, o controlo
negativo consistiu em células nao-transfectadas, sendo expectavel obter valores baixos de

absorvancia.

Através deste ensaio foi possivel verificar que ambos os vetores induzem a apoptose celular,
apos 48 horas de transfeccao, uma vez que existe um aumento da absorvancia relativamente
ao controlo negativo. No entanto, € de realcar que as células transfectadas com mcDNA-p53
apresentam um aumento significativo da apoptose em relacdo as células nao-transfectadas,
enquanto que com o PP-p53 o aumento nao é tao significativo. Estes resultados confirmam que
a transfeccao com o mcDNA-p53 apresenta resultados mais promissores em comparagcao com o
PP-p53.
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Apds 48 horas de transfeccdo ja se tinha verificado um aumento consideravel dos niveis de
proteina p53 com ambos os vetores por Western Blot, assim como uma diminuicao da viabilidade

celular, o que esta de acordo e explica esta inducdo da apoptose das células cancerigenas.

Resultados semelhantes foram observados anteriormente. Um estudo demonstrou pelo método
MTT que células Hela transfectadas com o plasmideo pcDNA3-FLAG-p53 encapsulado em
microgéis apresentam uma diminuicdo da viabilidade celular [90]. Outro estudo também
confirmou que os niveis aumentados de proteina p53 induzem a morte celular programada em
células Hela, transfectadas com o plasmideo pcDNA3-FLAG-p53, utilizando um kit de apoptose
baseado em Anexina V-FITC/lodeto de Propidio (PI) [91].

4.3. Construcao do DNA minicircular multigénico

Numa segunda vertente deste trabalho de mestrado, foi realizada a construcao de um vetor de
mcDNA multigénico, com clonagem de dois genes terapéuticos no PP. Uma vez que ja temos
disponivel o PP com o gene p53 clonado a seguir ao promotor MCV7, foi realizada clonagem
para substituir o gene GFP pelo gene pri-miRNA-375 a seguir ao promotor EF1 (Figura 35), com
o intuito restabelecer os niveis do supressor de tumor p53 e inibir a expressao das oncoproteinas

E6 e E7 em células cancerigenas do colo do Utero, respetivamente.

N MCS 1139..1173 —» SEQUENCIA DO GENE p53 |

Minicircle DNA vecto

5' - GATATCCGCCACC | SEQUENCIADO GENE GFP | AGTACT- 3’
| S

[ S

GFP 1741..2499 EcorV Scal

Figura 35: Representacao esquematica do vetor PP-p53 mutado e mapa de restricao das enzimas.

A construcao deste vetor visa uma potencial aplicacdo terapéutica mais rapida e eficaz no
cancro do colo do Utero, uma vez que este vetor multigénico permite dois mecanismos de acdo

anticancerigena que se complementam.
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4.3.1. Plasmideos e enzimas de restricao utilizados

Para a clonagem de um novo vetor de mcDNA multigénico, primeiramente foi importante
selecionar enzimas de restricao que reconhecessem apenas um local de restricao em toda a
sequéncia do vetor de partida e no local correto (a frente do promotor EF1). Com este intuito,
o vetor PP-p53 utilizado ao longo das estratégias de purificacdo e estudos de transfeccao in
vitro descritos anteriormente foi sujeito a mutagénese, de modo a que cumprisse estes
critérios. Assim, foram incluidos os locais de restricao para as enzimas EcoRV e Scal (enzimas

pouco comuns, mas que nao reconhecem qualquer outra sequéncia de DNA em todo o vetor).

O vetor PP-p53 foi corretamente mutado pela empresa NZYTech, no sentido de criar os locais
de reconhecimento para a enzima EcoRV imediatamente a seguir a sequéncia do promotor EF1
e para a enzima Scal no final da sequéncia da proteina GFP (ver relatorio de sequenciacao em
anexo lll). Desta forma, ao realizar digestao completa com as duas enzimas de restricao
indicadas, é esperada a clivagem do gene GFP (originalmente presente no vetor de PP-p53),
sendo possivel clonar neste local o novo gene terapéutico de interesse (gene pri-miRNA-375). E
também importante salientar que estas duas enzimas de restricdo possuem a particularidade

de originarem fragmentos de DNA com extremidades cegas, como representado na Figura 36.

GAT|ATC AGT |ACT
EcoRV cta|TAc Scal Tcaltea

Figura 36: Sequéncias de reconhecimento das enzimas de restricao EcoRV e Scal.

Com o objetivo de realizar a clonagem e permitir a ligacao do fragmento de interesse ao vetor
de expressao, torna-se necessario utilizar as mesmas enzimas de restricao para clivar tanto o
vetor de PP-p53 mutado como o fragmento pri-miRNA-375, no sentido de obter extremidades

compativeis.

4.3.2. Amplificacdes e digestdes do vetor e fragmento

Para iniciar a construcao do vetor multigénico, foi realizada a amplificacao do PP-p53 mutado,
através da fermentacao bacteriana em E. coli ZYCY10P3S2T num orbital a 42°C e com agitacao
de 250 rpm, até atingir uma DOQgyg,m de aproximadamente 5. Para obter o fragmento de pri-
miRNA-375, foi também realizada a amplificacdo do vetor PP-pri-miRNA-375 (que contém o
gene pri-miRNA-375 a frente do promotor CMV7), exatamente com as mesmas condicdes.

Posteriormente, foi realizada a purificacao destes dois vetores.
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Em primeiro lugar, de modo a confirmar se as enzimas EcoRV e Scal reconheceriam
corretamente os locais de restricao presentes no vetor PP-p53 mutado, foram realizadas
digestdes sequenciais, uma vez que o tampao das enzimas era o mesmo (10X H Buffer). Cada
reacao enzimatica foi incubada durante 1 hora a 37°C, e os resultados foram analisados através

de eletroforese em gel de agarose 0,6% (Figura 37).
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Figura 37: Eletroforese em gel de agarose 0,6% das digestoes sequenciais. M - Marcador de peso molecular;
PP - PP-p53 mutado (purificado e nao digerido); 1 - Digestao com EcoRV; 2 - Digestao sequencial com
EcoRV + Scal; 3 - Digestao com Scal; 4 - Digestao sequencial com Scal + EcoRV.

Através da Figura 37 parece que ocorreu linearizacdo do vetor PP-p53 mutado quando este é
digerido com a enzima EcoRV (linha 1) ou com a enzima Scal (linha 3). No entanto, quando a
digestao sequencial é realizada primeiramente com a enzima EcoRV e s6 depois com a enzima
Scal (linha 2), verifica-se que nao existe uma diferenca significativa de tamanho. Por outro
lado, quando a primeira digest&o é realizada com a enzima Scal e s6 depois com a enzima EcoRV
(linha 4), parece haver presenca do fragmento de GFP, embora nao seja muito evidente. Estes
resultados sugerem que a enzima Scal nao realiza corretamente a sua digestao ou que tem
alguma dificuldade em reconhecer o seu local de restricdo quando o vetor ja se encontra
linearizado, pelo que as suas condicoes de atuacao foram otimizadas, de acordo com algumas

sugestoes fornecidas no protocolo do fabricante.

Assim, o protocolo sugeria adicionar BSA para uma concentracao final de 0,01% nas misturas
reacionais, aumentando a atividade relativa da enzima até 120% a 30 °C e até 240% a 25 °C,
nao apresentando influéncia a 37 °C. A partir destas sugestes, foram realizados varios
screenings das melhores condicoes para a enzima Scal atuar (Figura 38). Em primeiro lugar,
aumentou-se o tempo reacional a 37 °C para 2 horas, nao usando BSA porque nao influencia a
atividade da enzima a esta temperatura (linhas 1 e 2). Em todas as restantes reacoes foi
utilizada BSA, porque foram realizadas a temperaturas de 30 °C e 25 °C. Assim, também foram

testadas reacoes durante 2 horas a 30 °C (linhas 3 e 4) e a 25 °C (linhas 5, 6, 7 e 8). Em condicoes
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de digestao a 25 °C, também foram testados volumes reacionais de 10 pL (linhas 5 e 6) e de 20
HL (linhas 7 e 8). Como 25 °C era a temperatura sugerida para aumentar mais acentuadamente
a atividade relativa da enzima, também foram testadas digestdoes overnight com esta mesma
temperatura (linhas 9 e 10). Todas as condicoes foram testadas com PP-p53 mutado (purificado)

até 250 ng (linhas impares) e até 500 ng (linhas pares), como representado na Figura 38.

Figura 38: Eletroforese em gel de agarose 0,6% das varias condicdes testadas para a enzima Scal. M -
Marcador de peso molecular; PP - PP-p53 mutado (purificado e nao digerido); Linhas 1, 2 - Digestoes
durante 2 horas a 37 °C; Linhas 3, 4 - Digestoes durante 2 horas a 30 °C com BSA; Linhas 5, 6, 7, 8 -
Digestdes durante 2 horas a 25 °C com BSA; Linhas 9, 10 - Digestdes overnight a 25 °C com BSA. Todas as
condicdes foram testadas até 250 ng (linhas impares) e até 500 ng (linhas pares). As setas a verde
representam as melhores condi¢cdes encontradas.

Através da Figura 38 verifica-se que praticamente nao existe linearizacao do vetor em condicdes
de 37 °C (linhas 1 e 2). Em condicdes de 30 °C existe uma maior percentagem de linearizacao
do vetor, no entanto nao é satisfatoria (linhas 3 e 4). Por outro lado, verifica-se uma melhoria
acentuada da atuacao da enzima quando a temperatura reacional é de 25 °C (linhas 5, 6, 7, 8,
9, e 10). Utilizando as mesmas condicdes, também é possivel verificar que utilizando um volume
reacional de 20 pL (linhas 7 e 8) em vez de 10 pL (linhas 5 e 6) favorece a linearizacao do vetor.
Realizar a digestao overnight (linhas 9 e 10) nao melhorou significativamente a linearizacao do
vetor quando comparada com a digestao realizada durante 2 horas (linhas 7 e 8). Também é
possivel inferir que utilizando DNA até 250 ng aumenta a eficiéncia da enzima (linhas 7 e 9)

quando comparado com a utilizacdo de DNA até 500 ng (linhas 8 e 10).

Depois de uma analise cuidadosa de todas estas condicbes, conclui-se que 25° C seria a
temperatura 6tima de atuacdo da enzima Scal, durante 2 horas, utilizando BSA para uma
concentracao final de 0,01%, adicionando DNA até 250 ng e usando um volume reacional de 20
pL (linha 7). Apds selecionar estas condicdes, foi realizada uma nova digestao enzimatica e os

resultados foram analisados através de eletroforese em gel de agarose 0,6% (Figura 39).
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Figura 39: Eletroforese em gel de agarose 0,6% da primeira digestao enzimatica. M - Marcador de peso
molecular; 1 - PP-p53 mutado (purificado e nao digerido); 2 - Digestao com a enzima Scal.

Através da Figura 39, podemos verificar que ocorreu a linearizacao do PP-p53 mutado através
da digestao com a enzima Scal nas condi¢cGes selecionadas (2), uma vez que existe uma
diferenca significativa na migracdo do vetor nao digerido (1). O facto de o vetor ficar
linearizado faz com que exista um retardamento na sua migracao no gel de agarose em
comparacao com o vetor circular. Apos a analise destes resultados, os produtos da primeira
digestao foram purificados com um kit de purificacao de produtos PCR, sendo posteriormente
utilizados na segunda digestdao enzimatica com EcoRV, durante 2 horas a 37°C. Os resultados

foram novamente analisados através de eletroforese em gel de agarose 0,6% (Figura 40).
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Figura 40: Eletroforese em gel de agarose 0,6% da primeira e segunda digestao enzimatica. M - Marcador
de peso molecular; 1 - PP-p53 mutado (purificado e nao digerido); 2 - Primeira digestao com a enzima
Scal; 3 - Segunda digestdao com a enzima EcoRV.

Os resultados apresentados na Figura 40 parecem demonstrar que ocorreu a segunda digestao
do vetor de PP-p53 mutado pela enzima EcoRV, observando-se uma ligeira diminuicao do
tamanho do vetor (3) em comparacdo quando so6 digerido com a enzima Scal (2). A banda que
devera corresponder ao fragmento GFP que sofreu clivagem a partir do PP-p53 mutado (com
um tamanho de 771 pb) ndo é muito evidente, contudo prosseguiu-se com o processo de

clonagem.
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A partir destes resultados, a purificacdo dos produtos de digestdo foi realizada através do gel
de agarose, de forma a eliminar o fragmento de GFP e impedir a sua religacao no processo de
ligacdo em vez do fragmento de interesse. Para isto, foi necessario cortar o gel de agarose na
zona com o vetor de DNA linear (digestao completa do PP-p53 mutado) e solubiliza-lo, de acordo

com as instrucdes do kit de purificacao.

O passo seguinte consistiu na desfosforilacdo do vetor de PP-p53 mutado (completamente
digerido e purificado), através da utilizacdo da enzima fosfatase alcalina, uma vez que este
processo poderia ajudar a prevenir a religacao do vetor durante a etapa de clonagem. Apos

desfosforilacao a 37 °C durante 1 hora, a mistura reacional foi novamente purificada.

Ap6s producao e purificacdo do vetor de PP-pri-miRNA-375, foi realizada a técnica de PCR com
o objetivo de amplificar o fragmento pri-miRNA-375. Foram utilizados primers especificos para
a amplificacdo deste fragmento, que incluem nas extremidades as sequéncias de
reconhecimento para as enzimas de restricdo EcoRV e Scal. Os produtos de PCR foram

analisados através de eletroforese em gel de agarose 1% (Figura 41).

M (—)T

s —p» Fragmento pri-miRNA-375 (627 pb)

Figura 41: Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR para amplificacao do fragmento pri-miRNA-
375 . M - Marcador de peso molecular; (-) - Controlo negativo; A - Fragmento pri-miRNA-375 amplificado.

Como representado na Figura 41, podemos observar uma Unica banda que corresponde ao
tamanho correto do fragmento pri-miRNA-375, nomeadamente 627 pb. Através deste resultado
podemos confirmar o sucesso de amplificacao por PCR, sendo que posteriormente foi realizada
a purificacao deste fragmento com o kit de purificacao de produtos PCR, digestao com as

respetivas enzimas de restricao e nova purificacao.
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4.3.3. Clonagem e transformacao de células E. coli competentes

Apds todas as etapas descritas anteriormente, estdo reunidas as condicdes necessarias para
realizar a clonagem do novo vetor multigénico, que consiste na ligacdo do vetor de PP-p53
mutado (digerido e desfosforilado) e do fragmento de pri-miRNA-375 (digerido). Uma vez que
as digestoes do vetor e do fragmento foram realizadas com a utilizacao das mesmas enzimas
de restricao e das mesmas condicdes, estes adquirem exatamente as mesmas extremidades

cegas, tornando possivel a etapa de clonagem.

Varias condicoes foram testadas para a etapa de clonagem, tais como diferentes racios
fragmento : vetor (1:1, 1:3, 3:1, 5:1, 9:1 e 10:1), diferentes quantidades de enzima T4 DNA
Ligase (1 pL, 2 pL e 3 pL) e diferentes temperaturas de incubacao (4 °C, 18 °C e 20 °C). Apos 18
horas de incubacao, células competentes de E. coli TOP10 foram transformadas com as misturas

reacionais por choque térmico.

E importante mencionar que a transformacdo bacteriana é um processo no qual as bactérias
conseguem capturar DNA exdgeno. Uma vez que este fenomeno nao ocorre naturalmente em
E. coli, em primeiro lugar foi necessario tornar estas células competentes para viabilizar a
introducao do DNA plasmidico. Neste caso em particular, foram utilizadas células E. coli TOP10,
uma vez que esta estirpe é adequada para processos de clonagem porque apresenta uma
elevada eficiéncia de transformacao [92]. Apds transformacao, as culturas bacterianas foram

inoculadas em placas LB-agar contendo canamicina (50 pg/mL) e incubadas a 37 °C.

Nas condicdes testadas em que cresceram colonias bacterianas isoladas, estas foram analisadas
através de PCR para confirmar a presenca do fragmento pri-miRNA-375 e a auséncia do
fragmento GFP, ou seja, para confirmar o sucesso da etapa de clonagem. Os resultados foram

analisados através de eletroforese em gel de agarose 1% (Figura 42).
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Figura 42: Eletroforeses em gel de agarose dos produtos de PCR para a amplificacao do gene pri-miRNA-
375 (A) e do gene GFP (B). M - Marcador de peso molecular; (-) - Controlo negativo; (+) - Controlo positivo;
1,2, 3, 4,5, 6,7 - Colonias bacterianas analisadas.
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Verifica-se que nao foi possivel incluir o gene pri-miRNA-375 em nenhuma das colénias
bacterianas analisadas (A), indicando que a clonagem nao foi realizada com sucesso. Por outro
lado, verifica-se a presenca do gene GFP em todas as coldnias bacterianas analisadas (B). Apesar
de uma pequena contaminacdo no controlo negativo, é possivel verificar uma amplificacao
bastante pronunciada do gene GFP em todas as colonias. Isto indica que o problema estara nas
digestdes enzimaticas, uma vez que nao foi possivel remover o fragmento GFP do vetor PP-p53

mutado.

Apesar das varias tentativas que foram feitas, a clonagem do fragmento pri-miRNA-375 no vetor
PP-p53 mutado nao foi realizada com sucesso. Como consequéncia, foi requisitada a realizacao
deste passo de clonagem a uma empresa (GeneCust, Luxemburgo), cujo relatorio de clonagem

se encontra no anexo V.

Células competentes de E. coli TOP10 e ZYCY10P3S2T foram transformadas com este vetor
clonado, através de choque térmico. As misturas reacionais foram inoculadas em placas de LB-
agar com canacimica (50 pg/mL) e incubadas a 37°C. Apos crescimento, algumas coldnias
isoladas foram confirmadas para a presenca do gene p53 e do gene pri-miRNA-375 através da
técnica de PCR. Como controlo positivo foi utilizado o vetor clonado e os resultados foram

analisados através de eletroforese em gel de agarose 1% (Figura 43).

A — 2 = =
M SER (B 18 2 325G
- — —— — —— > Gene p53 (1,182 kpb)
B —s i — D
M () () 1 2 3 4 5 6

W w— — s we wes wew  —p Gene pri-miRNA-375 (627 pb)

Figura 43: Eletroforeses em gel de agarose dos produtos de PCR a partir de colonias isoladas: amplificacao
do gene p53 (A) e amplificacao do gene pri-miRNA-375 (B). M - Marcador de peso molecular; (-) Controlo
negativo; (+) Controlo positivo; 1, 2, 3 - Colonias transformadas da estirpe E. coli TOP10; 4, 5, 6 - Coldnias
transformadas da estirpe E. coli ZYCY10P3S2T.
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Através da Figura 43 é possivel verificar que todas as colénias analisadas foram transformadas
com sucesso, uma vez que possuem os dois genes terapéuticos de interesse. Como tal, foi
promovido o crescimento em meio liquido (LB) de uma colénia de cada estirpe (3 e 4). Apods

incubacao overnight a 37°C, foi realizada a purificacdo do DNA plasmidico.

4.3.4. Estudo preliminar de transfeccdo com o vetor de PP multigénico

Com o objetivo de avaliar a funcionalidade do novo vetor de PP multigénico, foi realizado um
estudo preliminar de transfeccao in vitro durante 24 horas, utilizando a linha celular CaSki.
Deste modo, foram avaliados os niveis de transcritos do gene p53 e dos oncogenes E6 e E7, em
células nao-transfectadas e células transfectadas com o PP multigénico, por RT-PCR. Os

resultados foram analisados através de eletroforese em gel de agarose 1% (Figura 44).
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Figura 44: Eletroforeses em gel de agarose dos produtos de RT-PCR para a detecao de transcritos do gene
p53 (A) e dos oncogenes E6 (B) e E7 (C). M - Marcador de peso molecular; (-) - Controlo Negativo; 1, 2 -
Células nao-transfectadas; 3, 4 - Células transfectadas com PP multigénico.

Através da Figura 44 verifica-se que, apos 24 horas de transfeccdo, existe um aumento dos
niveis de transcritos do gene p53 (A) entre células nao-transfectadas (1, 2) e células
transfectadas com o PP multigénico (3, 4). Por outro lado, esta descrito que a expressdao do
miRNA-375 vai silenciar os transcritos das oncoproteinas E6 e E7 do HPV [22]. No entanto, as
diferencas entre os niveis de transcritos dos oncogenes E6 (B) e E7 (C) ndo sao muito evidentes.
Este resultado pode indicar que, ap6s 24 horas de transfeccao, o miRNA-375 ainda nao provocou
uma influéncia significativa sobre os transcritos dos oncogenes. Relembrando que o gene p53 e
o gene pri-miRNA-375 estdo sobre a influéncia de promotores diferentes, este resultado pode
ser explicado pelo facto de o promotor EF1 nao ser tao eficiente na transcricao do gene alvo

quanto o promotor CMV7.
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Esta suspeita ja foi anteriormente levantada nos estudos de transfeccdo in vitro com células
HelLa, em que se tentou avaliar a eficiéncia de transfeccao dos vetores PP-p53 e mcDNA-p53

através da monitorizacao da expressao da proteina GFP (Figura 45).

n=1 n=2 n=3

Figura 45: Imagens de microscopia confocal (n = 3) de células HelLa nao-transfectadas (controlo) e

Controlo

PP-p53

mcDNA-p53

transfectadas com os vetores PP-p53 e mcDNA-p53, durante 36 horas. O nlcleo das células esta
representado a azul e a expressao da proteina GFP esta representada a verde.

0 gene GFP é frequentemente utilizado como gene reporter, sendo possivel observar as células
transfectadas com sucesso, uma vez que a proteina GFP expressa apresenta uma fluorescéncia
verde quando exposta a luz UV [93, 94]. Através das imagens de microscopia confocal
representadas na Figura 45, verifica-se que quase nao existem células transfectadas, durante
36 horas. Considerando os resultados anteriores de Western Blot, estes demonstraram uma
elevada expressao de proteina p53 apds 36 horas de transfeccao, no entanto, com este mesmo
tempo de transfeccao, nao se verifica uma elevada expressao de GFP. Através de resultados
anteriores também foi demonstrado que ambos os vetores tinham a capacidade de efetuar a
internalizacao celular com sucesso (live cell imaging) e estes apresentaram uma elevada
eficiéncia de transfeccdo (end-points). Considerando estas evidéncias, ndo se coloca em causa
que as células tenham internalizado pouca quantidade de vetor, mas sim que o vetor, apds 36
horas de transfeccao, ainda nao conseguiu expressar proteina GFP suficiente. Assim sendo,
estes resultados também sugerem que o promotor EF1 (para o gene GFP) ndo é téo eficiente

quanto o promotor CMVT (para o gene p53).

74



Capitulo 5 - Conclusdes e Perspetivas

Futuras

Considerando a elevada prevaléncia de infecdes por HPV e um crescente nimero de casos de
cancro do colo do Utero, torna-se necessario encontrar tratamentos eficazes para esta doenca.
As terapias baseadas em DNA tém sido consideradas como uma estratégia inovadora, surgindo

o vetor de mcDNA como uma alternativa promissora relativamente ao DNA plasmidico.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo produzir um vetor de mcDNA que codifica para
o gene supressor de tumor p53. De modo a ser possivel aplicar este vetor em abordagens

terapéuticas, tornou-se necessario purificar a isoforma biologicamente ativa (sc).

Os resultados cromatograficos obtidos sugeriram que o ligando de 1-benzil-L-histidina apresenta
pouca seletividade para isolar o mcDNA-p53. Por outro lado, através da avaliacao dos tempos
de retencao de cada biomolécula no monolito de L-histidina, nomeadamente PP-p53, mcDNA-
p53 e RNA, foi possivel verificar que a utilizacdo de um tampéao a pH 5,0 permite tempos de
retencao mais distintos das impurezas em relacao ao mcDNA, favorecendo assim a seletividade

do suporte cromatografico, do que um tampéao a pH 8,0.

Foi também demonstrado que é promovida uma interacdo mais forte entre as biomoléculas e a
coluna quando é realizada uma ligacdo efetiva a 100%, sendo necessarias condicées mais
drasticas para enfraquecer as interacdes que foram estabelecidas. Para além disto, utilizar uma
coluna convencional onde a transferéncia de massa ocorre por difusdo (ao contrario do monolito
que ocorre por convencao) e com maior volume, nao alterou o comportamento de separacao
entre as biomoléculas. Também foi verificado que a presenca de RNA na amostra diminui a
forca de interacdo estabelecida entre o mcDNA-p53 e o monolito de L-histidina, sendo
facilmente destabilizada por pequenas diminuices da forca ionica. Estes resultados indicaram
que as interacoes estabelecidas com a coluna sao mais fracas na amostra complexa quando

comparadas com as interacoes estabelecidas utilizando amostras simples.

Concluindo, a melhor estratégia de purificacao encontrada por cromatografia de afinidade foi
utilizando o monolito modificado com L-histidina, e uma amostra complexa de lisado,
realizando um passo de ligacao de 100% de 3 M (NH,),SO, em 10 mM citrato-EDTA (pH 5,0),
seguido da diminuicao da forca idnica para 85%, 78% e 0%, permitindo recuperar grande parte

da isoforma sc do mcDNA-p53 no 2° pico cromatografico.
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Por outro lado, a estratégia cromatografica de filtracao em gel permitiu uma separacao efetiva
entre o RNA e as restantes biomoléculas, para além de promover a remocao do sal das amostras
e obtencado de maiores quantidades de mcDNA-p53 por cada ensaio cromatografico. Através de
densitometria de bandas, foi demonstrado que a fracao purificada através de filtracao em gel
apresentava um maior grau de pureza, pelo que estas fracoes foram utilizadas em todos os

estudos de transfeccao in vitro que se seguiram.

A internalizacéo celular dos vetores foi verificada através de live cell imaging e para comparar
a eficiéncia de transfeccao foram realizados estudos com diferentes end-points de transfeccao.
Foi demonstrado que ambos os vetores possuiam a capacidade de atravessar a membrana
celular e entrar no ndcleo, no entanto, o mcDNA-p53 foi o vetor que apresentou maior
eficiéncia de transfeccao. Através de RT-PCR, foi comprovado o sucesso da transcricao do gene
de interesse transportado pelos vetores utilizados. Através de Western Blot, verificou-se que a
expressdao de proteina p53 era maior em células transfectadas com mcDNA-p53 quando
comparada com células transfectadas com PP-p53. Estes resultados também foram
comprovados pela quantificacao de proteina p53 através do ensaio ELISA, concordando com o
facto de que o vetor que permite uma maior eficiéncia de transfeccao, também vai dar origem

a um maior nimero de transcritos e da respetiva proteina alvo.

Através da contagem do nimero de células viaveis ao longo do tempo, foi possivel verificar que
0 mcDNA-p53 provocou maior inibicao da proliferacdo celular que o PP-p53. A mesma tendéncia
foi observada nos estudos de viabilidade de células cancerigenas com resazurina. Os resultados
da viabilidade celular obtidos com Fibroblastos indicaram que os vetores utilizados nao causam
efeitos citotdxicos, no entanto, a diferenca observada entre os dois vetores pode estar
relacionada com o processo de purificacao aplicado em cada situacao, sugerindo que o vetor
de mcDNA-p53 apresenta menor contedo de impurezas que se reflete numa maior viabilidade
celular. Considerando estas evidéncias, futuramente podera ser avaliado o grau de pureza do
mcDNA-p53 obtido pela estratégia de cromatografia de filtracdo em gel, realizando a
quantificacdo de impurezas como DNA gendmico, proteinas e endotoxinas. Por ultimo, foi
avaliada a inducao da apoptose, confirmando que os niveis aumentados de proteina p53
avaliados anteriormente induzem a morte celular programada. Mais uma vez, o vetor de
mcDNA-p53 apresentou resultados mais promissores em comparagao com o PP-p53.
Futuramente, também se podera confirmar a ativacdo da via da apoptose mediada pela

proteina p53, através da detecédo de proteinas pro-apoptoticas como Bcl-2 e BAX.

Deste modo, a primeira parte deste trabalho permitiu verificar que o vetor de DNA minicircular
€ mais eficiente e vantajoso do que o vetor de DNA plasmidico para futuras aplicacoes em
terapia génica. A ativacao da apoptose em células cancerigenas pelo mcDNA-p53 mostra a

potencial aplicacao deste vetor no tratamento do cancro do colo do Utero.
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Numa segunda vertente deste trabalho de mestrado, foi realizada a construcao de um vetor de
mcDNA multigénico, com clonagem de dois genes terapéuticos no PP, nomeadamente com o
gene p53 e com o gene pri-miRNA-375. As células E. coli ZYCY10P3S2T foram transformadas
com o vetor multigénico e foi confirmada a presenca dos dois genes terapéuticos por PCR. Os
resultados obtidos através do estudo preliminar de transfeccao in vitro em células CaSki,
mostraram um aumento dos niveis de transcritos de p53, proveniente da acdo do promotor
CMV7. Contudo, a alteracao dos niveis de transcritos dos oncogenes E6 e E7 ndo foi tdo notoria,
sendo importante fazer futuramente uma avaliacao ao longo do tempo, de modo a comprovar
a influéncia do miRNA-375 e compreender a diferenca de expressao entre os promotores CMV7
e EF1.

Considerando o elevado potencial terapéutico deste vetor multigénico, futuramente também
poderao ser realizados estudos comparativos com vetores de mcDNA contendo cada gene
individual, no sentido de verificar se este vetor multigénico é mais eficaz ao induzir dois

mecanismos de acdo anticancerigena em simultaneo.
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the therapeutic expression cassette.
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ANEXO 11

Relatorio de sequenciacdo da mutagénese.
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Mutagenesis Report

Plasmid template: Parental Plasmid Sequence (Kanamycin resistant)
Required mutant: insertion EcoRV and Scal

> Parental Plasmid Sequence (~%GC: 54,57; ~8222 bp) (wild-type)

ACATTACCCTGTTATCCCTAGATGACATTACCCTGTTATCCCAGATGACATTACCCTGTTATCCCTAGAT GACATTACCCTGT TATCCCTAGATGACA
TTTACCCTGTTATCCCTAGATGACATTACCCT GTTATCCCAGATGACAT TACCCTGTTATCCCTAGATACAT TACCCTGTTATCCCAGATGACATACC
CTGTTATCCCTAGATGACATTACCCTGTTATCCCAGATGACATTACCCTGTTATCCCTAGATACATTACCCTGT TATCCCAGATGACATACCCTGTTA
TCCCTAGATGACATTACCCTGTTATCCCAGATGACAT TACCCTGT TATCCCTAGATACATTACCCTGTTATCCCAGATGACATACCCTGTTATCCCTA
GATGACATTACCCTGTTATCCCAGATGACATTACCCTGT TATCCCTAGATACATTACCCTGT TATCCCAGATGACATACCCTGT TATCCCTAGATGAC
ATTACCCTGTTATCCCAGATGACATTACCCTGTTATCCCTAGATACATTACCCTGTTATCCCAGATGACATACCCTGTTATCCCTAGATGACATTACC
CTGTTATCCCAGATGACATTACCCTGTTATCCCTAGATACATTACCCTGTTATCCCAGATGACATACCCTGT TATCCCTAGATGACATTACCCTGTTA

CTCAGCGGCCGCGGTGCCA > > ) “CGGGCGCGACTAGTGAATT

TAGTGAACCGTCAGATCGCCTGGAG) CATCCACGCTGTTTTGACCTCCATAG. TCTAG

GCCCCCTCTGAGTCAGGARACATT TTCAGACCTATGGAAACT ACT TCCTGARAACARCETIC TG TCCCCCTTGECGTCCCARGCARTGGATGATTTGR
TGCTGTCECCaEACGATATTGARCART GETTCACTGARGACCCAGGT CCAGATGARGCTCCCAGART GECAGAGGCT GETCCECETATEEOCCCTACA
CCAGCAGCTCCTACACEGECGECCCETGCACCAGCEECCTCCTGGECCCCTGTCATCTTCTGTCCCTTCECAGARARCCTACCAGGGCAGCTACGETTT
CCGTCTGGGCTTCT TGCATTCT GEGACAGCCARGTCTGTGACTTGCACGTACTCCCCTGCCCTCARCAAGATGTTTTGCCARCT GGCCARGACCTGED
CTGTGCAGCTGTGEATT AT TCCACACCCCEECCC66CACCCGEETCCGCGCCATGGCCATCTACARGCAGT CACAGCACAT GACGGAGGTTGTGAGG
CGCTGCCCCCACCATGAGCGCTGCTCAGATAGCGATGET CTGECCCCTCCTCAGCATCTTATCCGAGTGGAAGGARATTTGCGTGTGGAGTATTTGEA
TGACAGARACACTT TTCGACATAGTGTGGTGETGCOCTATGAGCCGCCTGAGGT TGGCT CTGACTGTACCACCATCCACTACARCTACATGT GTARCA
GTTCCTGCATGEGCGECAT GAACCGGAGGCCCATCCT CACCATCATCACACT GGARGACTCCAGTGG TAATCTACTGGEACEGAACAGCTTTGAGETE
CaTGTTTGTGCCTGTCCTGGEAGAGACCOGCGCACAGAGGARGAGARTCTCCGCARGRARGGGGAGCCTCACCACGAGCTGCOCCCAGGGAGCACTAR
BCGAGCACTGCCCARCARCACCAGCTCCTCTCCCCAGCCARNGANGARRCCACTGOAT GEAGAAT AT T TCACCCT TCAGATCCOT GGGOGTGAGEAET
TCGAGATGTTCCOAGARCTGARTGAGGCCT TGGARCT CARGG AT GCCCAGGCTGOOARGEASCCAGGOOGCAGCAGHOCT CACT CCAGCCACCTGAAG
[CCAARARGEET CAGTCTACCT CECCCCATARRAARCTCATGTTCAAGACAGARGGGCCTGACTCAGACTEA < 52 T C e Ut s
TGO CC 66T GC R T CAGT (66 CAGAGC G CACAT G CCCACAG TCCCCG AG ARG T 166G GGCAGGE AT CLOCARTTCAACE GG TGCCT AGAGARGET
[BGCGOGEGETARAC T GEGARAGTGATGTCE TG TACTGGCTOCGCOTT T TCCCGAGGGT 6 GGCAAGAACCCT ATATARGTGCAGTAGTCACCGTGARD
BTTCITT T TCGCARCGGOT T TaCCGECAGAACACAGC TR ARG CT TOHARGGGCTCGC AT CTCTCCTTCACGCHCCORCCSCCCTACE TEAGGCCGCCA
A G C e T TG TC GG T T GCOGCC TCCOGCC TG TEG TG COT CCTGARCTGOGT COGCC G TCTAGGT ARG T T TARAGCT CAGGTCGAGRCDGE
NGO 7C CCT TG GAGCCTACCT AGACT C A\ o e T T e T

C|

TG e ECGCCGT TACAGAT CORRACT G IGACCGECGCOTA] * T+ = ATGGAGAG CEACGAGAGCGECCTGCCOGCCATGRAGAT CGA
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CCTTTTACGCTATGTGGATACGCTGCTTTAATGCCTTTGTATCATGCTATTGCTTCCCGTATGGCTTTCATTTTCTCCTCCTTGTATAAATCCTGGTT
GCTGTCTCTTTATGAGGAGT TGTGGCCCGT TGTCAGGCAACGTGGCGTGGTGTGCACTGTGT TTGCT GACGCAACCCCCACTGGT TGGGGCATTGCCA
CCACCTGTCAGCTCCTTTCCGGGACTTTCGCT TTCCCCCTCCCTATTGCCACGGCGGAACTCAT CGCCGCCTGCCTTGCCCGCT GCTGGACAGGGGCT
CGGCTGTTGGGCACTGACAATTCCGTGGTGTTGT CGGGGARATCATCGTCCTTTCCTTGGCTGCTCGCCTGTGTTGCCACCTGGATTCTGCGCGGGAC
GTCCTTCTGCTACGTCCCTTCGGCCCTCAATCCAGCGGACCT TCCTTCCCGCGGCCTGCTGCCGGCTCTGCGGCCTCTTCCGCGTCTTCGCCTTCGCC
CTCAGACGAGTCGGATCTCCCTTTGGGCCGCCTCCCCGCCTGGTACCTT TAAGACCAAT GACTTACAAGGCAGCTGTAGATCTTAGCCACTTTTTAAA
AGAAAAGGGGGGACT GGAAGGGCTAAT TCACT CCCAACGAAAATAAGATCTGCTTTT TGCTTGTACT GGGTCTCTCTGGT TAGACCAGAT CT GAGCCT
GGGAGCTCTCTGGCTAACTAGGGAACCCACTGCT TAAGCCTCAATAARAGCTTGCCTTGAGTGCT TCAAGTAGTGTGTGCCCGTCTGT TGTGTGACTCT
GGTAACTAGAGATCCCTCAGACCCTTTTAGTCAGT GTGGAAAAT CTCTAGCAGTAGTAGTTCATGTCATCTTAT TATTCAGTAT TTATAACTTGCAAA
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GAAATGAATATCAGAGAGT GAGAGGAACTTGTTTATTGCAGCTTATAAT GGT TACAAATAAAGCAATAGCAT CACAARATT TCACARATAAAGCATTTT
TTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTT TGTCCAARACT CATCAATGTATCTTATCATGTCTGGCTCTAGCTATCCCGCCCCTAACTCCGCCCAGTTCCGCCC
ATTCTCCGCCCCTCCCGCCCCTAACTCCGCCCAATGGCTGACTAATTTTTTTTAT TTATGCAGAGGCCGAGGCCGCCTCGGCCTCTGAGCTATTCCAG
AAGTAGTGAGGAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGACTT TTGCAGATCGACCCATGGGGGCCCGCCCCAACTGGGGTAACCTTTGAGT TCTCTCAGTTGGGG
GTAATCAGCATCATGATGTGGTACCACATCATGATGCTGATTATAAGAATGCGGCCGCCACACT CTAGTGGATCT CGAGT TAATAAT TCAGAAGAACT
CGTCAAGAAGGCGATAGAAGGCGATGCGCTGCGAATCGGGAGCGGCGATACCGTARAGCACGAGGAAGCGGT CAGCCCATTCGCCGCCAAGCTCTTCA
GCAATATCACGGGTAGCCAACGCTATGTCCTGATAGCGGT CCGCCACACCCAGCCGGCCACAGT CGATGAAT CCAGAARAGCGGCCATTTTCCACCAT
GATATTCGGCAAGCAGGCATCGCCATGGGTCACGACGAGATCCT CGCCGTCGGGCAT GCTCGCCT TGAGCCTGGCGAACAGT TCGGCTGGCGCGAGCT
CCTGATGCTCTTCGTCCAGATCAT CCTGAT CGACAAGACCGGCTTCCATCCGAGTACGTGCTCGCTCGAT GCGATGTTTCGCTTGGT GGTCGAAT GGG
CAGGTAGCCGGATCAAGCGTATGCAGCCGCCGCAT TGCAT CAGCCATGATGGATACT TTCTCGGCAGGAGCARGGTGTAGATGACATGGAGATCCTGC
CCCGGCACTTCGCCCAATAGCAGCCAGTCCCT TCCCGCT TCAGT GACAACGT CGAGCACAGCTGCGCAAGGAACGCCCGTCGTGGCCAGCCACGATAG
CCGCGCTGCCTCGTCTTGCAGT TCATT CAGGGCACCGGACAGGTCGGTCT TGACARAAAGAACCGGGCGCCCCTGCGCTGACAGCCGGAACACGGCGG
CATCAGAGCAGCCGATTGTCTGTTGTGCCCAGTCATAGCCGAATAGCCTCTCCACCCAAGCGGCCGGAGAACCTGCGTGCAATCCATCTTGTTCAATC
ATGCGAAACGATCCTCATCCTGTCTCTTGATCAGAGCTTGATCCCCT GCGCCAT CAGAT CCTTGGCGGCGAGAAAGCCAT CCAGTTTACT TTGCAGGG
CTTCCCAACCTTACCAGAGGGCGCCCCAGCTGGCAATTCCGGTTCGCTTGCTGT CCATAAAACCGCCCAGTCTAGCTAT CGCCATGTAAGCCCACTGC
AAGCTACCTGCTTTCTCTTTGCGCTTGCGTTTTCCCT TGTCCAGATAGCCCAGTAGCTGACATT CATCCGGGGT CAGCACCGTTTCTGCGGACTGGCT
TTCTACGTGCTCGAGGGGGGCCAAACGGTCTCCAGCTTGGCTGTT TTGGCGGATGAGAGAAGATT TTCAGCCTGATACAGAT TAAAT CAGAACGCAGA
AGCGGTCTGATAAAACAGAATT TGCCTGGCGGCAGTAGCGCGGTGGT CCCACCTGACCCCAT GCCGAACT CAGAAGT GAAACGCCGTAGCGCCGATGG
TAGTGTGGGGTCTCCCCATGCGAGAGTAGGGAACT GCCAGGCAT CAAATAAAACGAAAGGCT CAGTCGAAAGACTGGGCCTTTCGTTTTATCTGTTGT
TTGTCGGTGAACGCTCTCCTGAGTAGGACAAATCCGCCGGGAGCGGATT TGAACGTT GCGAAGCAACGGCCCGGAGGGT GGCGGGCAGGACGCCCGLCT
ATAAACTGCCAGGCATCAAATTAAGCAGAAGGCCATCCT GACGGATGGCCTTTTTGCGT TTCTACAAACTCTTTTGT TTATTTTTCTAAATACATTCA
AATATGTATCCGCT CATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGT CAGACCCCGTAGAAAAGAT CAAAGGATCTTCT TGAGATCC
TTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTT GCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGA
AGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCARATACTGTCCTTCTAGT GTAGCCGTAGT TAGGCCACCACT TCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACA
TACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGT GGCGATAAGTCGTGT CTTACCGGGT TGGACTCAAGACGATAGT TACCGGATAAGGC
GCAGCGGTCGGGCT GAACGGGGGGT TCGT GCACACAGCCCAGCT TGGAGCGAACGACCTACACCGAACT GAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAA
GCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGT CGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCT TCCAGGGGGAAACGCC
TGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTT TTGTGATGCT CGT CAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAG
CAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTT TCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCG
CCTTTGAGTGAGCT GATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGT GAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTC
CTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGTATACACTCCGCTATCG
CTACGTGACTGGGT CATGGCTGCGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCT TACAGACAAGC
TGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGT TTTCACCGT CATCACCGAAACGCGCGAGGCAGCAGAT CAATT CGCGCGCGAAGGCGAAGCGGT
ATGCATAATGTGCCTGTCAAAT GGACGAAGCAGGGAT TCTGCAAACCCTATGCTACT CCGTCAAGCCGTCAATTGTCTGATTCGTTACCAATTATGAC
AACTTGACGGCTACATCATTCACTTTTTCTTCACAACCGGCACGGAACTCGCTCGGGCTGGCCCCGGTGCATTTTTTARATACCCGCGAGAAATAGAG
TTGATCGTCAAAACCAACATTGCGACCGACGGTGGCGATAGGCAT CCGGGTGGT GCTCARAAGCAGCTTCGCCTGGCTGATACGT TGGTCCTCGCGCC
AGCTTAAGACGCTAATCCCTAACT GCTGGCGGAAAAGAT GTGACAGACGCGACGGCGACAAGCAAACATGCT GTGCGACGCTGGCGAT
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> Parental Plasmid Sequence (insertion EcoRV and Scal, ~8222 bp)

ACATTACCCTGTTATCCCTAGATGACATTACCCTGTTATCCCAGATGACATTACCCTGTTATCCCTAGATGACATTACCCTGTTATCCCTAGATGACA
TTTACCCTGTTATCCCTAGATGACATTACCCTGTTATCCCAGATGACAT TACCCTGTTATCCCTAGATACAT TACCCTGTTATCCCAGATGACATACC
CTGTTATCCCTAGATGACATTACCCTGTTATCCCAGATGACATTACCCTGTTATCCCTAGATACATTACCCTGT TATCCCAGATGACATACCCTGTTA
TCCCTAGATGACATTACCCTGTTATCCCAGATGACAT TACCCTGT TATCCCTAGATACATTACCCTGTTATCCCAGATGACATACCCTGTTATCCCTA
GATGACATTACCCTGTTATCCCAGATGACATTACCCTGTTAT CCCTAGATACATTACCCTGT TAT CCCAGATGACATACCCTGT TATCCCTAGATGAC
ATTACCCTGTTATCCCAGATGACAT TACCCTGTTATCCCTAGATACATTACCCTGTTATCCCAGATGACATACCCTGTTATCCCTAGATGACATTACC
CTGTTATCCCAGATGACATTACCCTGTTATCCCTAGATACAT TACCCTGTTATCCCAGATGACATACCCTGTTATCCCTAGATGACATTACCCTGTTA

G
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5
a
X

g

8

a

a

Q

i

I3

TATCCGCCACC]

CAATCAACCTCTGGATTACAAAATTTGTGAAAGAT TGACTGGTATTCTTAACTATGTTGCT
CCTTTTACGCTATGTGGATACGCTGCTTTAATGCCTTTGTATCATGCTATTGCTTCCCGTATGGCTTTCATTTTCTCCTCCTTGTATAAATCCTGGTT
GCTGTCTCTTTATGAGGAGT TGTGGCCCGTTGTCAGGCAACGTGGCGTGGTGTGCACTGTGT TTGCTGACGCAACCCCCACTGGTTGGGGCATTGCCA
CCACCTGTCAGCTCCTTTCCGGGACTTTCGCTTTCCCCCTCCCTATTGCCACGGCGGAACTCAT CGCCGCCTGCCTTGCCCGCTGCT GGACAGGGGCT
CGGCTGTTGGGCACTGACAATTCCGTGGTGTTGT CGGGGAAATCATCGTCCTTTCCTTGGCTGCT CGCCTGTGT TGCCACCTGGATT CTGCGCGGGAC
GTCCTTCTGCTACGTCCCTTCGGCCCTCAATCCAGCGGACCTTCCTTCCCGCGGCCTGCTGCCGGCTCTGCGGCCTCTTCCGCGTCTTCGCCTTCGCC
CTCAGACGAGTCGGATCTCCCTTTGGGCCGCCTCCCCGCCTGGTACCTTTAAGACCAATGACT TACAAGGCAGCTGTAGATCTTAGCCACTTTTTAAA
AGARAAGGGGGGACT GGAAGGGCTAAT TCACT CCCAACGAAAATAAGAT CTGCTTTT TGCTTGTACT GGGTCTCTCTGGT TAGACCAGATCTGAGCCT
GGGAGCTCTCTGGCTAACTAGGGAACCCACTGCTTAAGCCTCAATAAAGCTTGCCTTGAGTGCT TCAAGTAGTGTGTGCCCGTCTGTTGTGTGACTCT
GGTAACTAGAGATCCCTCAGACCCTTT TAGTCAGT GTGGAAAAT CTCTAGCAGTAGTAGTTCATGTCATCTTATTATTCAGTATTTATAACT TGCAAA
GAAATGAATATCAGAGAGT GAGAGGAACTTGTTTATTGCAGCTTATAAT GGT TACAAATAAAGCAATAGCAT CACAAATTTCACAAATAAAGCATTTT
TTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTATCATGT CTGGCTCTAGCTATCCCGCCCCTAACTCCGCCCAGTTCCGCCC
ATTCTCCGCCCCTCCCGCCCCTAACTCCGCCCAATGGCTGACTAATTTTTTTTAT TTAT GCAGAGGCCGAGGCCGCCTCGGCCTCTGAGCTATTCCAG
AAGTAGTGAGGAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGACT TTTGCAGATCGACCCATGGGGGCCCGCCCCAACTGGGGTAACCTTTGAGT TCTCTCAGTTGGGG
GTAATCAGCATCATGATGTGGTACCACAT CATGATGCTGATTATAAGAAT GCGGCCGCCACACTCTAGT GGATCT CGAGT TAATAAT TCAGAAGAACT
CGTCAAGAAGGCGATAGAAGGCGAT GCGCTGCGAATCGGGAGCGGCGATACCGT AAAGCACGAGGAAGCGGT CAGCCCAT TCGCCGCCAAGCTCTTCA
GCAATATCACGGGTAGCCAACGCTATGTCCTGATAGCGGT CCGCCACACCCAGCCGGCCACAGT CGATGAAT CCAGAAAAGCGGCCATTTTCCACCAT
GATATTCGGCAAGCAGGCATCGCCATGGGT CACGACGAGATCCT CGCCGTCGGGCAT GCTCGCCT TGAGCCTGGCGARCAGT TCGGCTGGCGCGAGCC
CCTGATGCTCTTCGTCCAGATCATCCTGATCGACAAGACCGGCTTCCATCCGAGTACGTGCTCGCTCGATGCGATGT TTCGCTTGGT GGTCGRATGGG
CAGGTAGCCGGATCAAGCGTATGCAGCCGCCGCATTGCATCAGCCATGATGGATACT TTCTCGGCAGGAGCAAGGTGTAGAT GACAT GGAGATCCTGC
CCCGGCACTTCGCCCAATAGCAGCCAGTCCCT TCCCGCT TCAGT GACAACGT CGAGCACAGCTGCGCAAGGAACGCCCGTCGTGGCCAGCCACGATAG
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CCGCGCTGCCTCGTCTTGCAGT TCATT CAGGGCACCGGACAGGT CGGTCT TGACAAAAAGAACCGGGCGCCCCTGCGCT GACAGCCGGAACACGGCGG
CATCAGAGCAGCCGATTGTCTGTTGTGCCCAGTCATAGCCGAATAGCCT CTCCACCCAAGCGGCCGGAGAACCTGCGTGCAATCCATCTTGTTCAATC
ATGCGAAACGATCCTCATCCTGTCTCT TGATCAGAGCTTGAT CCCCTGCGCCAT CAGAT CCTTGGCGGCGAGAAAGCCAT CCAGTTTACT TTGCAGGG
CTTCCCAACCTTACCAGAGGGCGCCCCAGCTGGCAATTCCGGTTCGCTTGCTGT CCATAAARACCGCCCAGTCTAGCTATCGCCATGTAAGCCCACTGC
AAGCTACCTGCTTTCTCTTTGCGCTTGCGTTTTCCCTTGT CCAGATAGCCCAGTAGCTGACATT CATCCGGGGT CAGCACCGTTTCTGCGGACT GGCT
TTCTACGTGCTCGAGGGGGGCCAAACGGTCTCCAGCT TGGCTGT TTTGGCGGAT GAGAGAAGAT TTTCAGCCTGATACAGAT TAAATCAGAACGCAGA
AGCGGTCTGATAAAACAGAATTTGCCT GGCGGCAGTAGCGCGGTGGT CCCACCTGACCCCAT GCCGAACT CAGAAGT GAAACGCCGTAGCGCCGATGG
TAGTGTGGGGTCTCCCCATGCGAGAGT AGGGAACT GCCAGGCAT CAAATAAAACGAAAGGCT CAGTCGAAAGACTGGGCCTTTCGTTTTATCTGTTGT
TTGTCGGTGAACGCT CTCCTGAGTAGGACAAATCCGCCGGGAGCGGATT TGAACGTT GCGAAGCAACGGCCCGGAGGGT GGCGGGCAGGACGCCCGLC
ATAAACTGCCAGGCATCAAATTAAGCAGAAGGCCATCCTGACGGATGGCCTTTTTGCGTTTCTACAAACTCTTTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCA
AATATGTATCCGCTCATGACCARAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACT GAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGAT CAAAGGATCT TCTTGAGATCC
TTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGAT CAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGA
AGGTAACTGGCT TCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTT CTAGT GTAGCCGTAGT TAGGCCACCACT TCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACA
TACCTCGCTCTGCTAATCCTGT TACCAGT GGCTGCTGCCAGT GGCGATAAGT CGTGT CTTACCGGGT TGGACTCAAGACGATAGT TACCGGATAAGGT
GCAGCGGTCGGGCT GAACGGGGGGT TCGTGCACACAGCCCAGCT TGGAGCGAACGACCTACACCGAACT GAGATACCTACAGCGTGAGCTAT GAGARA
GCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGT CGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCC AMACGCC
TGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTT TTGTGATGCT CGT CAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAG
CAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGT TATCCCCTGATTCT GTGGATAACCGTATTACCG
CCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGT CAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTC
CTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGT TAAGCCAGTATACACT CCGCTATCG
CTACGTGACTGGGT CATGGCTGCGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCT CCCGGCATCCGCT TACAGACAAGT
TGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGT TTTCACCGT CATCACCGAAACGCGCGAGGCAGCAGAT CAATT CGCGCGCGAAGGCGARAGCGGC
ATGCATAATGTGCCTGTCAAAT GGACGAAGCAGGGAT TCTGCAAACCCTATGCTACT CCGTCAAGCCGTCAATTGTCTGATTCGTTACCAATTATGAC
AACTTGACGGCTACATCATTCACTTTTTCT TCACAACCGGCACGGAACT CGCTCGGGCT GGCCCCGGTGCATTTTTTAAATACCCGCGAGAAATAGAG
TTGATCGTCAAAACCAACATTGCGACCGACGGTGGCGATAGGCAT CCGGGTGGT GCT CAAAAGCAGCT TCGCCTGGCTGATACGT TGGTCCTCGCGCC
AGCTTAAGACGCTAATCCCTAACT GCTGGCGGAAAAGAT GTGACAGACGCGACGGCGACAAGCAAACAT GCTGTGCGACGCTGGCGAT

EcoR
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Sequencing Results

wT CCAAGCTGTGACCGGCGCCTACGCTAGACGCCACCATGGAGAGCGACGAGAGCGGCCTGC
seq CCAAGCTGTGACCGGCGCCTACGATATCCGCCACCATGGAGAGCGACGAGAGCGGCCTGC

FAEAFIFAAEFAFFAAFAAEASF L FE A A A FF A A AAA A AR AA A A A A A A S A A AL

wT CCGCCATGGAGATCGAGTGCCGCATCACCGGCACCCTGAACGGCGTGGAGTTCGAGCTGG
seq CCGCCATGGAGATCGAGTGCCGCATCACCGGCACCCTGAACGGCGTGGAGT TCGAGCT GG

R e s
wT TGGGCGGCGGAGAGGGCACCCCCAAGCAGGGCCGCATGACCAACAAGATGAAGAGCACCA
seq TGGGCGGCGGAGAGGGCACCCCCAAGCAGGGCCGCATGACCAACAAGATGAAGAGCACCA

R e e ]
wT AAGGCGCCCTGACCTTCAGCCCCTACCTGCTGAGCCACGTGATGGGCTACGGCTTCTACC
seq AAGGCGCCCTGACCTTCAGCCCCTACCTGCTGAGCCACGTGATGGGCTACGGCTTCTACC

R e R e R ]

wT ACTTCGGCACCTACCCCAGCGGCTACGAGAACCCCT TCCTGCACGCCATCAACAACGGCG
seq ACTTCGGCACCTACCCCAGCGGCTACGAGAACCCCTTCCTGCACGCCATCAACAACGGCG

tEEE AR AR R RS R RS R R RS SRR R Rt REEEE SRR EEEEEE]
wT GCTACACCAACACCCGCATCGAGAAGTACGAGGACGGCGGCGTGCTGCACGTGAGCTTCA
seq GCTACACCAACACCCGCATCGAGAAGTACGAGGACGGCGGCGTGCTGCACGTGAGCTTCA

B
wT GCTACCGCTACGAGGCCGGCCGCGTGATCGGCGACT TCAAGGTGGTGGGCACCGGCTTCC
seq GCTACCGCTACGAGGCCGGCCGCGTGATCGGCGACT TCAAGGTGGTGGGCACCGGCTTCC

R e s
WT CCGAGGACAGCGTGATCTTCACCGACAAGATCATCCGCAGCAACGCCACCGTGGAGCACC
seq CCGAGGACAGCGTGATCTTCACCGACAAGAT CATCCGCAGCAACGCCACCGTGGAGCACC

AA R AR AR A AR A AR A AR AR A AR A A A A AR A A A A AR AR A AR AR AR A AR AR A AR AR
wT TGCACCCCATGGGCGATAACGTGCTGGTGGGCAGCT TCGCCCGCACCTTCAGCCTGCGCG
seq TGCACCCCATGGGCGATAACGTGCTGGTGGGCAGCT TCGCCCGCACCTTCAGCCTGCGCG

R R R R ]

wT ACGGCGGCTACTACAGCTTCGTGGTGGACAGCCACATGCACT TCAAGAGCGCCATCCACC
seq ACGGCGGCTACTACAGCTTCGTGGTGGACAGCCACATGCACT TCAAGAGCGCCATCCACC

tEEE AR AR SRR RS R RS R RS SRR R Rt R REEEE SRR EEEEEE]
wT CCAGCATCCTGCAGAACGGGGGCCCCATGTTCGCCTTCCGCCGCGTGGAGGAGCTGCACA
seq CCAGCATCCTGCAGAACGGGGGCCCCATGTTCGCCT TCCGCCGCGTGGAGGAGCTGCACA

R T T
wT GCAACACCGAGCTGGGCATCGTGGAGTACCAGCACGCCT TCAAGACCCCCATCGCCTTCG
seq GCAACACCGAGCTGGGCATCGTGGAGTACCAGCACGCCTTCAAGACCCCCATTGCCTTCG

R e

WT CCAGATCCCGCGCTCAGTCGTCCAATTCTGCCGTGGACGGCACCGCCGGACCCGGCTCCA
seq CCAGATCCCGCGCTCAGTCGTCCAATTCTGCCGTGGACGGCACCGCCGGACCCGGCTCCA
EEEE RS EE R SR AR EEREE RS R E RS R E R R R RS R EREE R RS EEEER RS
wT CCGGATCTCGCTAAGTCGACAATCAACCTCTGGATTACAAAATTTGTGAAAGATTGACTG
seq CCGGATCTCGCTAAGTACTCAATCAACCTCTGGATTACAAAATTTGTGAAAGATTGACTG
EEE RS RS E R R R RS LEE R R RS R LR RS R R R R RS R R R RS RS R Rt R R R SR E]
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Certificate of Analysis
Test Result
Sanger Sequencing Pass
Sequencing Alignment Pass
DNA Quality (Miniprep: 0.5-1 pg, 0D260/280 =1.7~2.0). Free of contamination Pass

(’.},mé Al

Approved by:

José Prates
Senior Manager, Quality Systems

Revised 10/17
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ANEXO IV

Relatorio de clonagem do fragmento pri-miRNA-375 no vetor PP-p53 mutado.

GENESYNTHESISREPORT

No. :ZG180235 -1

Plasmid Information:

Work No. |Y0006840-1

Gene Name. jorigene pri-mir-375,VEC-8222

Length(bp) |627

Order Date |2018/4/21 9:37:51

Vector [VEC-8222

Delivery Date. |2018-7-27

Plasmid No.

Y0006840-1-F77686

Storage| 20T

Cloning Site.  [ECORV-Scal

Host| Top10

Resistance.

Kan+

Plasmid Qty. |4ug /Vial

Note.,

GeneCust keeps the bacterial stock of the plasmid and a copy of sequencing report

for three months.

Restriction Enzyme Digestion Analysis:

Results

Description

Enzyme: EcoRV/Xbal
Expected Size: 1750/6322

Marker Ladder:

Marier i 1Kb DNA Ladder

97



