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Resumo

Nas últimas duas décadas, devido ao crescente interesse do uso de DNA plasmídico como vector não viral na terapia génica, bem como na produção de vacinas de DNA, aumentou significativamente a necessidade de produzir grandes quantidades de DNA plasmídico para fins terapêuticos. Reveste-se assim de grande importância a optimização dos processos de produção e purificação, tendo em vista a obtenção de grandes quantidades de um produto de elevado grau de pureza, com minimização dos custos de produção.
Os métodos de separação e purificação baseados em interacções de afinidade são bastante promisssores, devido à sua elevada especificidade, no entanto, os custos elevados das macromoléculas utilizadas como ligandos, limita a sua aplicação potencial generalizada. Assim sendo, há a necessidade de usar outros ligandos mais baratos, surgindo como alternativa as pequenas moléculas que ligam ao DNA, destacando-se os antibióticos antitumorais e agentes anticarcinogénicos. A utilização destas pequenas moléculas como ligandos na purificação de afinidade de DNA plasmídico (pDNA), podem, num futuro próximo, ser implementadas como técnicas preferenciais na purificação de DNA com enorme potencial.
O principal objectivo deste trabalho foi testar a possibilidade de utilizar, os antibióticos canamicina e berenil como ligandos de afinidade na purificação de plasmídeos.

Foi realizado o estudo da interacção da canamicina e do berenil com um plasmideo modelo (pVAX1LacZ) através da titulação fluorimétrica do pDNA com brometo de etídio (BrEt) pelo método de Strothkam, na ausência e na presença de cada um dos ligandos. Foi também determinada a influência da concentração de cloreto de sódio (NaCl), nesta interacção Os dados foram analisados utilizando o gráfico e a equação de Scatchard tendo-se determinado para cada caso a constante de ligação.
Ambos os fármacos estudados apresentam um comportamento competitivo em relação ao BrEt. O berenil parece ser um ligando de afinidade promisor para ser utilisado na purificaçõa de pDNA. De facto, para este ligando e para uma concentração de 1,0 M de cloreto se sódio registou-se uma elevada constante de ligação (12849,00 M-1) que diminui substancialmente para concentrações superiores ou inferiores deste sal. Estes resultados são importantes para uma possível utilização em cromatografia de afinidade, uma vez que sugerem um método simples para a ligação e eluição do plasmídeo de um suporte derivatizado com este ligando. 
Foi testada a utilização do berenil como ligando em cromatografia de afinidade.
Contudo os ensaios preliminares, não foram muito conclusivos, uma vez que, o facto de não se ter conseguido reter o pDNA na coluna, pode ser devido à baixa densidade de ligandos imobilizados na coluna. 

Palavras – Chave: DNA plasmídico, ligandos de afinidade, purificação de DNA plasmídico, cromatografia de afinidade.
Abstract

In the last two decades, the use of plasmid DNA as a non viral vector in gene therapy and DNA vaccination for the treatment of cancer and infectious diseases has gain a considerable interest. So, it is essential to devise processes whereby plasmid DNA can be manufactured to meet the quality and economic requirements projected for future gene therapy and DNA vaccine agents.  

The methods of separation and purification based in affinity interactions are very promising, due to its higher specificity, however, the utilization of expensive macromolecular biomolecules prevents their wide application. The utilization of small molecules that bind DNA with high specificity, like certain antibiotics and anticancer agents could represent a good alternative.  The utilization of these small molecules as ligands in affinity purification of plasmid DNA, has a great potential and in the future could be a preferencial metodology for DNA purification.
The aim of this work was to test the possibility of using antibiotics (kanamycin and berenil) with affinity for the DNA as ligands in plasmid purification.

The interaction between kanamycin and berenil with a model plasmid (pVAX1LacZ) was assessed by fluorimetry titration of the pDNA with ethidium bromide, in the absence and in the presence of the ligand, by the method of Strothkamp. The influence of sodium chloride (NaCl) in this interaction was also evaluated. All the data was analysed using the plots and the equation of Scatchard and the binding constants determined for each condition.

Both compounds showed a competitive behaviour in relation to the BrEt and berenil seems to be a promising ligand for the affinity purification of pDNA. In fact, for this ligand and for a sodium chloride concentration of 1,0M it was found a high binding constant (12849,00 M-1) that decreases for higher and lower concentration of this salt. These results are important for the possible utilization in affinity chromatography as they suggests a simple method for binding and elution of the plasmid to a ligand derivatized support

The utilization of berenil in affinity chromatography was assessed, however the preliminary assays were not very conclusive, as although the plasmid DNA was not retained in the column, this could be due to the lower density of ligands immobilized in the column. 
Keywords: Plasmid DNA, affinity ligands, plasmid DNA purification, affinity chromatography.

	I. Introdução


I. Introdução
1.1. Tecnologia do DNA Recombinante e Suas Aplicações
Actualmente, um dos campos de maior interesse da biotecnologia é a tecnologia do DNA (ácido desoxirribonucleico) recombinante, para aplicação em vacinas de DNA e na terapia génica.

Assim, têm sido desenvolvidos esforços para que, por um lado, seja possível aumentar a produção de produtos como proteínas terapêuticas, enzimas, vacinas, e, por outro lado, aumentar o grau de extracção de produto do meio de fermentação e ainda integrar a fermentação com a recuperação e purificação, de maneira a obter um produto mais puro e económico.

O processo da tecnologia do DNA recombinante (Figura 1) consiste na introdução de uma sequência definida de DNA, em células de outra espécie, envolvendo a união de um fragmento de DNA a uma molécula maior, utilizando enzimas de restrição (endonucleases de restrição) que vão actuar na clivagem da molécula de DNA em sequências específicas. A clivagem com a mesma enzima de restrição cria extremidades complementares que vão depois ser unidas pela acção da enzima DNA ligase. Obtém-se deste modo uma molécula de DNA recombinante que é posteriormente transportada, através de um vector, para o interior da célula hospedeira, normalmente uma bactéria, podendo no entanto ser utilizadas outras células vivas para o efeito.
Dentro da célula hospedeira o vector multiplica-se, produzindo inúmeras cópias idênticas, não só de si própria, como também do gene que transporta. Assim, quando a célula hospedeira se divide, a sua descendência recebe cópias da molécula de DNA recombinante (Prazeres et al., 1999).
A tecnologia do DNA recombinante tem uma grande importância no diagnóstico e terapêutica de doenças genéticas. A identificação dos genes humanos e dos seus fenótipos aumentou rapidamente durante esta ultima década, com o projecto do genoma humano. À medida que as sequências genéticas humanas são conhecidas e identificadas em termos de função, regulação e produto expresso, novas perspectivas terapêuticas podem ser tidas em conta. Deste modo, corrigir alguns defeitos metabólicos com origem em disfunções genéticas, através da administração de proteínas recombinantes, como a insulina e o factor VIII, tornou-se possível apenas após a identificação e clonagem dos respectivos genes (Walsh, 1998).
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Figura 1 - Tecnologia do DNA recombinante.
Figura adaptada de www.mundovestibular.com.
A terapia génica é uma das aplicações da tecnologia do DNA recombinante. Esta terapia é utilizada de forma a prevenir, tratar e curar doenças genéticas ou doenças adquiridas como o cancro ou a SIDA (USA Food and Drug Administration, 1996). De facto, mais de 4000 desordens genéticas específicas parecem resultar directamente da acção de um único gene mutante ou de defeitos em vários genes (Theodossiou et al., 1997; Marcell e Grausz, 1997).
O objectivo da terapia génica é modificar o repertório genético, permitindo substituir um gene defeituoso ou dar uma nova função à célula para a induzir a secretar uma proteína que tenha uma provável função terapêutica. Para além disso, pode também ser utilizada para manipular o sistema imunitário, ou induzir a autodestruição de células doentes (Theodossiou et al., 1997).
Outra aplicação importante da tecnologia do DNA recombinante, consiste na síntese de vacinas de DNA. Este processo consiste na introdução directa do plasmídeo que possui o gene codificador da proteína antigénica, que será expressa no interior das células (Davis et al., 1995; Prazeres et al., 2000).

As vacinas de DNA plasmídico, podem alcançar a mesma protecção que é dada pelos microorganismos virulentos ou atenuados, uma vez que se pensa que podem desencadear vias de expressão semelhantes às dos agentes patogénicos intracelulares (Gurunathan et al., 2000). 

Este tipo de vacinas tem a capacidade de desencadear tanto uma resposta humoral, como celular, o que poderá torná-las potencialmente superiores às vacinas baseadas em proteínas, que promovem geralmente uma resposta humoral (Prather et al., 2003).
Após a vacinação, o DNA plasmídico atinge as células apresentadoras de antigénios (APC), vai desencadear a síntese interna da proteína estranha e é apresentada na superfície da APC através do complexo “major” de histocompatibilidade de classe I (MHC-I). A APC migra para os nódulos linfáticos, onde inicia uma resposta celular imunitária através da maturação ou proliferação de linfócitos CD8+ ou linfócitos T citotóxicos. Pode também ocorrer a libertação da proteína estranha para o espaço extracelular, onde entra em contacto com as células T CD4+ ou células B imaturas, dando origem a uma resposta imunitária humoral (Prather et al., 2003). 

As vacinas de DNA possuem a vantagem de fornecer ao organismo hospedeiro a informação genética necessária para que ele possa fabricar o antigénio necessário para que se desencadeie uma resposta imune. A constante produção de antigénio no interior das células hospedeiras, permite induzir uma resposta imune mais efectiva, isto é, a imunidade persiste por um longo período de tempo (Prud’homme, 2005). Além disso, representa uma metodologia que se aproxima da infecção natural, alcançando a indução da proteína desejada, sem os efeitos colaterais que podem ser gerados quando são introduzidos agentes patogénicos (Prud’homme, 2005).

As vacinas de DNA apresentam também a vantagem de serem de fácil produção, já que, em poucas semanas é possível desenvolver um plasmídeo codificante para uma determinada proteína antigénica, e são mais económicas, uma vez que o DNA é relativamente mais barato quando comparado com as técnicas envolvidas na preparação das vacinas convencionais baseadas em proteínas isoladas ou organismos atenuados (Davis et al., 1995; Mascola, 2006).

1.2. Vectores Utilizados na Tecnologia do DNA Recombinante
Existem vários sistemas que podem ser utilizados como vectores para a entrega do gene, encontrando-se divididos em vectores virais e não virais. Diferentes vírus têm sido adaptados de forma a serem utilizados como vectores de terapia génica. Para que sejam usados em aplicações terapêuticas, os vírus são geneticamente modificados de forma a substituir determinados genes virais pelos genes desejáveis e inibir a sua reprodução de modo a não infectar outras células no corpo humano. A escolha dos vectores virais tem em conta vários factores tais como, o tamanho do fragmento a inserir e que o genoma viral pode acomodar, se a integração nos cromossomas das células alvo é desejável ou não e o balanço toxicidade/benefício (Parasrampuria, 1998). 

De entre os vectores virais destacam-se os retrovírus, adenovírus, herpes simplex, vírus associados a adenovírus e outros sistemas virais alternativos como o vírus da hepatite A e o vírus do papiloma humano. 

O uso de vectores virais na entrega de genes levantou, no entanto, questões de segurança e regulação devido à sua toxicidade e imunogenecidade, bem como a possibilidade de activação e desactivação de genes supressores de tumores (Anderson, 1998; Luo et al., 2000).
Estes factos, levaram à utilização de sistemas não virais como vectores para a entrega dos ácidos nucleicos às células alvo, que se apresentam deste modo como o sistema de transferência génica mais atractivo para fins comerciais (Montain, 2000). 

De entre os vectores não virais encontram-se sistemas como o “DNA nu”, o DNA complexado com lípidos catiónicos e partículas de DNA condensado associado a polímeros catiónicos (em alguns casos contidos em lipossomas). Após a complexação dos ácidos nucleicos terapêuticos, por inserção ou não numa molécula de plasmídeo, obtem-se um vector não viral que pode ser administrado como um fármaco não convencional (Crystal et al., 1995).
Os vectores não virais são mais fáceis de produzir e são menos imunogénicos. No entanto, estima-se que apenas uma em 1000 moléculas de plasmídeo presentes na célula alvo, chega ao núcleo e é expressa (Crystal, 1995). Assim sendo, uma vez que a eficiência e a duração da expressão génica nos tecidos alvo é baixa, este modo de administração génica vai provavelmente requerer tratamentos repetidos e quantidades elevadas de DNA plasmídico (Ledley, 1995).
No entanto, alguns estudos sobre a optimização de vectores não virais e sobre a distribuição dos vectores não virais nas células, permitiram atingir níveis de expressão comparáveis aos obtidos com vectores virais (Marquet et al., 1995).
1.3. Ácidos Nucleicos e DNA Plasmídico

1.3.1. Ácidos Nucleicos


A molécula de DNA é um ácido nucleico que desempenha a função de transportar a informação genética. Estruturalmente, é um polinucleótido em que cada monómero (nucleótido) se liga ao adjacente por uma ligação fosfodiéster, ou seja, os nucleótidos encontram-se ligados entre si. 


Na molécula de DNA as bases encontram-se empacotadas junto ao centro do eixo da hélice, enquanto que no seu exterior se encontram os grupos fosfato, carregados negativamente (em meios com pH> 4). O DNA (tal como o RNA) é uma molécula polianiónica com uma carga global igual ao número de nucleótidos presentes na molécula. A união de duas cadeias de DNA anti-paralelas, resulta numa estrutura em dupla hélice, que é estabilizada por ligações por pontes de hidrogénio entre nucleótidos complementares de cadeias opostas. As bases aromáticas dos nucleótidos estão empilhadas umas sobre as outras e orientadas para o interior da molécula, perpendicularmente à estrutura açúcar-fosfato (Sinden, 1994), conferindo-lhe por isso um carácter altamente hidrofóbico. Uma consequência importante do arranjo espacial dos nucleótidos no DNA é a formação de canais contínuos à sua superfície, que impedem o acesso de solventes e de determinados ligandos aos nucleótidos. Esta acessibilidade é crucial no reconhecimento destas zonas específicas e na ligação ligando-DNA, sendo devidamente explorada no design das operações de purificação deste tipo de moléculas (Prazeres e Ferreira, 2003).
1.3.2. Caracterização do DNA Plasmídico como Vector para Terapia Génica 

O uso de plasmídeos como vectores é quase indispensável na engenharia genética para a expressão génica em células procarióticas (bactérias) e eucarióticas (leveduras). Os plasmídeos são moléculas de DNA circular e extra-cromossomal de cadeia dupla, covalentemente fechadas, codificando uma variedade de funções que não são essenciais para a sobrevivência do hospedeiro, mas incrementam a viabilidade deste para a sobrevivência em condições atípicas (Summers, 1996). Replicam-se de forma autónoma, independente da replicação dos cromossomas, tendo sido usadas em variadíssimas aplicações, incluindo a clonagem e recombinação (Sambrook et al., 1989).

Os plasmídeos podem existir em diferentes combinações topológicas (Siden, 1994). Se o eixo da hélice do DNA plasmídico estiver também enrolado sobre si próprio, forma-se uma estrutura altamente ordenada chamada superenrolada. Se o plasmídeo sofrer desnaturação a estrutura superenrolada perde-se, originando uma estrutura circular aberta, se sofrer um corte em ambas as cadeias a estrutura passa a ser linear (Siden, 1994).

Os plasmídeos usados em terapia génica, possuem normalmente entre 1,5 a 120 Kb em termos de comprimento, sendo o número de cópias por célula de pelo menos uma, ou seja, são moléculas extremamente grandes quando comparadas com as proteínas.

Os plasmídeos são incorporados e produzidos em bactérias que crescem por fermentação, como por exemplo a E. Coli. Quando extraídos encontram-se naturalmente na forma superenrolada, existindo também uma fracção na forma circular aberta (Prazeres et al., 1999).

Ao nível da transfecção nas células alvo e expressão génica, o DNA plasmídico na forma superenrolada é mais eficiente do que na forma aberta, linear e parcialmente desnaturada (Iuliano et al., 2002), uma vez que esta conformação possui elevadas quantidades de energia de Gibbs (G) que é usada nas reacções biológicas, influenciando em grande parte, processos fundamentais que ocorrem nas células como a replicação do DNA, recombinação e transcrição (Vologodski et al., 1992; Sinden, 1994; Summers, 1996). Para além disso, esta conformação plasmídica é muito dinâmica, pois possui ramificações que se formam e se retraem rapidamente (Boles et al., 1990; Vologodski et al., 1992). Assim, como consequência deste comportamento dinâmico, as dimensões e forma da molécula podem alterar-se, isto é, as moléculas de plasmídeo podem deformar-se ou expandir-se através do aumento ou diminuição da força iónica do solvente, respectivamente (Vologodski et al., 1992), ou ainda pela modificação do tipo de contra-iões (Murphy et al., 1999).
Assi sendo, os plasmídeos utilizados na terapia génica, devem dispor de várias características para que sejam capazes de agir como veículo para a entrega de genes às células alvo. A característica mais importante prende-se com a capacidade de replicação dentro da célula hospedeira de maneira a que ocorra a produção de inúmeras cópias de DNA recombinante, que podem posteriormente passar para a sua descendência. Um outro requisito para que um vector seja utilizado na terapia génica é o tamanho, pois deve ser relativamente pequeno, para evitar que se degrade durante o processo de purificação, e também porque os materiais grandes são mais difíceis de manipular (Parasrampuria, 1998).
Para além destas características, os plasmídeos, assim como todos os vectores em geral, devem possuir: elevado número de cópias, pequeno tamanho, estabilidade genética, marcadores de segurança e procedimentos simples para a sua transferência para o microrganismo. A sua utilização em protocolos de terapia génica e vacinas de DNA também tem aumentado, à medida que é demonstrada a sua eficiência como vectores (Robinson et al., 1997; Prud’homme, 2005). 



1.3.3. Especificações de Plasmídeos para Terapia Génica 

Os processos de produção em larga escala devem ser desenvolvidos de forma a produzir uma determinada quantidade (medida em massa ou actividade biológica), com determinadas especificações de pureza, potência, identidade, eficácia e segurança, que geralmente estão associadas ao fim terapêutico a que se destina (USA Food and Drug Administration, 1996).

 Alguns destes requisitos não podem ser estabelecidos à priori, necessitando de ser definidos individualmente durante o desenvolvimento do processo de produção e purificação. As agências reguladoras como a Food and Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos da América e a Agência de Avaliação de Medicamentos Europeia (EMEA) definem estratégias de actuação e parâmetros de qualidade standard, que são bastante úteis no desenvolvimento do processo e do produto (Tabela 1) (Stadler et al., 2004). 

No entanto, existem factores que são específicos do agente terapêutico e da doença (dose, frequência de administração e estado da doença) que são de facto importantes para o estabelecimento das especificações a que deve obedecer o produto.
Tabela 1 - Especificações e recomendações para a avaliação da pureza, segurança e potência do DNA plasmídico (adaptado de Horn et al., 1995; Sofer et al., 1997).   
	Especificação
	Critério de aceitação
	Método Analítico

	Plasmídeo

	Aparência
	Solução clara
	Inspecção visual

	Identidade
	Mapa de restrição
	Mapa de restrição

	Homogeneidade
	> 90% na forma superenrolada
	Gel de agarose e Densitometria

	Concentração
	De acordo com a aplicação
	A260, HPLC, Fluorescência

	Potência
	De acordo com a aplicação
	Transfecção celular

	Impurezas

	Proteínas
	Não detectada <0,01g/dose
	SDS-PAGE

	RNA
	Não detectado <0,05g/g plasmídeo
	Gel de agarose 0,8%

	gDNA
	<0,01g/dose
	Hibridação (blots), PCR, Fluorescência

	Endotoxinas
	<0,1EU/g plasmídeo

< 5 g/Kg peso do corpo
	Método do “Limbus Ameobocyte Lysate”(LAL)


A segurança e potência estão directamente relacionadas com a pureza, uma vez que as impurezas (substâncias indesejáveis internas do sistema que derivam do hospedeiro) e contaminantes (substâncias indesejáveis externas ao sistema que podem ser introduzidas ou adicionadas acidentalmente ou que fazem parte do processo de purificação) podem induzir respostas biológicas ou imunológicas.

Na produção de DNA plasmídico para aplicações terapêuticas, os ácidos nucleicos do sistema hospedeiro (RNA ou DNA genómico), proteínas e endotoxinas são as impurezas que causam maior preocupação, dado que podem ser co-purificadas com o plasmídeo (Wicks et al., 1995; Prazeres et al., 1999; Schleef, 1999).

Quanto a contaminantes, destacam-se as enzimas derivadas de animais (RNase-A, lisoenzima, protease K) e os solventes tóxicos (clorofórmio e fenol), normalmente utilizados em protocolos para o isolamento de plasmídeos (Prazeres et al., 1999). 
  

1.4. Produção de Plasmídeos em Larga Escala 

Devido ao crescente interesse do uso de DNA plasmídico como vector não viral na terapia génica, bem como na produção de vacinas de DNA, aumentou significativamente a necessidade de produzir grandes quantidades de DNA plasmídico para fins terapêutico. Reveste-se assim de grande importância a optimização dos processos de produção e purificação, tendo em vista a obtenção de maiores quantidades de um produto cada vez mais puro, com minimização dos custos de produção (Ferreira et al., 2000).

É fundamental que cada fermentação produza plasmídeos de elevada qualidade. Assim sendo, à medida que a produção de DNA plasmídico por grama de bactéria na fermentação aumenta, a pureza do produto final também aumenta. Embora elevadas densidades celulares sejam importantes para maximizar as produções volumétricas da cultura, um aumento na produção específica de plasmídeo também leva a uma elevada pureza (Carnes, 2005).
A FDA reconhece que as formas circular aberta, linear e com menor grau de enrolamento podem ser, terapêuticamente, menos eficazes que a forma de DNA superenrolado durante a purificação; por isso, o processo fermentativo também deve ser optimizado para produzir uma elevada percentagem de plasmídeo superenrolado (Carnes, 2005).
Contudo a produção de plasmídeos em condições laboratoriais não optimizadas leva a produtividades volumétricas muito baixas (5-40 mg/L) (Prather et al., 2003).
A compreensão, optimização e validação de todos os passos, desde o design do plasmídeo e selecção da estirpe hospedeira para a cultura em grande escala e purificação, são cruciais para que esta nova tecnologia seja comercialmente bem sucedida (Prather et al., 2003). Através de uma cuidadosa selecção e optimização dos parâmetros apropriados, como fontes de carbono e azoto e condições de cultura, podem ser desenvolvidos meios de elevada produtividade e economicamente viáveis.

O desenvolvimento dos processos para a produção de plasmídeo inicia-se à escala laboratorial, com a construção e selecção de vectores de expressão apropriados. Seguidamente, procede-se à optimização das condições de fermentação e por último ao isolamento e purificação do produto pretendido. 
A cada uma destas fases (fermentação, isolamento primário e purificação) estão associados problemas específicos, que na sua maioria estão relacionados com a natureza estrutural dos plasmídeos (elevado peso molecular dando origem a soluções com viscosidade muito elevada, estrutura não globular, flexível e altamente carregada), que não são muito comuns nos processos de produção e purificação de proteínas recombinantes (Prazeres et al., 1999). 
1.5. Processos de Purificação de DNA Plasmídico

A produção de DNA plasmídico em grande escala para uso terapêutico é uma nova área da biotecnologia. Num processo de produção e purificação de uma biomolécula, todos os passos envolvidos devem ser optimizados de modo a obter um produto final com as características desejadas e de um modo económico. 
O processo de produção de plasmídeos, inicia-se com a fermentação (cultura de bactérias contendo o plasmídeo), seguindo-se a recuperação das células resultantes do processo anterior, para posterior lise celular, de modo a recuperar o DNA plasmídico do interior das células. Após a recuperação do lisado, é necessário a purificação do produto, submetendo a solução concentrada de DNA plasmídico com algumas impurezas que são posteriormente removidas, geralmente, a técnicas cromatográficas, para se obter o produto desejado, ou seja, uma solução de plasmídeo pura (Figura 2). 
Actualmente, o grande problema na produção e purificação de plasmídeos para terapia génica e vacinas de DNA, deve-se ao facto desta biomolécula ser utilizada em aplicações terapêuticas, requerendo, um elevado grau de pureza. Os custos da purificação são superiores aos da fermentação, uma vez que na purificação são aplicadas tecnologias mais sofisticadas, sendo também aplicados um maior número de passos para se obter o grau de pureza desejado, levando a uma diminuição do rendimento global do processo.














Figura 2 - Operações unitárias mais comuns nos processos de purificação para a produção de DNA plasmídico em larga escala.

Adaptado de: Diogo et al., 2005


1.5.1. Recuperação Celular

A recuperação celular inicia-se com a recuperação das células do meio de fermentação por técnicas de ultrafiltração ou centrifugação.

Após a separação sólido-líquido, as células obtidas por fermentação são separadas do meio de cultura, sendo o plasmídeo libertado das células conjuntamente com outras impurezas. 

Após a recuperação, as células são ressuspendidas e concentradas num tampão apropriado, que contém ácido etilenodiaminotetraacético (EDTA) que funciona como agente quelante. Este agente quebra as ligações iónicas e de hidrogénio estabelecidas entre lípidos e/ou proteínas e remove os iões Ca2+ e Mg2+ da membrana celular, destabilizando a sua estrutura, facilitando o processo de lise e reduzindo a actividade das nucleases endógenas dependentes de Mg2+ prevenindo assim, a degradação do plasmídeo (Prazeres et al., 1999).

1.5.2. Lise Celular, Clarificação e Concentração  

Na obtenção de DNA plasmídico, a lise celular é de todas as etapas do processo de isolamento e purificação, provavelmente a operação unitária mais crítica e problemática. Neste passo é importante que ocorra a desintegração completa da célula e simultaneamente a libertação de quantidades consideráveis de plasmídeo na conformação superenrolada para o meio envolvente, de modo a garantir rendimentos elevados no bioprocesso. No entanto, outros compostos celulares são igualmente libertados, como por exemplo, RNA, DNA genómico (gDNA), endotoxinas e proteínas (Ferreira et al., 2000).

O processo de lise frequentemente utilizado para a obtenção de DNA plasmídico consiste na adição de uma solução alcalina na presença de detergente, de modo a solubilizar as membranas celulares e assim promover a desnaturação irreversível das proteínas e ácidos nucleicos e reversível do DNA plasmídico (Prazeres e Ferreira et al., 2003).

A lise é seguida da precipitação do gDNA e e algumas proteínas, utilizando uma solução ácida fria. A adição desta solução promove a neutralização do lisado alcalino, promovendo também a formação de agregados floculantes e precipitados (contendo detritos celulares, proteínas desnaturadas, gDNA e RNA) que sedimentam por centrifugação ou são removidas por filtração. Nesta fase, a integridade plasmídica não é afectada, uma vez que após a neutralização, o DNA plasmídico consegue retomar a conformação original (superenrolada) permanecendo em solução, enquanto que o gDNA desnaturado precipita (Prazeres e Ferreira et al., 2003).
O lisado final contém ainda quantidades significativas de proteínas que podem ser precipitadas do lisado com elevadas concentrações de sulfato de amónio (Sousa et al., 2006), RNA e endotoxinas que serão removidas nos processos subsequentes de purificação (O’Mahony et al., 2005).


1.5.3. Purificação Final

A purificação de DNA superenrolado tem sido um procedimento de biologia molecular, que tem como objectivo principal separar o DNA plasmídico na conformação superenrolada (aquela que é activa para fins terapêuticos) das impurezas associadas, formas de plasmídeo desnaturado (forma aberta), gDNA, RNA e endotoxinas que persistem nas amostras (Prazeres et al., 1998).

Assim, os métodos mais utilizados em pequena escala como ultracentrifugação por gradiente de densidade com sacarose ou brometo de etídio, não são viáveis para a larga escala, uma vez que necessitam de muito tempo e são relativamente caros. 
Recentemente tem havido um incremento na pesquisa e desenvolvimento de novos métodos de purificação de plasmídeos, baseados principalmente em técnicas cromatográficas (Diogo et al., 2005). Estas têm sido integradas, como passo único ou combinadas, em vários processos de purificação, no entanto todas elas apresentam algumas desvantagens que limitam a sua implementação. 

O tamanho e propriedades químicas das moléculas alvo de ácidos nucleicos (carga e hidrofobicidade), a acessibilidade das bases nucleotídicas aos ligandos, entre outras propriedades são exploradas com o objectivo de isolar selectivamente e purificar o DNA plasmídico das impurezas (Ferreira et al., 2000). Presentemente estão descritos outros processos que utilizam a precipitação (Lander et al., 2002) e sistemas de duas fases aquosas (Marcos et al., 2007).

Os processos cromatográficos exibem normalmente elevadas selectividades, mesmo em condições de operação suaves, ocorrendo, em geral, à temperatura ambiente, e usando maioritariamente soluções aquosas como eluentes, que não danificam os bioprodutos.

Uma das grandes limitações da purificação de plasmídeos por cromatografia reside na falta de capacidade dos adsorventes existentes, dado que estas moléculas são de grandes dimensões, ligando-se apenas à superfície externa e à camada fina exterior dos adsorventes (Prazeres et al., 1998; Ljunglöf et al., 1999).

As biomoléculas são purificadas usando técnicas cromatográficas que as separam de acordo com propriedades específicas (Figura 3). Os tipos de cromatografia mais aplicados à purificação de DNA plasmídico incluem a cromatografia de interacção hidrofóbica (HIC – “Hydrophobic Interaction Chromatography”), cromatografia líquida de fase reversa (RPLC – “Reverse Phase Liquid Chromatography”), cromatografia de troca iónica (aniónica), cromatografia de exclusão molecular e cromatografia de afinidade (Diogo et al., 2005).
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Figura 3 - Principiais técnicas de purificação cromatográfica. 
Adaptado de: Amersham Handbook of Hydrophobic Interaction and Reversed Phase Chromatography-Principles and Methods.
A cromatografia de fase reversa, permite a separação de biomoléculas, de acordo com a hidrofobicidade. Neste tipo de cromatografia são usados solventes orgânicos (alcanos lineares e compostos aromáticos), que podem comprometer a actividade biológica ou a estrutura terciária da biomolécula (Diogo et al., 2005).

A cromatografia de troca iónica permite a separação de biomoléculas com base na carga, sendo que, proteínas com diferentes cargas são retidas e eluídas de modo distinto. É um processo adequado para compostos ionizáveis, sendo afectado pelo pH e pela força iónica do eluente (Diogo et al., 2005).
A cromatografia de filtração em gel permite a separação de biomoléculas com base no seu tamanho. Nesta técnica as moléculas de menores dimensões apresentam maior tempo de retenção. Este processo é ideal para separar proteínas, açúcares, ácidos nucleicos e outros polímeros (Diogo et al., 2005).
A cromatografia de interacção hidrofóbica promove a separação de biomoléculas com base nas interacções entre ligandos hidrofóbicos e regiões não polares na superfície das moléculas. A adsorção aumenta com concentrações de sal elevadas na fase móvel e a eluição é realizada pela diminuição da concentração de sal no eluente (Queiroz et al., 2001).

A cromatografia de afinidade permite a separação de biomoléculas com base numa associação selectiva e reversível entre o soluto alvo e uma outra molécula complementar, o ligando (covalentemente ligado à matriz). Este método é o mais específico, uma vez que é baseado no reconhecimento biológico entre o ligando e a biomolécula, envolvendo forças de ligação intermoleculares nomeadamente electrostáticas, pontes de hidrogénio, hidrofóbicas e interacções de Van der Waals (Diogo et al., 2005). 
A imobilização dos ligandos é feita usando diferentes métodos de acoplamento em diferentes suportes, dependendo das matrizes e das características dos ligandos (Diogo et al., 2005).
Apesar do elevado potencial das operações de cromatografia de afinidade, apenas algumas aplicações na purificação de plasmídeos estão descritas na literatura. Esta cromatografia permite teoricamente a purificação de DNA plasmídico num passo único, com uma redução significativa dos níveis de impurezas, no entanto apresenta baixos rendimentos e tempos muito longos na etapa de ligação, devido aos problemas de especificidade dos ligandos, uma vez que, cada ligando interage com uma sequência de bases específica (Costioli et al., 2003; Hasche et al., 2005)

A necessidade de usar outros ligandos mais baratos e sequências independentes, levou à utilização de suportes de agarose com aminoácidos como ligandos (Luscombe et al., 2001; Sousa et al., 2005).
Estudos recentes de cromatografia de pseudo afinidade, mostraram que, utilizando um suporte de agarose derivatizado com L-Histidina, se conseguem separar as isoformas superenrolada e circular aberta do DNA plasmídico a partir de amostras purificadas de DNA plasmídico e também de extracto impuro (Sousa et al., 2005; Sousa et al., 2006). A separação das duas isoformas ocorre devido à diferente exposição das bases nas mesmas. A isoforma superenrolada estabelece com maior facilidade interacções com a matriz ficando fortemente retida, pelo facto das bases azotadas desta isoforma estarem mais expostas do que as da isoforma circular aberta. O tipo de interacção que se estabelece entre o ligando L-histidina e as bases do DNA incluem não só interacções hidrofóbicas, mas também ligações entre um hidrogénio dador e um hidrogénio aceitador da histidina não protonada (Sousa et al., 2005). 

A aplicação da matriz arginina-agarose na purificação de plasmídeos mostrou também uma interacção específica entre o ligando de arginina e a isoforma superenrolada. Esta interacção de afinidade parece envolver outros tipos de interacção, para além das electrostáticas (Sousa et al., 2008).
1.6. Ligandos com Afinidade para o DNA 

Ao longo da última década, verificaram-se extensos progressos na concepção de pequenas moléculas que reconhecem a fenda menor do DNA e é agora evidente que esta é uma importante transportadora de informação da sequência de DNA. Compreender as características que contribuem para o reconhecimento do DNA por pequenos ligandos ou complexos de metal é crucial para o desenvolvimento dos fármacos dirigidos ao DNA (Spillane et al., 2007).
Apesar de uma abordagem por explorar, a utilização de pequenas moléculas como ligandos na purificação de afinidade de DNA plasmídico (pDNA), parece simplificar os protocolos actuais, podendo, num futuro próximo, ser implementadas como técnicas preferenciais na purificação de DNA com enorme potencial (Costioli et al., 2003; Hasche et al., 2005).
Os métodos de separação baseados em interacções de afinidade são bastante promisssores devido à sua elevada especificidade, mas os custos elevados das macromoléculas utilizadas como ligandos, limita a sua aplicação potencial generalizada (Costioli et al., 2003; Hasche et al., 2005).
Casos de sucesso revelam o uso de ácido nucleicos e proteínas como ligandos, no entanto, apesar do custo destes ligandos o plasmídeo alvo tem que possuir uma sequência com elevada afinidade para essas moléculas que limitam e complicam a utilização destas metodologias (Costioli et al., 2003; Hasche et al., 2005).
Há a necessidade de usar outros ligandos mais baratos, surgindo como alternativa as pequenas moléculas que ligam ao DNA, destacando-se os antibióticos antitumorais que incluem, por exemplo, a actinomicina D, bleomicina, distamicina A, daunorubicina, doxorubicina, netropsina, neomicina e canamicina. Estas moléculas, são agentes não específicos e podem funcionar ligando-se sobretudo de três maneiras: intercalando-se entre 2 pares de bases; ligando-se à fenda menor ou estabelecendo interacções electrostáticas com os grupos fosfato. As primeiras duas são específicas para o DNA, mas independentes da sequência. Deste modo, os ligandos que se ligam desta forma podem ser usados como auxiliares bastante promissores para o desenvolvimento de métodos para a purificação por afinidade de pDNA (Rege et al., 2004).
1.7. Ligação de Pequenas Moléculas à Dupla Cadeia de DNA:   Mecanismo Molecular e Cinético entre o DNA e os Ligandos 
Em 1953, Watson e Crick descobriram a estrutura da dupla cadeia de DNA e colocaram a hipótese de que as propriedades químicas dos pares de bases sugeriam um mecanismo óbvio de cópia para o material genético. Evidências de outras características importantes na estrutura do DNA foram relatadas em 1961, por Lerman, que demonstrou que a tinta de acridina poderia ser introduzida ou intercalada entre os pares de bases do DNA. Ao longo dos últimos 45 anos, a observação de Lerman gerou uma vasta literatura sobre intercaladores que têm uma variedade de espessuras moleculares, incluindo determinados fármacos altamente potentes e eficazes, assim como, determinados compostos carcinogénicos (Hendry et al., 2007).

A interacção dos ligandos com a dupla hélice do DNA é fundamental para muitos processos intracelulares. Especialmente as proteínas que se ligam a sequências alvo específicas do DNA e controlam uma variedade de processos como a regulação, transcrição e tradução. Pequenos ligandos com reduzida ou nenhuma sequência específica são muitas vezes capazes de interferir com os processos, porque têm a capacidade de alterar as propriedades mecânicas do DNA e são, portanto, utilizados frequentemente em terapia contra o cancro (Sischka et al., 2005).
Devido à estrutura complexa da dupla hélice do DNA, diferentes modos de ligação são possíveis. Para além da ligação covalente, existem várias classes específicas ou não específicas de ligação não-covalente: intercalação entre pares de bases, bis-intercalação, ligação à fenda menor, ligação à fenda maior, uma combinação destas, e ligação via modos não clássicos (Sischka et al., 2005).

A ligação de uma molécula a um local específico do DNA pode induzir efeitos sobre a estrutura e a estabilidade do DNA. Embora a ligação ao DNA possa perturbar o seu mecanismo de replicação produzindo danos graves, em alguns casos, tal ligação pode também gerar efeitos benéficos. A intercalação e a ligação à fenda menor são os dois modos mais comuns pelos quais pequenas moléculas se ligam directamente e de forma selectiva ao DNA (Figura 4).
.
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(a)                                               (b)
Figura 4 - Ligação do corante hoescht 33258 à fenda menor do DNA (a) e intercalação da elipticina dentro do DNA (b).

Fonte: Palchaudhuri et al., 2007
A intercalação, é um processo conduzido entalpicamente, que resulta da inserção de um anel aromático entre os pares de bases do DNA com o desenrolamento concomitante e alongamento da hélice de DNA (Abreu et al., 2008). 

A geometria exacta dos locais de intercalação, para o DNA em geral, é influenciada por muitos factores incluindo o pH, força iónica, catiões, grau de hidratação, estrutura secundária e terciária e proteínas cromossomais (enzimas, receptores e factores nucleares de transcrição). A forma, o tamanho, a flexibilidade da conformação e as características físico-químicas (por exemplo, pontes de hidrogénio) de um ligando intercalador podem também afectar o local da intercalação (Hendry et al., 2007).

A intercalação é caracterizada por um acoplamento não covalente entre os pares de bases adjacentes através da interacção das suas orbitais-π, em conjunto com ligações de hidrogénio. A intercalação extende-se frequentemente às cadeias duplas de DNA, com grande impacto sobre a estrutura do nucleossoma. Além disso, os grupos laterais de alguns ligandos com participação na intercalação podem também influenciar o processo de ligação (Sischka et al., 2005).

Avançou-se a hipótese de que a intercalação era uma característica da acção de moléculas reguladoras dos genes. Assim, foram propostas duas linhas paralelas de pesquisa: (1) desenvolvimento da tecnologia para utilizar a intercalação no design de produtos químicos seguros e eficazes, por exemplo, farmacêuticos, nutricionais, produtos químicos agrícolas; (2) exploração da intercalação no modo de acção dos receptores nucleares das proteínas (Hendry et al., 2007).
São de particular interesse os fármacos que podem simultaneamente ser intercalados em dois locais na dupla cadeia de DNA, conhecidos como bis-intercaladores, como por exemplo o NSC 727357. Os bis-intercaladores melhoram a força de ligação ao DNA e aumentam a especificidade na ligação a sequências específicas do gene. As proteínas nucleares, nomeadamente as topoisomerases I e II, dão assistência na intercalação num número crescente de mono- e de bis-intercaladores que fornecem desse modo novos alvos e nova tecnologia para a descoberta de fármacos (Hendry et al., 2007).
A intercalação faz também parte do processo pelo qual determinados compostos genotóxicos danificam o DNA, como por exemplo os benzopirenos e as aflatoxinas. Tais efeitos desagradáveis levantaram o interesse sobre o uso do DNA como alvo genérico no desenho e na descoberta de novos fármacos. Os efeitos indesejáveis, tais como, a genotoxicidade são resultado de interacções fortes dos fármacos com o DNA que inclui, em alguns casos, a formação de complexos fármaco/DNA covalentemente irreversíveis ou de aductos (Hendry et al., 2007).

Ao contrário da noção de que a intercalação é sinónimo de citotoxicidade, uma grande percentagem de pequenas drogas existentes, assim como, de produtos químicos com uma larga escala de actividades biológicas mostraram ser capazes de efectuar intercalação, isto é vitaminas, hormonas, antagonistas das hormonas, antipsicóticos, anti-depressivos e anti-histaminas. Assim, há uma necessidade em diferenciar que moléculas causam efeitos altamente desejáveis e aquelas que produzem efeitos biológicos adversos (Hendry et al., 2007). 

No que diz respeito aos mecanismos biológicos, é a intercalação o modo preferencial de acção dos ligandos, incluindo determinados antibióticos e fármacos anticancerígenos, como por exemplo a actinomicina D, canamicina, neomicina e o topotecano. 
No caso da neomicina, antibiótico aminoglicósido, de amplo espectro e solúvel em água, existe um novo micrométodo para investigar a sua interacção com o DNA utilizando eléctrodos de DNA modificados. Esta técnica é também aplicada em veterinária e medicina forense, diagnóstico e ensaios ambientais devido ao seu baixo custo, resposta rápida, design simples, pequenas dimensões e baixas necessidades energéticas (Li et al., 2007). Este método supera as limitações de outros métodos devido à sua sensibilidade e exigências das amostras de DNA (Li et al., 2007).
 Estes métodos electroquímicos foram também utilizados para estudar a interacção entre o DNA e o complexo Pb (II) – neomicina, verificando-se que esta se dá principalmente por intercalação e, em menor grau, por atracção electrostática (Li et al., 2007).
A ligação à fenda menor do DNA, ao contrário da intercalação, é conduzida entropicamente, e envolve ligações covalentes ou não covalentes e interacções electrostáticas que não perturbam a dupla hélice em grande extensão (Abreu et al., 2008). Assim, não induz grandes mudanças conformacionais no DNA, podendo o modo de ligação das molécula ao DNA ser considerado similar ao modelo padrão da ligação chave-fechadura. Os ligandos da fenda (por exemplo, o berenil) são estabilizados por interacções intermoleculares e têm tipicamente constantes de associação maiores do que os intercaladores (aproximadamente 1011 M-1), desde que a energia livre não seja requerida para a criação de locais de ligação. Tal como os intercaladores, os ligandos da fenda menor provaram igualmente a sua utilidade clínica como agentes anticancerosos e antibacterianos (Palchaudhuri et al., 2007).
Foi sugerido, no entanto, que alguns fármacos com ligação ao DNA, especialmente aqueles classificados como ligandos da fenda menor, podem exibir modos de ligação mistos, e que a eficácia de tais medicamentos antineoplásicos pode ser devida a esta capacidade (Abreu et al., 2008). As antraciclinas, uma classe importante de compostos clínicos com propriedades antineoplásicas e antibacterianas, possuem a vantagem de se poderem ligar das duas formas, uma vez, que têm unidades de intercalação, bem como locais de ligação para a fenda menor (Palchaudhuri et al., 2007).

Existem também fármacos, cujo modo de ligação ao DNA ainda não se encontra definido, como por exemplo a berberina (Figura 5). 
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Figura 5 - Estrutura da berberina.

Fonte: (Hu et al., 2008).
Esta é o maior alcalóide isoquinolino presente num número clinicamente importante de plantas medicinais, incluindo Coptis chinensis, Phellodendron japonicum, Berberis aquifolium, e Berberis aristata. Nas últimas décadas, têm sido descritos vários efeitos farmacológicos da berberina, incluindo o efeito anti-bacteriano, anti-inflamatório, anti-tumoral, indução da apoptose em vários tipos de células e uma redução dos níveis de colesterol no sangue de doentes com hipercolesterolémia (Hu et al., 2008).
Tem sido estudada a ligação da berberina ao DNA por diversas técnicas analíticas, tais como, RMN (Ressonância Magnética Nuclear), fluorescência, adsorção entre outras. O seu modo de ligação é ainda controverso, uma vez que os diversos estudos não são consensuais e demonstram que se pode ligar por intercalação ou à fenda menor, no entanto a intercalação parcial na dupla hélice foi considerada responsável pela sua actividade (Chen et al., 2005).
Estudos realizados por Mazzini et al., utilizando oligonucleótidos mostraram que a molécula de berberina se liga na fenda menor da dupla hélice do oligonucleótido. Estende-se com o lado convexo sobre a hélice menor, apresentando, assim, o átomo de azoto positivo perto da superfície iónica negativa. O anel A e o grupo metilenedióxido são externos à hélice, enquanto os protões aromáticos H-11 e H-12 estão perto da ribose da citidina C8. Metade do oligonucleótido mantém no complexo a conformação de uma leve curvatura no B-DNA (Figura 6) (Mazzini et al., 2003).
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Figura 6 - Modelo molecular do complexo entre a berberina e o oligonucleótido A2T2. Fonte: Mazzini et al., 2003.
O facto de a berberina não perturbar a dupla hélice, como ocorre com as moléculas intercalantes, é mais uma prova para excluir um processo de intercalação (Mazzini et al., 2003). 
Por sua vez, Qin e a sua equipa, estudaram a interacção de seis novos dímeros da berberina, com o DNA e com três cadeias duplas de oligodesoxinucleótidos por titulação fluorimétrica e por deslocamento do brometo de etídio. Os resultados indicam que tanto a berberina, como os seus dímeros, formam complexos intercalantes com o DNA. O dímero apresenta uma elevada taxa de deslocamento, indicando que está em contacto mais íntimo com o DNA do que a própria berberina (Qin et al., 2006).   

É evidente que é de fundamental importância explorar os factores que determinam a afinidade e selectividade dos compostos que se ligam ao DNA, a fim de conhecer a natureza e a potência dessas moléculas, particularmente no que diz respeito ao seu potencial para causar danos no DNA. 
Assim sendo, neste trabalho tornou-se pertinente testar, pela primeira vez, pequenas moléculas, como antibióticos (canamicina e berenil) com afinidade para o DNA, para aplicação em cromatografia de afinidade e sistemas de duas fases aquosas.

1.7.1. Propriedades e Modo de Ligação do Berenil 
O berenil (1,3-bis (4’-amidinofenil) triazene) (Figura 7) é um anti-parasitário clínico e potente inibidor competitivo da espermidina/espermina acetil transferase humana. A utilização do berenil no tratamento de animais infectados com parasitas, como a Trypanosoma brucei ou a Pneumocystis carinii, pode diminuir a quantidade de espermidina que é necessária ao crescimento do parasita, ou seja, vai restringir o seu crescimento. O berenil é por isso considerado um potente fármaco no tratamento da leishmaniose cutânea (Abreu et al., 2008). 
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Figura 7 - Estrutura do berenil.

Fonte: Abreu et al., 2008.
Um objectivo de longa data na concepção dos fármacos tem sido o desenvolvimento de agentes com um alvo específico nos genes das células, alterando os padrões de expressão génica de uma forma clinicamente relevante. Os fármacos com ligação à fenda menor do DNA têm atraído atenção devido à sua actividade antitumoral, antiviral, antibacteriana e antitripanosomal (Eckdahl et al., 2008).  
A observação de que a ligação do berenil à fenda menor do DNA afecta a função mitocondrial e a respiração aeróbia nas leveduras, sugere alterações no genoma ao nível dos padrões de expressão dos genes (Eckdahl et al., 2008). 

A concepção de fármacos que se ligam à fenda menor do DNA como agentes que têm mais potência, mas menos efeitos secundários baseia-se no conhecimento das formas através das quais estes fármacos causam mudanças a nível da transcrição, interagindo com o promotor de DNA e com os factores de transcrição de genes específicos (Eckdahl et al., 2008).

Foi descrito um grande número de compostos que se ligam reversivelmente à fenda menor do DNA. Estes compostos, incluem a distamicina, netropsina, hoechst 33258 e o berenil. Estudos in vitro com polinucleótidos sintéticos têm mostrado que o berenil tem uma preferência por sequências ricas em pares de bases AT e pode inibir a actividade das enzimas topoisomerases. Com base nos modelos moleculares sobre os complexos berenil-DNA, foi defendido que este interage com o DNA na fenda menor e que esta interacção é efectuada por pontes de hidrogénio específicas que são estabelecidas entre bases adjacentes A ou T do DNA e o berenil (Burr et al., 2003; Eckdahl et al., 2008).  
A espectroscopia 1H-RMN multi-dimensional foi utilizada para estudar a estrutura do complexo berenil - d(GCAATTGC)2 em solução. Os dados de RMN a duas dimensões indicam que o berenil se liga na fenda menor tendo sido propostos dois modelos moleculares: um tem pontes de hidrogénio entre os protões amidina do berenil e o oxigénio, O2, das timinas extremas e o outro tem pontes de hidrogénio entre os protões amidina do berenil e o azoto da purina, N3, das adeninas internas. Os resultados indicam também que o berenil se liga através da fenda menor do (GCTTAAGC)2 na região de pares de bases AT e abrange a região do duplex 5`-TAA-3` (Reddy et al., 1999).
Estudos de footprinting (método de análise da interacção DNA-proteínas e permite identificar a sequência de DNA à qual se liga uma proteína) confirmaram a especificidade para as sequências ricas em AT e mostraram que o berenil discrimina muitas vezes tais sítios, ligando-se de uma pior forma às sequências TATA alternadas. Num complexo com d(CGCGAATTCGCG)2 (Figura 8) o berenil liga-se ao segmento 5’-AAT, com um grupo amidina formando ligações de hidrogénio com o N3 da adenina interna (Reddy et al., 1999; Barceló et al, 2001). 

Figura 8 - Representação esquemática da ligação do berenil ao dodecanucleótido d(CGCGAATTCGCG)2. Adaptado de Reddy et al., 1999.
Quando a sequência dodecanucleótida foi modificada de d(CGCGAATTCGCG)2 para d(CGCAAATTTGCG)2 e a estrutura cristalina do novo complexo foi determinada, o fármaco foi encontrado ligado na região 5`-AATT da fenda menor, com o seu grupo amidina a formar pontes de hidrogénios com átomos oxigénio da base timina em cada extremidade do local de ligação.  A razão para estas diferenças deve-se a mudanças nos parâmetros helicoidais. 
A conformação e a geometria dos pares de bases do dodecanucleótido no complexo são extremamente semelhantes à estrutura nativa. Esta constatação sugere que a sequência 5’-AAATTT não altera durante a ligação do fármaco, ou porque a sua geometria é quase ideal para a ligação do berenil ou devido à inflexibilidade (Reddy et al., 1999; Barceló et al, 2001).
Estequiometricamente, os complexos DNA-berenil podem ser construídos com o fármaco parcialmente intercalado (Figura 9A, 9B) ou pseudo-intercalado na fenda menor (Figura 9C, 9D). Em ambos os modelos os parâmetros helicoidais do DNA em tais complexos são similares aos calculados para o mesmo DNA na ausência da droga ou na estrutura cristalina original do decâmero. 
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Figura 9 - Modelo da estrutura do complexo berenil d(CGATCGATCG)2. (A,B) Intercalação parcial do fármaco (C,D) Pseudo-intercalação da molécula berenil ao longo da fenda menor. (A) Vista lateral do complexo, com a molécula do berenil. (B) Vista de cima da intercalação parcial do berenil. (C) Vista lateral da pseudo-intercalação da molécula berenil com os grupos amidinofenil aproximadamente paralelos aos pares de base vizinhos. (D) Vista de cima da pseudo-intercalação do berenil.

Fonte: Barceló et al, 2001.  

Existem razões para considerar que o berenil pode também ligar-se a outras sequências dentro do DNA natural onde algumas regiões de ligação incluem extensões ricas em CG, ou seja, o fármaco pode reconhecer não apenas regiões ricas em AT, mas também ricas em CG. É necessário obter-se o máximo de informação possível para discernir se o berenil se liga às fendas menores CG por intercalação ou simplesmente, através de interacção electrostática com os fosfatos e comparar os resultados com os obtidos para outras fendas menores. Outros ligandos das fendas menores, como a distamicina ou netropsina, parecem estar totalmente excluídos da ligação às regiões de DNA ricas em CG (Barceló et al, 2001).  


Assim, pode concluir-se que o berenil tanto se liga a extensões de AT como GC do DNA. Todavia, as interacções do berenil com as sequências são qualitativamente e quantitativamente distintas. O berenil não só se liga às fendas menores das regiões ricas em AT do DNA, como também pode adoptar uma diferente configuração por interacção com locais ricos em CG do DNA (Barceló et al, 2001).
Sabe-se que a regulação funcional de sistemas biológicos é criticamente dependente de diferentes elementos químicos, mesmo que em baixas concentrações. Do ponto de vista biológico a manutenção da vida depende de muitos modos da interação destes elementos com biomoléculas. Existem estudos que demonstram que derivados de platina actuam sobre o DNA, inibindo a síntese e formação de novas moléculas nucleicas de DNA. A cinética de ligação destes complexos platinados com o DNA é rápida, enquanto que com a cisplatina esta ligação é bifásica (Alonso et al., 2006).
Investigações direccionadas para a síntese de compostos de platina dotados de maior actividade antitumoral e menores efeitos tóxicos do que o fármaco cis-diaminodicloroplatina (cis-DDP) (II), levaram à concepção de novos complexos de platina em que a molécula do fármaco contém vários centros cis-Platina (II) (cis-Pt) coordenados para moléculas biologicamente activas (Gonzalez et al., 1996; Kosmider et al., 2004).
Acredita-se que a cis-diaminodicloroplatina e outras drogas derivadas da platina inibem a síntese de DNA em células de crescimento rápido, como células cancerígenas, através da ligação ao seu DNA, formando aductos que alteram a sua estrutura (Alonso et al., 2006).
O composto Pt (II)-berenil, de fórmula [Pt2Cl4(berenil)2]Cl4.4H2O foi sintetizado pela reacção do fármaco berenil com K2PtCl4 e foi testado in vitro para a actividade antitumoral contra células leucémicas humanas HL-60 e U-937 (Reddy et al., 1999). Os resultados mostraram que os valores do LC70 (concentração letal) do Pt-berenil são cerca de duas vezes menores do que os de cis-DDP, quer nas linhas celulares HL-60, quer nas U-937. 
A interacção do Pt-berenil com o DNA difere significativamente da do cis-DDP, uma vez que o Pt-berenil induz grandes alterações na conformação secundária e terciária do DNA, causa uma alta compactação na dupla hélice do DNA e também se liga ao DNA com uma rápida cinética (Gonzalez et al., 1997). Os estudos mostram, por outro lado, que a platinação do DNA nos complexos Pt-berenil-DNA ocorre minutos após a adição do fármaco, em contraste com aquilo que é observado com os complexos cis-DDP-DNA. Com base nestes resultados, propos-se que no Pt-berenil, o ligando berenil age como transportador dos centros activos de cis-Pt (II) (Gonzalez et al., 1996, Reddy et al., 1999).
Os estudos sugerem que a ligação do Pt-berenil ao DNA provoca alterações mais fortes na dupla hélice do que berenil. Além disso, os dados indicam que o Pt-berenil mostra maior afinidade para as sequências de DNA onde se liga o berenil (AT) do que para as sequências de DNA onde se ligam os centros cis-Pt (II) (GC) (Gonzalez et al., 1997).

1.7.2. Propriedades e Modo de Ligação da Canamicina
Os aminoglicósidos são antibióticos importantes utilizados no tratamento de infecções bacterianas Gram-negativas, Gram-positivas e no tratamento da fibrose cística. No entanto, com a vantagem da sua acção antimicrobiana eficaz, vem o factor limitante do seu efeito colateral ototóxico e nefrotóxico (Eshraghi et al., 2007; Li et al., 2007).

A canamicina é um antibiótico aminoglicósido produzido pela fermentação de Streptomyces kanamyceticus, que foi isolado do solo japonês e descrito por Okami e Umezawa em 1957 e é constituída por três componentes, canamicina A (o principal componente), B, e C. O sal dissulfato da canamicina A é um antibiótico de largo espectro que é utilizado para tratar a gonorreia, salmonela, tuberculose e muitas outras doenças. Este fármaco é solúvel em água e a sua estrutura química é mostrada na figura 10 (Lu et al., 2004).
[image: image10.emf]
Figura 10 - Estrutura da canamicina.

Fonte: Puius et al., 2006.
Desde que a estreptomicina foi descoberta por Waksman e colaboradores, em 1944, os antibióticos aminoglicósidos foram clinicamente reconhecidos como um importante agente antimicrobiano com ampla actividade anti-bacteriana. Contudo, o surgimento de resistência e efeitos tóxicos, como a ototoxicidade e a nefrotoxicidade diminuíram a utilidade desta classe de antibióticos. Para vencer as resistências, bem como os efeitos secundários, um enorme número de análogos sintéticos têm sido desenvolvidos empiricamente há cinco décadas (Nishimura et al., 2005).

Vários métodos químicos foram utilizados para definir a configuração absoluta do anel estreptamina da canamicina A. No entanto, foi com a difractometria moderna, que se obteve maior precisão e, portanto, estabeleceu-se a sua configuração absoluta inequivocamente (Puius et al., 2006).

O estudo estrutural da canamicina A foi feito pelas seguintes razões:

 (i) A canamicina A é um membro da série dos três antibióticos, canamicina A, B, C, que possuem diferentes graus de actividade anti-bacteriana, dependendo dos substituintes. Consequentemente, uma investigação minuciosa da estereoquímica da canamicina A será um precursor para o estudo de outros antibióticos, que poderá facilitar a compreensão da sua actividade biológica;

 (ii) Um estudo detalhado da estrutura da canamicina e dos seus complexos metálicos no estado sólido, fornece os dados necessários para investigar a especificidade da interacção do fármaco com os átomos metálicos (Puius et al., 2006).

Moazed e Noller clarificaram os princípios que regem o reconhecimento aminoglicósido – RNA. Actualmente acredita-se que os antibióticos aminoglicósidos estimulam a acção bactericida através da interacção com o local-A da região de descodificação do RNA ribossómico. Estudos recentes de cristalografia mostraram que a maioria dos aminoglicósidos da família da neomicina e da canamicina liga-se ao local-A de descodificação ribossomal. A N-acetilação enzimática, O-fosforilação, e O-nucleotidilação de aminoglicósidos por bactérias resistentes diminui drasticamente a sua afinidade para os alvos de RNA, e causa a inactivação dos aminoglicósidos (Nishimura et al., 2005).
Também é sabido que as pequenas alterações estruturais causam efeitos na actividade antimicrobiana dos antibióticos aminoglicósidos. Assim, era interessante estudar a relação entre a ligação do RNA e a actividade antimicrobiana das canamicinas modificadas (Nishimura et al., 2005).
Os grupos amina dos antibióticos aminoglicósidos desempenham um papel crítico na actividade antibacteriana, e a acilação ou alquilação do grupo 1-amino nos aminoglicósidos que contêm 2-desoxistreptamina, como nas butirosinas, amicacina, netilmicina e arbecacina, melhora frequentemente a actividade contra as bactérias resistentes e sensíveis (Nishimura et al., 2005).

Os grupos amina protonados a pH fisiológico desempenham um papel significativo na ligação RNA - aminoglicósido por interacções electrostáticas. Resultados recentes mostram que o aumento dos grupos amina pode produzir mais ligações múltiplas não-especficas ao RNA (Nishimura et al., 2005).

O mecanismo interactivo destes antibióticos com o DNA no corpo humano foi determinado através do estudo da interacção dos complexos Cu (II) – canamicina com DNA em solução. Os resultados sugerem que o complexo Cu (II) -canamicina intercala como um todo nos pares de bases do DNA para formar um complexo ternário Cu (II) -canamicina-DNA. O modo de interacção entre o complexo Cu (II) -canamicina - DNA foi verificado por um método de fluorescência (Lu et al., 2004).

1.8. Técnicas para Determinar a Afinidade da Ligação do DNA 
As técnicas comummente utilizadas para determinar as propriedades de ligação do DNA a pequenas moléculas, são demoradas e não são aplicáveis ao screening de alto rendimento exigido por grandes bibliotecas de compostos gerados por síntese combinatória. 
Uma das técnicas é o deslocamento do intercalador fluorescente (FID) de alto rendimento para a determinação da afinidade da ligação ao DNA, este método não é exigente tecnicamente e não é destrutivo (Boger et al., 2001). Baseia-se na diminuição de fluorescência devida ao deslocamento do complexo DNA-brometo de etídio ou laranja de tiazol causada por um composto com capacidade de se ligar ao DNA. Actualmente, o FID tem sido utilizado com sucesso para avaliar a capacidade de ligação ao DNA de vários ligandos orgânicos, tais como a distamicina A, netropsina, 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), Hoechst 33258 e berenil (Spillane et al., 2007).

A técnica de retardação em gel (permite determinar, após sequenciação, a sequência de DNA reconhecida por uma proteína reguladora de um gene. A identificação dos nucleótidos envolvidos na interacção com a proteína é obtida por mutagénese in vitro) e o FID são métodos que produzem resultados de selecção comparáveis e constantes de ligação para os compostos seleccionados, o que significa que podem ser considerados como complementares no processo de descoberta de novos compostos (Chaltin et al., 2003).
A vantagem da triagem para os novos compostos activos é que esta técnica requer um mínimo de conhecimento sobre o processo da doença, a estrutura do rastreio das moléculas ou o alvo biológico. Usando este método, é possível descobrir totalmente novos tipos de estrutura com actividade biológica desejada, a partir de produtos naturais ou bibliotecas químicas (Chaltin et al., 2003).

Vários métodos de rastreio têm sido aplicados para esse efeito, por exemplo, a selecção ou análise de ligandos de ácidos nucleicos com cromatografia de afinidade, gel de troca iónica, deslocamento do intercalador fluorescente, footprinting, diálise de competição, espectrometria de massa e várias outras metodologias. Recentemente, uma nova técnica, baseada em medições da estabilidade de hibridação do DNA mediante a afinidade de ligandos, foi acrescentada como metodologia de rastreio (Chaltin et al., 2003). Embora possa ser obtida uma grande quantidade de informação através dos ensaios de footprinting utilizados para rastrear misturas para ser usadas como ligandos do DNA, a técnica também possui várias limitações. O método é lento, moroso, exige altos conhecimentos técnicos e a selecção de compostos activos não é fácil devido a problemas de sensibilidade (Chaltin et al., 2003).
Um outro procedimento utilizado rotineiramente para estudar as interacções entre diferentes compostos com o DNA é a titulação fluorimétrica da interacção entre o DNA e o brometo de etídio (método de Strothkamp). O brometo de etídio é um corante fluorescente que intercala na dupla hélice do DNA, modificando as suas propriedades de absorção e, consequentemente, a sua fluorescência. Este fenómeno é a base do ensaio fluorimétrico para o estudo e quantificação da ligação do DNA com esta substância, bem como com outras que não são fluorescentes, nem formam compostos fluorescentes com o DNA, mas que inibem competitivamente ou não-competitivamente a ligação entre o brometo de etídio e o DNA (por exemplo, proflavina, cisplatina). Até à data, o método tem sido aplicado em modo descontínuo, embora em muitos casos, seja limitado pelas quantidades de DNA e de compostos necessários. Isto significa que, na maioria dos casos, é necessário trabalhar com soluções de muito baixa concentração, com a consequente perda de precisão no método. Assim, é de grande interesse poder aplicar novas metodologias utilizando sistemas de fluxo que, de um modo mais simples, permitirão um aumento na precisão das medições, uma considerável redução do consumo de reagente e o conhecimento dos aspectos cinéticos do modo de ligação (análise do fluxo de injecção (FIA), é um método cinético de análise). Além disso, a possível passagem para técnicas de citometria de fluxo parece ser uma possibilidade interessante (Alonso et al., 2006).
Os resultados obtidos pelo método de Strothkamp, são analisados recorrendo à equação de Scatchard, permitindo a diferenciação de quatro tipos de comportamento:

Tipo A: Compostos mostrando inibição competitiva da ligação DNA-brometo de etídio, típica de agentes intercalantes (rectas que têm o mesmo valor de n, e portanto, convergem na abcissa, embora o declive diminua com o aumento da concentração do composto).

Tipo B: Compostos que interagem com o DNA tanto covalentemente, como por intercalação (linhas rectas não paralelas, diferentes valores de n).

Tipo C: Compostos que não competem com o brometo de etídio para interagirem com os locais de ligação no DNA (cisplatina) e formam ligações covalentes com este (rectas com o mesmo declive e o mesmo valor de n.).

Tipo D: Compostos do tipo anterior que mostram um comportamento peculiar quando são incubados com o DNA por longos períodos de tempo (rectas paralelas com o mesmo declive, mas diferentes valores de n); estes gráficos indicam que estes compostos se ligam covalentemente aos pares de bases do DNA, para mais tarde impedir a ligação do intercalador brometo de etídio (impedimento estereoquímico) (Alonso et al., 2006).

	II.Objectivo


II. Objectivo
O principal objectivo deste trabalho foi testar a possibilidade de utilizar, os antibióticos canamicina e berenil como ligandos de afinidade na purificação de plasmídeos.

Para isso procedeu-se ao:

- Estudo da interacção da canamicina e do berenil com o pDNA através da titulação fluorimétrica da interacção entre o pDNA e o brometo de etídio na ausência e na presença do ligando, fazendo-se variar a concentração de cloreto de sódio (NaCl), pelo método de Strothkamp.
- Estudo do comportamento destes ligandos com base nos gráficos e na equação de Scatchard.
- Estudo da interacção entre o ligando testado, com maior afinidade para o pDNA, e um plasmídeo modelo (pVAX1LacZ) por cromatografia de afinidade, utilizando diferentes concentrações de NaCl.
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III. Material e Métodos
3.1. Produção de DNA plasmídico 

3.1.1. Reagentes


3.1.1.1. O Plasmídeo pVAX1LacZ

Neste estudo, utilizou-se a estirpe da bactéria Escherichia coli DH5α, conservada em tubos criogénicos a -80ºC, numa solução de 30% (v/v) de glicerol e 70% (v/v) de meio de cultura. Esta estirpe contem o plasmídeo pVAX1LacZ de 6050 pares de bases. Este plasmídeo foi desenvolvido pela Invitrogen, possuindo como marca selectiva o gene de resistência à canamicina (Calbiochem). 

3.1.1.2. Meios de Crescimento

As placas para propagação da estirpe foram preparadas com a seguinte composição, expressa em concentração mássica: meio LB-agar (“Luria Broth”) (35 g/L) e canamicina (30 μg/mL).

Nas pré-fermentações e fermentações utilizou-se o meio TB (“Terrific Broth”), cuja composição é dada na tabela 2. 

Tabela 2 - Composição do meio de crescimento TB utilizado nas pré-fermentações e fermentações  em erlenmeyer.

	
	Composição
	Concentração

	Meio TB
	Dihidrogenofosfato de potássio

Hidrogenofosfato de potássio

Glicerol
Triptona

Extracto de Levedura
	17 mM

17 mM

55 mM

1,12% (p/v)

2,4% (p/v)



3.1.1.3. Lise Alcalina e Purificação de Plasmídeos 

Na lise alcalina e purificação do plasmídeo utilizaram-se as seguintes soluções tampão, cuja composição é dada na tabela 3. 

Tabela 3 - Composição das soluções tampão utilizadas na lise alcalina e purificação do plasmídeo.
	
	Solução 
	Composição 

	Lise Alcalina
	Tampão P1

Tampão P2

Tampão P3
	50 mM Tris-Cl, pH=8.0; 10 mM EDTA; 100 μg/mL RNase A

200 mM NaOH; 1% (p/v) SDS

3,0 M acetato de potássio, pH=5,5

	Purificação do plasmídeo
	Tampão QBT 

Tampão QC 

Tampão QF 


	750 mM NaCl; 50 mM MOPS, pH= 7.0; 15% isopropanol (v/v); 0,15% Triton X-100 (v/v)

 1,0 M NaCl; 50 mM MOPS, pH= 7.0; 15% isopropanol (v/v)

1,25 M NaCl; 50 mM Tris-Cl, pH= 8,5; 15% isopropanol (v/v)



3.1.1.4. Marcadores de Peso Molecular

O marcador de pesos moleculares usado na análise por electroforese em gel de agarose, das amostras resultantes da fermentação em erlenmeyer, foi o DNA do fago lambda, digerido com a enzima de restrição Hind III, fornecido pela Promega. Os pesos moleculares dos fragmentos são: 23,130; 9,416; 6,557; 4,361; 2,322; 2,027; 0,564 e 0,125 Kpb.


3.1.1.5. Electroforese em Gel de Agarose 

As electroforeses foram corridas em gel de agarose a 1%, tampão com TAE 1x (40 mM Tris-base; 20 mM ácido acético; 1 mM EDTA pH=8.0) e brometo de etídio (0,5 μg/mL).

Antes da aplicação no gel foi adicionado ás amostras de DNA plasmídico loading buffer (0,25% azul de bromofenol, 30 % glicerol) na proporção de 1:5.
Os géis de agarose foram corridos em tampão com TAE 1x (40 mM Tris-base; 20 mM ácido acético; 1 mM EDTA pH=8.0).

3.1.1.6. Outros Reagentes
Na tabela 4 são especificados os reagentes usados no trabalho experimental e ainda não mencionados; utilizados nos meios de fermentação e nos métodos analíticos (Tabela 5), bem como o grau de pureza e o fornecedor. Todos os sais utilizados são de grau analítico e as respectivas soluções aquosas preparadas em água filtrada no Millipore.
Tabela 4 - Reagentes utilizados para a preparação de meios sólidos de propagação, líquidos de pré-fermentações e fermentações.

	Reagentes
	Grau de Pureza (%)
	Fornecedor

	LB-Agar
	--
	USB

	Canamicina Sulfato
	>99
	Calbiochem

	Dihidrogenofosfato de potássio
	99
	Sigma

	Hidrogenofosfato de potássio
	99
	Riedel-de Haën

	Glicerol
	86-88
	Riedel-de Haën

	Triptona
	--
	Sigma

	Extracto de Levedura
	--
	Merck


Tabela 5 - Reagentes utilizados nos métodos de lise alcalina e purificação.
	Reagentes
	Grau de Pureza
(%)
	Fornecedor

	Isopropanol
	99,8
	Panreac

	HCl
	37
	Riedel – de Haën

	EDTA
	--
	Sigma

	RNase A
	--
	Sigma

	Cloreto de sódio 
	99,5
	Panreac

	Triton X-100
	--
	Sigma

	Tris-base
	99,5
	Riedel-de Haën

	Brometo de etídio
	>98
	AMRESCO

	Ácido acético
	100
	Merck

	Azul de bromofenol
	--
	Sigma

	Glicerol
	86-88
	Riedel-de Haën

	Agarose
	--
	GibcoBRL
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3.1.2. Equipamento
Para além do material de uso corrente no laboratório, foram usados vários equipamentos na elaboração do trabalho.


3.1.2.1. Crescimento das Células

O crescimento das células contendo o plasmídeo foi efectuado em placas, durante a noite numa estufa na marca Selecta INCUDIGIT.


3.1.2.2. Crescimento Celular em Erlenmeyer

Para o crescimento em erlenmeyer foi usada uma incubadora orbital da marca ABALAB AGITORB 200, modelo 160E, com agitação máxima de 250 rotações por minuto (rpm) e controlo de temperatura 37±1,0 ºC.

O controlo do crescimento celular na fermentação em erlenmeyer foi efectuado por medição da densidade óptica (DO) a 600 nm e determinação da concentração em ácidos nucleicos a 260 nm, num espectrofotómetro Ultrospec, modelo U/V – 3000. As determinações foram efectuadas em células de vidro com um percurso óptico de 1 cm. 


3.1.2.3. Lise Alcalina 

As centrifugações necessárias para o isolamento e lise das células provenientes da fermentação em erlenmeyer, foram realizadas numa centrífuga Sigma, modelo 3-18k.


3.1.2.4. Purificação do Plasmídeo 

A purificação do plasmídeo foi efectuada usando o kit Plasmid Maxi da Qiagen com os respectivos reagentes.


3.1.2.5. Sistema de Electroforese em Gel de Agarose
Os géis de agarose foram corridos em unidades horizontais da Biorad, com uma fonte de alimentação da Biorad.

Os géis foram visualizados sob luz UV e fotografados usando o sistema de imagem da marca Vilber Lourmat, com uma câmara acoplada, modelo CV-A50C. Utilizou-se ainda o software BIOCAPT para tratamento das imagens resultantes da electroforese em gel de agarose. 


3.1.2.6. Esterilização dos Meios e Equipamento

De modo a garantir as condições de esterilidade no crescimento do microorganismo Escherichia coli DH5α, os meios (sólido de propagação, pré-fermentação e fermentação), erlenmeyers e todos os restantes acessórios necessários para a realização deste trabalho foram esterilizados usando uma autoclave, modelo Uniclave 88 AJC. 

Com excepção do antibiótico (Canamicina), todos os restantes reagentes utilizados na preparação do meio LB-Agar e do meio TB utilizado na fermentação e pré-fermentação foram esterilizados por autoclavagem a 121ºC, à pressão de 1 atm e durante 20 min.

A canamicina foi esterilizada por filtração, através de uma membrana estéril da Millipore, GS com 0,22 μm de diâmetro de poro.

Todas as adições de constituintes filtrados ou autoclavados separadamente dos meios foram realizadas à chama, bem como as manipulações do microorganismo (inoculação e recolha de amostras), de forma a manter a esterilidade do meio de fermentação. 

3.1.3. Meios e Condições de Fermentação


3.1.3.1. Microorganismo

O microorganismo utilizado neste estudo foi a estirpe de Escherichia coli DH5α contendo o plasmídeo pVAX1LacZ, fornecido pela Invitrogen.


3.1.3.2. Construção do Banco de Células

As células com o plasmídeo foram plaqueadas em meio LB sólido (20 g/L) com 30 μg/mL de canamicina. O crescimento foi efectuado durante a noite numa estufa à temperatura de 37ºC, até se observar um claro crescimento das colónias. Após o crescimento das células, foi feita a inoculação das colónias em 25 mL de LB com 30 μg/mL de canamicina, num erlenmeyer de 100 mL.

O crescimento em balão foi efectuado numa incubadora orbital a 37ºC e agitação de 250 rpm, até as células atingirem uma densidade óptica a 600 nm (DO600) de aproximadamente 0,6. Em seguida, o meio celular foi distribuído por tubos criogénicos (700 μL de meio juntamente com 300 μL de glicerol) sendo posteriormente conservados a – 80ºC. Este banco de células é designado por Working Cell Bank (WBC). Sempre que foi necessário fazer o crescimento para a extracção do plasmídeo, plaquearam-se as células retiradas de um dos tubos do WBC. As colónias crescidas nas placas foram depois usadas para inocular os meios de pré-fermentação, que por sua vez foram usados para inocular os meios de fermentação. 

3.1.3.3. Fermentação Celular

As fermentações foram realizadas em erlenmeyers e iniciadas a partir de uma pré-fermentação, preparada em erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de meio de TB, que foi inoculado a partir de colónias que cresceram durante a noite à temperatura de 37ºC em placas de LB-Agar. O crescimento da pré-fermentação foi levado a cabo numa incubadora orbital à temperatura de 37ºC e agitação 250 rpm até ser atingida a DO600 necessária para inocular o meio de fermentação para que a DO600 inicial deste seja de, aproximadamente, 0,2.

O volume de pré-fermentação necessário para inocular a fermentação foi calculado de acordo com a seguinte fórmula:

DOpré-fermentação x Vpré-fermentação = (Vpré-fermentação + Vfermentação) x DOfermentação
  Todas as fermentações para a produção de DNA Plasmídico foram realizadas à temperatura de 37ºC e agitação de 250 rpm, em erlenmeyers de 1000 mL contendo um volume de meio de aproximadamente 500 mL com concentração de canamicina de 30 μg/mL. A fermentação é parada quando a densidade óptica a 600 nm se situa entre 6-12.
As células foram separadas do meio de cultura por centrifugação a 5445 g, durante 25 min à temperatura de 4ºC, sendo o sobrenadante eliminado e o pellet guardado a -20ºC para posteriormente se fazer a lise alcalina.
3.1.4. Métodos 


3.1.4.1. Lise Alcalina

Para efectuar a lise alcalina das células presentes em 500 mL de meio de fermentação e purificar o plasmídeo procedeu-se de acordo com as instruções do kit Plasmid Maxi da Qiagen, descritas em seguida.

O pellet das células obtidas da fermentação foi ressuspenso em 10 mL de uma solução tampão P1 (50 mM Tris-Cl, pH=8.0; 10 mM EDTA; 100 μg/mL RNase A), agitando-se no vórtex para facilitar a ressuspensão das células. Após a obtenção de uma solução homogénea, esta foi transferida para tubos de centrifuga de 50 mL. De seguida, procedeu-se à lise alcalina das células, adicionando-se lentamente às paredes do frasco 10 mL de solução tampão P2 (200 mM NaOH; 1% (p/v) SDS), agitou-se lentamente 4-6 vezes por inversão do tubo e deixou-se repousar 5 minutos à temperatura ambiente.

Após a lise completa, os detritos celulares, o DNA genómico (gDNA) e proteínas foram precipitados adicionando cuidadosamente às paredes do frasco, 10 mL de solução tampão P3 (3,0 M acetato de potássio, pH=5,5) previamente arrefecido, agitou-se lentamente 4-6 vezes por inversão do tubo e colocou-se o frasco a repousar no gelo durante 20 minutos, de forma a acelerar a precipitação.
O lisado obtido foi clarificado por centrifugação durante 30 minutos, a 18000g e à temperatura de 4ºC, com o objectivo de se obter uma solução homogénea e límpida. 

O sobrenadante resultante foi novamente transferido para tubos de centrifuga de 50 mL e o DNA plasmídico foi isolado por centrifugação a 18000g, durante 15 minutos, à temperatura de 4ºC.

3.1.4.2. Purificação do Plasmídeo

As colunas de purificação foram equilibradas por adição de 10 mL de tampão QBT (750 mM NaCl; 50 mM MOPS, pH= 7.0; 15% isopropanol (v/v); 0,15% Triton X-100 (v/v)).

Seguidamente, adicionou-se o lisado à coluna de purificação e juntou-se 2x30 mL de tampão QC (1,0 M NaCl; 50 mM MOPS, pH= 7.0; 15% isopropanol (v/v)). Adicionaram-se 15 mL de tampão QF (1,25 M NaCl; 50 mM Tris-Cl, pH= 8,5; 15% isopropanol (v/v)) e recolheu-se o eluato para um novo tubo de centrifuga de 50 mL inserido em gelo.

Em seguida, adicionaram-se 10,5 mL de isopropanol para que ocorresse a precipitação do DNA e centrifugou-se a 15000g, durante 30 min, à temperatura de 4ºC. Desprezou-se o sobrenadante, e inverteram-se os frascos abertos durante aproximadamente 5 minutos de modo a remover os vestígios de isopropanol.
Após volatilização do isopropanol, o DNA plasmídico foi dissolvido em 1 mL de tampão de ressuspensão – tris HCl 10 mM, pH=8,0.


3.1.4.3. Determinação da Concentração de DNA Plasmídico 

A concentração de DNA plasmídico nas amostras de lisado foi determinada através da absorvância a 260 nm (A260). 


3.1.4.4. Electroforese em Gel de Agarose

As amostras de DNA plasmídico resultantes da lise alcalina e da purificação foram analisadas por electroforese horizontal em gel de agarose a 1% e visualizadas com solução de brometo de etídio a 0,5 μg/mL.
Após a preparação do gel e da aplicação de um pente para a formação dos poços, deixou-se polimerizar à temperatura ambiente. Depois de decorrida a polimerização, foi retirado o pente e o gel foi imerso na solução tampão TAE 1x (40 mM Tris-base; 20 mM acido acético; 1 mM EDTA pH=8.0), que funciona como tampão de corrida.

A amostra de DNA plasmídico foi diluída com tris-HCl a pH=8,0, de modo a obter-se 30 μL de amostra com concentração de 20 μg/mL, tendo-se adicionado posteriormente 5 μL loading buffer (30% (m/v) glicerol; 0,25 % (m/v) azul de bromofenol), sendo o volume injectado em cada poço de 35 μL.

Em todas as electroforeses realizadas, para uma melhor análise das mesmas, foi utilizado um marcador de pesos moleculares.
Seguidamente foram introduzidas as amostras nos poços do gel e procedeu-se à montagem do sistema de electroforese. Deixou-se correr a electroforese a uma diferença de potencial de 100 V, durante 30 a 40 minutos. Após esse tempo, o gel foi retirado do tampão de migração e fotografado numa câmara fotográfica modelo Vilber Lourmat, utilizando o software de análise de imagem acoplado BioCapt.

3.2. Determinação dos parâmetros de ligação do brometo de etídio ao pDNA

3.2.1. Reagentes
Os reagentes utilizados durante a realização deste trabalho, bem como o grau de pureza e origem, estão indicados na tabela 6.

Tabela 6 - Reagentes utilizados para a determinação dos parâmetros de ligação do brometo de etídio ao pDNA.

	Reagentes
	Grau de Pureza
(%)
	Fornecedor

	Tris-base
	>99,5
	Riedel-de Haën

	NaCl
	99,5
	Panreac

	Plasmídeo 
	--
	--

	Brometo de etídeo
	>98
	AMRESCO

	Canamicina
	>99
	Calbiochem

	Berenil
	>90
	Sigma


3.2.2. Equipamento

Para além do material de uso corrente no laboratório, foi utilizado o espectrofluorímetro da marca Horiba Jobin Yvon, modelo Fluoro Max 4, em conjunto com o software Fluor Essence.
3.2.3. Soluções 

Para a determinação dos parâmetros de ligação do brometo de etídio ao pDNA na ausência e na presença de ligandos, utilizaram-se as seguintes soluções:  
Tabela 7 - Composição das soluções utilizadas na determinação dos parâmetros de ligação.

	
	Solução
	Composição

	Solução tampão
	Tampão

	Tris-HCl 0,05 M + 0,5 M≥NaCl≤2,0 M; pH 7,5

	Solução de brometo de etídio
	Solução A
Solução B

	Brometo de etídio 3,0x10-4 M em tampão

Brometo de etídio 3,0x10-6 M em tampão (preparada a partir da solução A)


	Solução de plasmídeo
	Solução C
Solução D

	Plasmídeo 1,5x10-3 M em tampão 
Plasmídeo 3,0x10-5 M em tampão (preparada a partir da solução C)

	Solução de ligando
	Solução E

	Canamicina 100x10-3 M
Berenil 1x10-3 M



3.2.4. Método de Strothkamp 

As interacções entre os diferentes compostos com o pDNA foram estudadas através  da monitorização fluorimétrica da reacção entre o pDNA e o brometo de etídio (BrEt) pelo método descrito por Strothkamp (Strothkamp et al., 1994). 

3.2.4.1. Determinação do Comprimento de Onda de Emissão Máximo Para o BrEt

Foram colocados 2,2 mL de tampão, 0,1 mL de solução C e 50 μL de solução A numa cuvette de fluorescência. A cuvette foi colocada no espectrofluorímetro e a excitação foi definida para 525 nm, a fenda (slit) de excitação para 5 nm e a de emissão para 3 nm. Fez-se um varrimento entre 560 e 640 e foi determinado o máximo de emissão. Esse valor foi utilizado para as experiências seguintes.


3.2.4.2. Determinação do Parâmetro kf
O kf é é uma constante de proporcionalidade entre a concentração de brometo de etídio livre e a sua fluorescência. Experimentalmente determina-se pela fluorescência observada para diferentes concentrações de brometo de etídeo. Colocaram-se 5 mL de solução B numa cuvette, e determinou-se a intensidade de fluorescência (If). De seguida foram adicionados 20 μL da solução A e determinou-se o If. Este procedimento repetiu-se 4 vezes, permitindo construir um gráfico de If em função da concentração de BrEt, dando uma linha recta com declive kf. 
Neste ponto pode determinar-se se existe interferência do ligando com o BrEt, adicionando 50 μL de solução E à cuvette e observando se existe alteração significativa da If.

3.2.4.3. Determinação do Parâmetro kb
Com o objectivo de estudar a ligação do pDNA-brometo de etídio e determinar a constante de ligação, foram colocados 2,4 mL de solução B numa cuvette e adicionaram-se 50 μL de solução C.

Misturou-se bem e registou-se a intensidade de fluorescência de modo a determinar-se o If . 
Adicionaram-se alíquotas sucessivas de solução C, registando a intensidade depois de cada adição, até que já não se observe um aumento da intensidade, ou seja, até que todo o brometo de etídio esteja ligado. Não deve ter mais de 3-4 alíquotas de solução C. 

De seguida, adicionaram-se 20 μL de solução A, e registou-se a intensidade. Adicionaram-se novamente 50 μL de solução C até a intensidade para de aumentar. Esta adição e o restante procedimento repetiram-se pelo menos mais 3 vezes de modo a obter 5 concentrações diferentes de BrEt. 
Sempre que If aumentava muito rapidamente, reduziu-se o volume de adição da solução A para 10 μL.

Com estes resultados construiu-se um gráfico de If em função da concentração de BrEt, obtendo-se uma linha recta com declive Kb, sendo a concentração de BrEt calculada no primeiro ponto em que o If se mantém constante. 
3.2.4.4. Determinação dos Parâmetros de Ligação do Brometo de Etídio ao DNA Plasmídico

O gráfico e a equação de Scatchard permitem determinar os valores dos parâmetros de ligação: a constante intrínseca de ligação, K, bem como o número de locais de ligação em cada nucleótido ou pares de bases, n. 

Para a determinação destes parâmetros foram adicionados 2,7 mL de solução D numa cuvette e determinou-se o If. Esta solução foi titulada com volumes de 20 μL de solução A, sendo determinado o If após cada adição. 

3.2.4.5. Determinação dos Parâmetros de Ligação do Brometo de Etídio ao DNA Plasmídico na Presença do Ligando

A ligação do brometo de etídio pode ser afectada aquando da presença de outros compostos que também se possam ligar ao DNA. Nestes casos, as alterações são observadas nos gráficos Scatchard, cuja interpretação fornece informações sobre a interacção entre o composto em estudo e o DNA.

Foram colocados 2,7 mL de solução D numa cuvette e adicionaram-se 75μL de solução E, determinando-se o If. Esta solução foi titulada com volumes de 20 μL de solução A, sendo determinado o If após cada adição. 

A experiência anterior repete-se com a adição prévia de volumes de 75 μL, 150 μL, 225 μL, 300 μL e 375 μL de solução E. 

3.2.5. Determinação da Constante de Ligação do Berenil ao DNA Plasmídico
Tendo em vista a realização deste estudo, testou-se a ligação do brometo de etídio ao DNA plasmídico na ausência e na presença do ligando, fazendo-se variar a concentração de cloreto de sódio (entre 0,5M e 2,0M) presente no tampão. Assim sendo, o comportamento destes ligandos foi interpretado com base nos gráficos e na equação de Scatchard.
Numa solução contendo uma dada concentração de pDNA e brometo de etídio em excesso, a intensidade de fluorescência observada, Iobs, é a soma da intensidades da fluorescência do brometo de etídio livre, If, e do brometo de etídio ligado ao pDNA (complexo brometo de etídio - pDNA), Ib: 


O DNA nativo tem fluorescência, mas no âmbito das condições de trabalho usual esta fluorescência é insignificante e, consequentemente, a intensidade da fluorescência medida dependerá da quantidade de brometo de etídio livre, Cf, e de brometo de etídio ligado ao DNA, Cb:

Isto é, 


Onde:

· Kb e Kf são as constantes de proporcionaalidade do brometo de etídio ligado ao pDNA e brometo de etídio livre, respectivamente, e são determinadas experimentalmente;

·  Ctotal é a concentração total de brometo de etídeo

·  Cb é concentração de brometo de etídeo ligado ao DNA e pode ser determinado pela monitorização do Iobs como mostrado na seguinte equação:
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Muitos métodos têm sido desenvolvidos para a determinação da quantidade de brometo de etídio ligado por unidade de pDNA, r, e a escolha de um ou outro depende do modo de ligação. Pelos modelos de ligação simples, os dados podem ser inseridos na seguinte equação Scatchard:

[image: image12.wmf]rK

nK

Cf

r

-

=


Onde:

· r é a razão entre o  brometo de etídio ligado ao pDNA (Cb) e a concentração de pDNA, dada em termos de pares de bases;
· Cf é a concentração de brometo de etídio livre;

·  n é o valor máximo de r; 
·  K é a constante intrínseca de ligação do brometo de etídio.

Assim, com os valores de r/Cf em função de r, é possível traçar uma linha recta. A partir desta equação, podem ser obtidos o valor de K (valor do declive) e o valor de n que é dado pela intersecção do eixo dos x (r/Cf=0), n representa o número máximo de locais de ligação à dupla hélice de DNA. 

A presença de outros compostos que se podem ligar ao pDNA (por exemplo, berenil e canamicina) pode alterar a ligação do brometo de etídio. Nestes casos, as alterações são visualizadas nos gráficos Scatchard, cuja interpretação fornece informações sobre a interacção entre o composto em estudo e o pDNA. Na inibição competitiva, a fracção de locais ocupados por estes compostos depende das respectivas concentrações e dos valores das constantes de ligação. Se o ligando tiver um comportamento competitivo relativamente ao BrEt a constante de ligação pode ser determinada por:
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Onde:

· Kobs é o declive da linha recta r/Cf em função de r, para cada concentração de inibidor; 

· K’ é a constante de ligação entre o ligando - pDNA;

· C’f  é a concentração do ligando livre em solução. 
Assim sendo, é possível traçar um gráfico de 1/Kobs em função da concentração do ligando, dando uma recta com declive K’/K a partir do qual se pode calcular o valor de K’.
Os diferentes tipos de comportamento dos compostos estudados foram interpretados pelos gráficos Scatchard, relativos aos dados sobre a sua capacidade de se ligarem ao pDNA. Na maioria dos casos, a presença de ligandos leva a uma diminuição da fluorescência. Isto é atribuído à inibição da ligação pDNA-brometo de etídio, como resultado do bloqueio dos locais específicos de interacção, assim sendo, o brometo de etídio livre emite uma fluorescência com menor intensidade.
3.3. Imobilização do berenil e Cromatografia de Afinidade
3.3.1. Reagentes
Os reagentes utilizados no processo de imobilização do berenil na coluna HiTrap NHS-activated HP (GE Healthcare) e na realização da cromatografia de afinidade, bem como o grau de pureza e origem, estão indicados na tabela 8.

Tabela 8 - Reagentes utilizados durante a ligação do berenil à coluna e durante a realização da cromatografia de afinidade.
	Reagentes
	Grau de Pureza
(%)
	Fornecedor

	NaHCO3
	>99,5
	Sigma

	NaCl
	99,5
	Panreac

	HCl
	37
	Riedel-de Haën

	Etanolamina
	>98
	Merck

	Acetato de Sódio
	99
	Amresco

	Berenil
	>90
	Sigma


3.3.2. Equipamento


3.3.2.1. Sistema de Cromatografia 
Para a realização dos ensaios de cromatografia, utilizou-se um sistema de cromatografia líquida FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) da Pharmacia, composto pelos seguintes elementos: controlador LCC-501, duas bombas P-500, um detector de ultravioleta modelo UV-1 (280 nm), um registador modelo REC-112 e um colector de fracções modelo FRAC-100.


3.3.2.2. Sistema de Electroforese em Gel de Agarose
O sistema de electroforese, bem como o sistema de captação de imagem utilizado já foi descrito no ponto 3.1.2.5.

3.3.3. Métodos 


3.3.3.1. Imobilização do Berenil na Coluna HiTrap NHS-activated HP


A reacção de imobilização do berenil foi feita de acordo com um procedimento adaptado e baseado no manual do fabricante e descrito por Denise et al., 1999. 

A coluna HiTrap NHS-activated HP vem armazenada em isopropanol (100%) de modo a evitar a desactivação dos grupos NHS. A coluna foi montada no sistema de FPLC.


Inicialmente, o isopropanol foi eliminado com uma solução fria de 1mM HCl. Foram passados 6 mL desta solução na coluna, não excedendo um fluxo 1 mL/min, de forma a não causar compressão irreversível na coluna.


A reacção de imobilização ocorreu fazendo passar (por recirculação) a solução de ligando (2 mg/mL) em tampão (0,2 M NaHCO3, 0,5 M NaCl, pH=8,3) na coluna, durante 2h à temperatura ambiente. 

A desactivação do excesso de grupos activos aos quais não se ligou o berenil e a lavagem de pontos de ligação não-especificos, foi feita de acordo com o seguinte procedimento:

a) Passou-se 6 mL de tampão A (0,5M etanolamina, 0,5M NaCl, pH=8,3).

b) Passou-se 6 mL de tampão B (0,1M acetato, 0,5M NaCl, pH=4).

c) Passou-se 6 mL de tampão A.

d) Deixar a coluna à temperatura ambiente durante 15-30 min.

e) Passou-se 6 mL de tampão B.

f) Passou-se 6 mL de tampão A.

a) Passou-se 6 mL de tampão B.

h) Finalmente, passou-se 2 mL de tampão com pH neutro para ajustar o pH (tampão PBS 1x).

As soluções usadas foram filtradas a vácuo e desgaseificadas num sonicador Elma (modelo Transsonic 570/H). 

3.3.3.2. Cromatografia de Afinidade

A coluna HiTrap derivatizada com berenil foi ligada ao sistema de FPLC e equilibrada com um tampão contendo diferentes concentrações de NaCl em Tris-HCl 0,05M pH=7,5.

 Para cada amostra a analisar, foi efectuada uma diluição apropriada em Tris-HCl 0,05M, pH=7,5, correspondendo a uma concentração final de 300 μg/mL. A força iónica das amostras foi ajustada pela adição de sal em concentração igual à do tampão da fase móvel, de forma a favorecer a adsorção ao suporte.

 O volume de injecção foi de150μL e o caudal de eluição de 0,5 mL/min. Todas as isoformas do plasmídeo (linear, cadeia aberta e superenrolado) foram eluídas com tampão Tris-HCl, pH=7,5 também com diferentes concentrações de sal.


Após os ensaios, foi necessário concentrar as fracções recolhidas, devido à ocorrência de diluição das mesmas. A concentração foi conseguida, recorrendo-se a sucessivas centrifugações das fracções numa centrífuga Sigma, modelo 3-18k, utilizando-se tubos Vivascience 6 mL modelo 10000 MWCO.

As amostras foram seguidamente analisadas, relativamente à presença das diferentes isoformas de pDNA, por electroforese em gel de agarose.

3.3.3.3. Electroforese em Gel de Agarose

As amostras contendo plasmídeo puro (obtido a partir do kit Qiagen) e as fracções obtidas por cromatografia de afinidade foram analisadas em gel de agarose. A electroforese foi realizada de acordo com o procedimento descrito no ponto 3.1.4.4.

	IV. Resultados e Discussão


IV. Resultados e Discussão
4.1. Obtenção da Amostra de DNA Plasmídico 

A primeira etapa deste trabalho consistiu na preparação da amostra de partida, ou seja, o DNA plasmídico. Esta foi obtida a partir da fermentação celular utilizando a estirpe de bactéria Eschrichia coli DH5α, contendo o plasmídeo pVAX1LacZ de 6050 pares de bases.

Inicialmente procedeu-se à inoculação em placa utilizando o meio de LB-agar. Posteriormente, realizou-se a pré-fermentação em erlenmeyer utilizando o meio TB, tendo-se obtido valores de absorvância (Abs) a 600 nm de aproximadamente 8-9. As fermentações também foram realizadas em erlenmeyers e iniciadas a partir da pré-fermentação, utiizando o meio TB, tendo-se obtido neste caso valores de absorvância (Abs) a 600 nm entre 6-12. As células recolhidas foram então sujeitas a lise alcalina, procedendo-se de seguida ao isolamento e purificação das amostras com o kit comercial Plasmid Maxi da Qiagen®, obtendo-se o DNA plasmídico como comprovado na Figura 11. Esta amostra foi posteriormente utilizada no estudo da determinação das constantes de ligação entre o brometo de etídio e o DNA
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Figura 11 - Electroforese em gel de agarose a 1%, das amostras do pDNA. Linha 1: amostra de pDNA purificado (20 μg/mL); Linha 2: amostra de pDNA purificado (20 μg/mL); Linha 3: marcador de pesos moleculares; Linha 4: amostra de pDNA purificado (20 μg/mL); Linha 5: amostra de pDNA purificado (20 μg/mL). Abreviaturas: oc, plasmídeo na conformação circular aberta; sc, plasmídeo na conformação superenrolada.
4.2. Determinação dos Parâmetros de Ligação entre o Brometo de Etídio e DNA Plasmídico

Neste trabalho foram seleccionadas e testadas, pela primeira vez, pequenas moléculas como antibióticos, com afinidade para o DNA. Foram estudados os antibióticos, canamicina e berenil. 

4.2.1. Determinação do Parâmetro kf
O primeiro composto estudado foi o brometo de etídio, utilizado como um marcador fluorescente, pois a sua fluorescência aumenta quando se liga ao DNA.
Tabela 9 - Concentração de brometo de etídio ao longo de toda a reacção, bem como, a intensidade da fluorescência (If) correspondente para a determinação do kf correspondente à concentração 0,5M de NaCl.
	Volume das soluções de BrEt (na cuvette)
	Concentração de
Brometo de etídio (M)
	If

(unidades arbitrárias – u.a.)

	2,5 mL Solução B
	3,00x10-6
	2,66x105

	+ 20 μL Solução A
	5,36x10-6
	4,80x105

	+ 20 μL Solução A
	7,68x10-6
	6,25x105

	+ 20 μL Solução A
	9,96x10-6
	8,02x105

	+ 20 μL Solução A
	1,22x10-5
	9,82x105

	+ 20 μL Solução A
	1,44x10-5
	1,15x106


A partir destes dados construiu-se um gráfico de If em função da concentração de BrEt e obteve-se uma recta, cujo declive corresponde ao valor de Kf  (Figura 12).
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Figura 12 -Valores de intensidade da fluorescência, If, em função da concentração de brometo de etídio livre para a concentração de 0,50M de NaCl. 
Assim sendo, o Kf (declive da recta) é 7,616x1010 M-1.
Como se pode observar, há uma variação linear entre estas duas variáveis, ou seja, If aumenta, de forma linear, com o aumento da concentração de BrEt.

4.2.2. Determinação do Parâmetro kb
Para se obter o valor de Kb (constante de proporcionalidade entre a intensidade da fluorescência e a concentração dos aductos de brometo de etídio-pDNA), foi estudada a ligação entre o brometo de etídio e o pDNA.
Tabela 10 - Concentração de brometo de etídio, bem como, a intensidade da fluorescência (If) correspondente, para a determinação do kb correspondente à concentração 0,5M de NaCl.
	Volume das soluções de BrEt (na cuvette)
	Concentração de 

Brometo de etídio (M)
	If

	2,4 mL Solução B 
+ 
6 x 50 μL Solução C
	2,67x10-6
	4,37x106

	+ 20 μL Solução A          
+ 50 μL Solução C
	4,77x10-6
	7,04x106

	+ 20 μL Solução A      
+ 50 μL Solução C
	6,76x10-6
	9,10x106

	+ 20 μL Solução A          
+ 50 μL Solução C
	8,66x10-6
	1,06x107

	+ 20 μL Solução A          
+ 50 μL Solução C
	1,05x10-5
	1,18x107


Os resultados mostraram que para cada concentração de brometo de etídio, como a quantidade adicionada de DNA plasmídico aumenta, a intensidade da fluorescência é mais intensa do que a do brometo de etídio livre. Verifica-se assim, um aumento da fluorescência, como consequência do aumento da quantidade de aductos formados de pDNA-brometo de etídio. 
O conjunto de pares de valores (Cb, If) característica de cada concentração máxima de aductos encaixa-se numa recta, cujo declive é a constante de proporcionalidade de fluorescência do brometo de etídio quando ligado ao pDNA (Figura 13).
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Figura 13 - Variação de intensidade da fluorescência, If, em função da concentração dos aductos de brometo de etídio-pDNA para a concentração de 0,50M de NaCl.
Assim sendo, o Kb (declive da recta) é 9,465x1011 M-1.

4.2.3. Efeito da Concentração do Sal nos Parâmetros kf e kb
O efeito do sal sobre o carácter de ligação do brometo de etídio na ausência e na presença de pDNA, foi estudado por espectrofluorimetria usando cinco concentrações de NaCl (0,50 M, 0,75 M, 1,00 M, 1,25 M, 1,75 M  e  2,0 M) no tampão . 

Os parâmetros para as diferentes concentrações de sal foram determinados exactamente da mesma forma já descrita anteriormente, sendo apresentados na tabela 11.

Tabela 11 - Variação do Kf e do Kb em função da concentração de cloreto de sódio.
	[NaCl]
	0,50M
	0,75M
	1,00M
	1,25M
	1,50M
	1,75M
	2,00M

	Kf

(M-1)
	7,62x10+10
	7,19x10+10
	6,97x10+10
	7,74x10+10
	7,04x10+10
	7,66x10+10
	7,03x10+10

	Kb
(M-1)
	9,47x10+11
	9,02x10+11
	9,10x10+11
	9,65x10+11
	8,84x10+11
	9,35x10+11
	8,67x10+11



De forma a simplificar os dados para uma melhor interpretação, construiu-se o gráfico 14 e 15, onde se pode observar a variação do Kf e Kb em função da concentração de NaCl (Figura 14 e 15).
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Figura 14 - Variação do Kf em função da concentração de cloreto de sódio.
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Figura 15 - Variação do Kb em função da concentração de cloreto de sódio.
Por análise da tabela 11 e das figuras 14 e 15, pode verificar-se que, os valores mais elevados para os parâmetros kf e kb foram obtidos com a concentração 1,25 M de NaCl. 
O declive, Kb, é maior do que Kf, e pela simples comparação é possível confirmar que a intercalação do brometo de etídio na dupla hélice do DNA aumenta a fluorescência cerca de 12 vezes em relação à do brometo de etídio livre, uma vez que, a sua fluorescência é aumentada quando se liga ao DNA.
4.2.4. Determinação dos Parâmetros de Ligação do Brometo de Etídio ao DNA Plasmídico
Depois de serem determinadas as constantes de proporcionalidade para o brometo de etídio livre (Kf) e brometo de etídio-pDNA (Kb), o método Scatchard permitiu determinar os valores dos parâmetros de ligação: a constante de ligação intrínseca, K.
Tabela 12 - Determinação dos parâmetros de ligação entre o brometo de etídio e o DNA plasmídico, correspondentes à concentração 0,50M de NaCl.
	Volume (cuvette) (mL)
	[DNA] (M)
	[BrEt]
(M)
	If
(u.a.)
	Cb
(M)
	r
	Cf
(M)
	r/Cf
(M-1)

	2,7
	3,00x10-5
	
	
	
	
	
	

	2,72
	2,98x10-5
	2,21x10-6
	2,58x10+6
	2,77x10-6
	0,0929
	-5,60x10-7
	-1,66x10+5

	2,74
	2,96x10-5
	4,38x10-6
	3,66x10+6
	3,82x10-6
	0,1292
	5,60x10-7
	2,31x10+4

	2,76
	2,93x10-5
	6,52x10-6
	4,54x10+6
	4,64x10-6
	0,1582
	1,88x10-6
	8,42x10+4

	2,78
	2,91x10-5
	8,63x10-6
	5,34x10+6
	5,38x10-6
	0,1848
	3,25x10-6
	5,69x10+4

	2,8
	2,89x10-5
	1,07x10-5
	5,72x10+6
	5,63x10-6
	0,1947
	5,08x10-6
	3,83x10+4

	2,82
	2,87x10-5
	1,28x10-5
	6,18x10+6
	5,99x10-6
	0,2084
	6,78x10-6
	3,07x10+4

	2,84
	2,85x10-5
	1,48x10-5
	6,54x10+6
	6,22x10-6
	0,2179
	8,57x10-6
	2,54x10+4

	2,86
	2,83x10-5
	1,68x10-5
	6,76x10+6
	6,30x10-6
	0,2224
	1,05x10-5
	2,12x10+4

	2,88
	2,81x10-5
	1,88x10-5
	7,01x10+6
	6,42x10-6
	0,2281
	1,23x10-5
	1,85x10+4

	2,9
	2,79x10-5
	2,07x10-5
	7,19x10+6
	6,46x10-6
	0,2311
	1,42x10-5
	1,62x10+4

	2,92
	2,77x10-5
	2,26x10-5
	7,32x10+6
	6,44x10-6
	0,2320
	1,62x10-5
	1,44x10+4

	2,94
	2,76x10-5
	2,45x10-5
	7,44x10+6
	6,40x10-6
	0,2324
	1,81x10-5
	1,28x10+4


Os testes foram realizados em condições de concentração conhecida de DNA e BrEt, de modo a que nem todo o brometo de etídio se ligasse, uma vez que não haveria excesso de pDNA. Por esta razão, ao longo da série o valor de If não se manteve constante, aumentando com o aumento da concentração de brometo de etídio. Assim, a intensidade da fluorescência é a soma das intensidades de fluorescência emitidas pelo brometo de etídio livre e pelos aductos brometo de etídio-pDNA em solução. 
A partir destes dados foi possível construir um gráfico de r/cf em função de r (Figura 16). Sendo possível traçar uma recta, cujo declive corresponde por sua vez ao K (constante de ligação do BrEt ao pDNA).
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Figura 16 - Gráfico de Scatchard (r/Cf em função de r) da ligação entre brometo de etídio e o DNA plasmídico para a concentração 0,50M de NaCl.
Assim sendo, a constante de ligação intrínseca (K) é 6,076x10+5M.

4.2.5. Efeito da Concentração do Sal no Parâmetro K
Foi estudada a variação da constante de ligação intrínseca entre o brometo de etídio e o DNA plasmídico (K) em função da concentração de sal. Os parâmetros para as restantes concentrações de sal foram determinados exactamente da mesma forma que os acima exemplificados, sendo apresentados na tabela 13.

Tabela 13 - Variação da constante de ligação entre o brometo de etídio e o DNA plasmídico (K) em função da concentração de NaCl.

	[NaCl]
	0,50M
	0,75M
	1,00M
	1,25M
	1,50M
	1,75M
	2,00M

	K

(M-1)
	607554
	408286
	578486
	420876
	403556
	396799
	367914

	1/K

(M-1)
	1,646x10-6
	2,450x10-6
	1,274x10-6
	2,376x10-6
	2,478x10-6
	2,520x10-6
	2,718x10-6


Foi possível construir um gráfico de r/cf em função de r, em que estão representadas as rectas referentes a todas as concentrações de NaCl, cujo declive é a constante de ligação K do BrEt ao pDNA (Figura 17).
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Figura 17 - Gráfico de r/cf em função de r para todas as concentrações de NaCl.
De forma a simplificar os dados para uma melhor interpretação, construiu-se um gráfico, onde se pode observar a variação do K em função da concentração de NaCl (Figura 18).
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Figura 18 - Variação do K em função da concentração de NaCl.

Analisando a tabela 13 e a figura 18, pode verificar-se que para a concentração de sal de 0,50M obteve-se o valor mais alto de K, sendo o valor mais baixo correspondente à concentração 2,00M. No entanto, à medida que a concentração de NaCl aumentou, a constante sofreu uma diminuição gradual, à excepção do aumento que se verificou aquando da passagem de 0,75M para 1,00M de NaCl. 

Assim, pode verificar-se que há uma tendência para que a afinidade do BrEt para o pDNA diminua com o aumento da concentração de sal, devido ao aumento das forças electrostáticas no meio. Esta tendência pode ser explicada com base no modo de ligação do BrEt ao pDNA, ou seja, como o BrEt intercala na dupla hélice de DNA, esta ligação depende das forças de Van der Waals e de uma estabilização electrostática (Sinha et al, 2006). A força iónica e os catiões em solução também influenciam a geometria dos locais de intercalação, assim como a molécula de pDNA (Hendry et al, 2007). Devido à componente electrostática entre o BrEt e o pDNA, à medida que a concentração de NaCl aumenta, essa interacção electrostática diminui, assim como a constante de ligação.

4.2.6. Determinação dos Parâmetros de Ligação do Brometo de Etídio ao DNA Plasmídico na Presença do Ligando Berenil
Foi estudada a alteração introduzida nos parâmetros de ligação do brometo de etídio ao pDNA na presença de diferentes concentrações de berenil, inibidor competitivo da ligação do BrEt à dupla hélice do DNA. O valor da constante de ligação (Kobs) deste fármaco, foi também determinado fazendo variar a concentração de sal. 

4.2.6.1. Na presença de 75 µL de berenil 1 mM

Foi determinada a constante de ligação do brometo de etídio ao pDNA (Kobs) na presença de 75 µL berenil.

Tabela 14 - Determinação dos parâmetros de ligação entre o brometo de etídio e o pDNA na presença de 75 µL de berenil 1 mM, correspondentes à concentração 0,50M de NaCl.
	Volume (cuvette) (mL)
	[DNA] (M)
	[BrEt]
(M)
	If
(u.a.)
	Cb
(M)
	r
	Cf
(M)
	r/Cf
(M-1)

	2,775
	3,00x10-5
	
	
	
	
	
	

	2,795
	2,98x10-5
	2,15x10-6
	1,34x10+6
	1,35x10-6
	0,0454
	7,94x10-7
	5,71x10+4

	2,815
	2,96x10-5
	4,26x10-6
	3,08x10+6
	3,17x10-6
	0,1072
	1,09x10-6
	9,82x10+4

	2,835
	2,94x10-5
	6,35x10-6
	3,69x10+6
	3,69x10-6
	0,1255
	2,66x10-6
	4,71x10+4

	2,855
	2,92x10-5
	8,41x10-6
	4,59x10+6
	4,53x10-6
	0,1555
	3,87x10-6
	4,01x10+4

	2,875
	2,90x10-5
	1,04x10-5
	5,14x10+6
	4,99x10-6
	0,1723
	5,45x10-6
	3,16x10+4

	2,895
	2,88x10-5
	1,24x10-5
	5,57x10+6
	5,31x10-6
	0,1847
	7,12x10-6
	2,59x10+4

	2,915
	2,86x10-5
	1,44x10-5
	5,90x10+6
	5,52x10-6
	0,1931
	8,89x10-6
	2,17x10+4

	2,935
	2,84x10-5
	1,64x10-5
	6,27x10+6
	5,77x10-6
	0,2034
	1,06x10-5
	1,92x10+4

	2,955
	2,82x10-5
	1,83x10-5
	6,55x10+6
	5,93x10-6
	0,2106
	1,23x10-5
	1,71x10+4

	2,975
	2,80x10-5
	2,02x10-5
	6,71x10+6
	5,95x10-6
	0,2126
	1,42x10-5
	1,49x10+4

	2,995
	2,78x10-5
	2,20x10-5
	6,91x10+6
	6,01x10-6
	0,2161
	1,60x10-5
	1,35x10+4

	3,015
	2,76x10-5
	2,39x10-5
	7,08x10+6
	6,05x10-6
	0,2191
	1,78x10-5
	1,23x10+4


A partir dos dados da tabela 14 foi possível construir o gráfico de r/cf em função de r. Este corresponde a uma recta (Figura 19), cujo declive corresponde por sua vez à constante de ligação do brometo de etídeo ao pDNA na presença deste fármaco. Deste modo, o Kobs na presença de 75 µL de berenil 1mM, é 505631 M-1.
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Figura 19 - Valores de r/cf em função de r para a concentração de 0,05M de NaCl, na presença de 75 μL de berenil 1mM. O declive da recta é a constante de ligação entre o brometo de etídio e o DNA plasmídico (Kobs).
4.2.6.2. Na presença de 150 µL de berenil 1 mM

Foi determinada a constante de ligação do brometo de etídio ao pDNA (Kobs) na presença de 150 µL berenil.

Tabela 15 - Determinação dos parâmetros de ligação entre o brometo de etídio e o pDNA na presença de 150 µL de berenil 1 mM, correspondentes à concentração 0,50M de NaCl.
	Volume (cuvette) (mL)
	[DNA] (M)
	[BrEt]
(M)
	If
(u.a.)
	Cb
(M)
	r
	Cf
(M)
	r/Cf
(M-1)

	2,85
	3,00x10-5
	
	
	
	
	
	

	2,87
	2,98x10-5
	2,09x10-6
	1,65x10+6
	1,71x10-6
	0,0573
	3,83x10-7
	1,50x10+5

	2,89
	2,96x10-5
	4,15x10-6
	2,82x10+6
	2,88x10-6
	0,0972
	1,28x10-6
	7,61x10+4

	2,91
	2,94x10-5
	6,19x10-6
	3,61x10+6
	3,61x10-6
	0,1229
	2,58x10-6
	4,77x10+4

	2,93
	2,92x10-5
	8,19x10-6
	4,35x10+6
	4,28x10-6
	0,1466
	3,91x10-6
	3,75x10+4

	2,95
	2,90x10-5
	1,02x10-5
	4,79x10+6
	4,62x10-6
	0,1593
	5,55x10-6
	2,87x10+4

	2,97
	2,88x10-5
	1,21x10-5
	5,16x10+6
	4,87x10-6
	0,1691
	7,25x10-6
	2,33x10+4

	2,99
	2,86x10-5
	1,4x10-5
	5,50x10+6
	5,09x10-6
	0,1780
	8,96x10-6
	1,99x10+4

	3,01
	2,84x10-5
	1,59x10-5
	5,79x10+6
	5,26x10-6
	0,1851
	1,07x10-5
	1,73x10+4

	3,03
	2,82x10-5
	1,78x10-5
	6,04x10+6
	5,37x10-6
	0,1905
	1,24x10-5
	1,53x10+4

	3,05
	2,8x10-5
	1,97x10-5
	6,24x10+6
	5,44x10-6
	0,1942
	1,42x10-5
	1,36x10+4

	3,07
	2,79x10-5
	2,15x10-5
	6,46x10+6
	5,54x10-6
	0,1990
	1,60x10-5
	1,25x10+4

	3,09
	2,77x10-5
	2,33x10-5
	6,60x10+6
	5,55x10-6
	0,2005
	1,78x10-5
	1,13x10+4


A partir dos dados da tabela 15 foi possível construir um gráfico de r/cf em função de r (Figura 20). Este corresponde a uma recta, cujo declive corresponde por sua vez à constante de ligação do brometo de etídeo ao DNA na presença deste fármaco. Deste modo, o Kobs na presença de 150 µL de berenil 1 mM, é 460906 M-1.
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Figura 20 - Valores de r/cf em função de r para a concentração de 0,05M de NaCl, na presença de 150 μL de berenil 1mM,  sendo o declive da recta a constante de ligação entre o brometo de etídio e o DNA plasmídico (Kobs).
4.2.6.3. Na presença de 225 µL de berenil 1 mM

Foi determinada a constante de ligação do brometo de etídio ao pDNA (Kobs) na presença de 225 µL berenil.

Tabela 16 - Determinação dos parâmetros de ligação entre o brometo de etídio e o pDNA na presença de 225 µL de berenil 1 mM, correspondentes à concentração 0,50M de NaCl.
	Volume (cuvette) (mL)
	[DNA] (M)
	[BrEt]
(M)
	If
(u.a.)
	Cb
(M)
	r
	Cf
(M)
	r/Cf
(M-1)

	2,925
	3,00x10-5
	
	
	
	
	
	

	2,945
	2,98x10-5
	2,04x10-6
	1,79x10+6
	1,87x10-6
	0,0629
	1,64x10-7
	3,84x10+5

	2,965
	2,96x10-5
	4,05x10-6
	2,73x10+6
	2,78x10-6
	0,0939
	1,27x10-6
	7,40x10+4

	2,985
	2,94x10-5
	6,03x10-6
	3,47x10+6
	3,46x10-6
	0,1176
	2,57x10-6
	4,57x10+4

	3,005
	2,92x10-5
	7,99x10-6
	3,99x10+6
	3,88x10-6
	0,1329
	4,11x10-6
	3,24x10+4

	3,025
	2,9x10-5
	9,92x10-6
	4,43x10+6
	4,23x10-6
	0,1457
	5,69x10-6
	2,56x10+4

	3,045
	2,88x10-5
	1,18x10-5
	4,84x10+6
	4,53x10-6
	0,1571
	7,30x10-6
	2,15x10+4

	3,065
	2,86x10-5
	1,37x10-5
	5,15x10+6
	4,72x10-6
	0,1649
	8,98x10-6
	1,84x10+4

	3,085
	2,84x10-5
	1,56x10-5
	5,41x10+6
	4,85x10-6
	0,1705
	1,07x10-5
	1,59x10+4

	3,105
	2,83x10-5
	1,74x10-5
	5,68x10+6
	5,00x10-6
	0,1771
	1,24x10-5
	1,43x10+4

	3,125
	2,81x10-5
	1,92x10-5
	5,85x10+6
	5,04x10-6
	0,1794
	1,42x10-5
	1,27x10+4

	3,145
	2,79x10-5
	2,10x10-5
	6,07x10+6
	5,14x10-6
	0,1842
	1,58x10-5
	1,16x10+4

	3,165
	2,77x10-5
	2,27x10-5
	6,18x10+6
	5,11x10-6
	0,1842
	1,76x10-5
	1,04x10+4


A partir dos dados da tabela 16 foi possível construir um gráfico de r/cf em função de r (Figura 21). Este corresponde a uma recta, cujo declive corresponde por sua vez à constante de ligação do brometo de etídeo ao DNA na presença deste fármaco. Assim, o Kobs na presença de 225 µL de berenil 1 mM, é 414979 M-1.
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Figura 21 - Valores de r/cf em função de r para a concentração de 0,05M de NaCl, na presença de 225 μL de berenil 1mM,  sendo o declive da recta a constante de ligação entre o brometo de etídio e o DNA plasmídico (Kobs).

4.2.6.4. Na presença de 300 µL de berenil 1 mM

Foi determinada a constante de ligação do brometo de etídio ao pDNA (Kobs) na presença de 300 µL berenil.

Tabela 17 - Determinação dos parâmetros de ligação entre o brometo de etídio e o pDNA na presença de 300 µL de berenil 1 mM, correspondentes à concentração 0,50M de NaCl.
	Volume (cuvette) (mL)
	[DNA] (M)
	[BrEt]
(M)
	If
(u.a.)
	Cb
(M)
	r
	Cf
(M)
	r/Cf
(M-1)

	3
	3,00x10-5
	
	
	
	
	
	

	3,02
	2,98x10-5
	1,99x10-6
	1,64x10+6
	1,71x10-6
	0,0575
	2,73x10-7
	2,11x10+5

	3,04
	2,96x10-5
	3,95x10-6
	2,46x10+6
	2,48x10-6
	0,0838
	1,47x10-6
	5,72x10+4

	3,06
	2,94x10-5
	5,88x10-6
	3,27x10+6
	3,24x10-6
	0,1103
	2,64x10-6
	4,18x10+4

	3,08
	2,92x10-5
	7,79x10-6
	3,71x10+6
	3,58x10-6
	0,1227
	4,21x10-6
	2,91x10+4

	3,1
	2,9x10-5
	9,68x10-6
	4,20x10+6
	4,98x10-6
	0,1370
	5,70x10-6
	2,40x10+4

	3,12
	2,88x10-5
	1,15x10-5
	4,57x10+6
	4,24x10-6
	0,1471
	7,30x10-6
	2,02x10+4

	3,14
	2,87x10-5
	1,34x10-5
	4,91x10+6
	4,47x10-6
	0,1559
	8,91x10-6
	1,75x10+4

	3,16
	2,85x10-5
	1,52x10-5
	5,08x10+6
	4,51x10-6
	0,1582
	1,07x10-5
	1,48x10+4

	3,18
	2,83x10-5
	1,70x10-5
	5,36x10+6
	4,67x10-6
	0,1650
	1,23x10-5
	1,34x10+4

	3,2
	2,81x10-5
	1,88x10-5
	5,57x10+6
	4,76x10-6
	0,1693
	1,40x10-5
	1,21x10+4

	3,22
	2,80x10-5
	2,05x10-5
	5,72x10+6
	4,78x10-6
	0,1711
	1,57x10-5
	1,09x10+4

	3,24
	2,78x10-5
	2,22x10-5
	5,96x10+6
	4,90x10-6
	0,1765
	1,73x10-5
	1,02x10+4


A partir dos dados da tabela 17 foi possível construir um gráfico de r/cf em função de r (Figura 22). Este corresponde a uma recta, cujo declive corresponde por sua vez à constante de ligação do brometo de etídeo ao DNA na presença deste fármaco. Assim, o Kobs na presença de 300 µL de berenil 1 mM, é 365944 M-1.
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Figura 22 - Valores de r/cf em função de r para a concentração de 0,05M de NaCl, na presença de 300 μL de berenil 1mM, sendo o declive da recta a constante de ligação entre o brometo de etídio e o DNA plasmídico (Kobs).
4.2.6.5. Na presença de 375 µL de berenil 1 mM

Foi determinada a constante de ligação do brometo de etídio ao pDNA (Kobs) na presença de 375 µL berenil.

Tabela 18 - Determinação dos parâmetros de ligação entre o brometo de etídio e o DNA plasmídico na presença de 375 µL de berenil 1 mM, correspondentes à concentração 0,50M de NaCl.
	Volume (cuvette) (mL)
	[DNA] (M)
	[BrEt]
(M)
	If
(u.a.)
	Cb
(M)
	r
	Cf
(M)
	r/Cf
(M-1)

	3,15
	3,00x10-5
	
	
	
	
	
	

	3,17
	2,98x10-5
	1,89x10-6
	1,38x10+6
	1,42x10-6
	0,0575
	4,69x10-7
	1,02x10+5

	3,19
	2,96x10-5
	3,76x10-6
	2,05x10+6
	2,03x10-6
	0,0838
	1,74x10-6
	3,94x10+4

	3,21
	2,94x10-5
	5,61x10-6
	2,77x10+6
	2,69x10-6
	0,1103
	2,91x10-6
	3,14x10+4

	3,23
	2,93x10-5
	7,43x10-6
	3,39x10+6
	3,25x10-6
	0,1227
	4,18x10-6
	2,66x10+4

	3,25
	2,91x10-5
	9,23x10-6
	3,68x10+6
	3,42x10-6
	0,1370
	5,81x10-6
	2,02x10+4

	3,27
	2,89x10-5
	1,10x10-5
	4,03x10+6
	3,67x10-6
	0,1471
	7,34x10-6
	1,73x10+4

	3,29
	2,87x10-5
	1,28x10-5
	4,18x10+6
	3,68x10-6
	0,1559
	9,08x10-6
	1,41x10+4

	3,31
	2,85x10-5
	1,45x10-5
	4,65x10+6
	4,07x10-6
	0,1582
	1,04x10-5
	1,37x10+4

	3,33
	2,84x10-5
	1,62x10-5
	4,98x10+6
	4,30x10-6
	0,1650
	1,19x10-5
	1,27x10+4

	3,35
	2,82x10-5
	1,79x10-5
	5,10x10+6
	4,30x10-6
	0,1693
	1,36x10-5
	1,12x10+4

	3,37
	2,80x10-5
	1,96x10-5
	5,28x10+6
	4,35x10-6
	0,1711
	1,52x10-5
	1,02x10+4

	3,39
	2,79x10-5
	2,12x10-5
	5,47x10+6
	4,42x10-6
	0,1765
	1,68x10-5
	9,44x10+3


A partir dos dados da tabela 18 foi possível construir um gráfico de r/cf em função de r (Figura 23). Este corresponde a uma recta, cujo declive corresponde por sua vez à constante de ligação do brometo de etídeo ao DNA na presença deste fármaco. Assim, o Kobs na presença de 375 µL de berenil 1 mM, é 335056 M-1.
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Figura 23 - Valores de r/cf em função de r para a concentração de 0,05M de NaCl, na presença de 375 μL de berenil 1mM,  sendo o declive da recta a constante de ligação entre o brometo de etídio e o DNA plasmídico (Kobs).
4.2.7. Cálculo da Constante de Ligação entre o Berenil e o DNA Plasmídico
A presença do berenil pode alterar a ligação do brometo de etídio ao pDNA. Nestes casos, as alterações são visualizadas nos gráficos Scatchard, cuja interpretação fornece informações sobre a interacção entre o composto em estudo e o pDNA. 
Tabela 19 - Determinação da constante de ligação entre o pDNA e o berenil 1mM (K’), pela equação de Scatchard, correspondentes à concentração 0,50M de NaCl.
	Volume de Berenil (μL)
	[Berenil] (c’t) (M)
	Kobs
 (M-1)
	1/K
 (M)

	0
	0
	607554
	1,646x10-6

	75
	2,70x10-5
	505631
	1,98x10-6

	150
	5,26x10-5
	460906
	2,17x10-6

	225
	7,69x10-5
	414979
	2,41x10-6

	300
	1,00x10-4
	365944
	2,73x10-6

	375
	1,22x10-4
	335056
	2,98x10-6


A partir dos dados da tabela 19 obteve-se um gráfico de 1/Kobs em função de c’t, (Figura 24) sendo possível traçar uma recta com declive K’/K, a partir do qual, se pode calcular o valor de K’.
Na inibição competitiva, a fracção de locais ocupados por estes compostos depende das respectivas concentrações e dos valores das constantes de ligação.

A partir destes valores demonstrou-se que o berenil é um inibidor competitivo da ligação do BrEt (diminuição gradual de K com o aumento do volume de ligando) ao DNA já que ambas as moléculas se ligam no mesmo local da dupla hélice. Assim, a inibição competitiva do berenil pode ser caracterizada pelo estudo (utilizando os gráficos e equação de Scatchard) das modificações que ocorrem na ligação do BrEt-pDNA na presença deste ligando. Os dados experimentais permitiram também o cálculo da constante de ligação do pDNA-berenil (K’).
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Figura 24 - Valores de 1/Kobs em função da [Berenil], para a concentração 0,50M de NaCl.
Segundo a equação de Scatchard:
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Segundo a equação da recta:

 y = 1,076x10-2 x + 1,641x10-6 

Logo:
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Assim sendo, o K’ é 6556,98 M-1.

4.2.8. Efeito da Concentração de NaCl na Constante de Ligação Berenil-DNA Plasmídico 
A análise do impacto da variação da concentração de sal na ligação ao pDNA revelou características interessantes. Para determinar a contribuição das interacções electrostáticas no carácter da ligação dos antibióticos com o pDNA, foi medida a fluorescência da ligação do BrEt na presença dos ligandos variando a força iónica da solução.

O efeito do sal sobre o carácter de ligação do berenil foi estudado por espectrofluorimetria usando cinco concentrações de NaCl diferentes. Foram também avaliadas as constantes de ligação sob estas condições, sendo os resultados apresentados nas tabelas 20, 21, 22, 23.

Tabela 20 - Variação da constante de ligação do brometo de etídeo ao pDNA na presença do berenil (Kobs), assim como a constante de ligação entre o berenil e o pDNA (K’), em função da concentração de cloreto de sódio. 
	[NaCl]

(M)
	Kobs
(75 μL)
	1/Kobs
(75 μL)
	Kobs
(150μL)
	1/Kobs
(150 μL)
	Kobs
(225 μL)
	1/Kobs
(225 μL)
	Kobs
(300 μL)
	1/Kobs
(300 μL)
	Kobs
(375 μL)
	1/Kobs
(375 μL)
	K’ (M-1)
	Mediana

K’ (M-1)

	0,50
	517771
	1,93x10-6
	447285
	2,24x10-6
	405261
	2,47x10-6
	361982
	2,76x10-6
	346606
	2,89x10-6
	6303,43
	6556,98

	
	505631
	1,98x10-6
	460906
	2,17x10-6
	414979
	2,41x10-6
	365944
	2,73x10-6
	335056
	2,98x10-6
	6556,98
	

	
	397412
	2,52x10-6
	421193
	2,37x10-6
	396417
	2,52x10-6
	344984
	2,90x10-6
	331024
	3,02x10-6
	6767,32
	

	0,75 
	336018
	2,98x10-6
	293591
	3,41x10-6
	262212
	3,81x10-6
	230597
	4,34x10-6
	209153
	4,78x10-6
	7761,81
	7265,68

	
	316845
	3,16x10-6
	277496
	3,60x10-6
	181143
	5,52x10-6
	217520
	4,60x10-6
	209183
	4,78x10-6
	7265,68
	

	
	317596
	3,15x10-6
	273553
	3,66x10-6
	245729
	4,07x10-6
	227820
	4,39x10-6
	398040
	2,51x10-6
	7551,0
	


Tabela 21 - Variação da constante de ligação do brometo de etídeo ao pDNA na presença do berenil (Kobs), assim como a constante de ligação entre o berenil e o pDNA (K’), em função da concentração de cloreto de sódio. 
	[NaCl]

(M)
	Kobs
(75 μL)
	1/Kobs
(75 μL)
	Kobs
(150μL)
	1/Kobs
(150 μL)
	Kobs
(225 μL)
	1/Kobs
(225 μL)
	Kobs
(300 μL)
	1/Kobs
(300 μL)
	Kobs
(375 μL)
	1/Kobs
(375 μL)
	K’ (M-1)
	Mediana

K’ (M-1)

	1,0 
	483565
	2,07x10-6
	369311
	2,71x10-6
	313222
	3,19x10-6
	271289
	3,69x10-6
	255067
	3,92x10-6
	12244,53
	12849,00

	
	419446
	2,38x10-6
	341330
	2,93x10-6
	283371
	3,53x10-6
	248749
	4,02x10-6
	223606
	4,47x10-6
	12849,00
	

	
	419461
	2,38x10-6
	326102
	3,07x10-6
	280700
	3,56x10-6
	257847
	3,88x10-6
	279222
	3,58x10-6
	12243,88
	

	1,25 
	368408
	2,71x10-6
	294025
	3,40x10-6
	238715
	4,19x10-6
	208902
	4,79x10-6
	191396
	5,22x10-6
	10411,79
	10261,87

	
	364000
	2,75x10-6
	289311
	3,46x10-6
	251581
	3,97x10-6
	217302
	4,60x10-6
	195543
	5,11x10-6
	10261,87
	

	
	336731
	2,97x10-6
	277802
	3,60x10-6
	246666
	4,05x10-6
	206323
	4,85x10-6
	189565
	5,28x10-6
	10321,34
	


Tabela 22 - Variação da constante de ligação do brometo de etídeo ao pDNA na presença do berenil (Kobs), assim como a constante de ligação entre o berenil e o pDNA (K’), em função da concentração de cloreto de sódio. 
	[NaCl]

(M)
	Kobs
(75 μL)
	1/Kobs
(75 μL)
	Kobs
(150μL)
	1/Kobs
(150 μL)
	Kobs
(225 μL)
	1/Kobs
(225 μL)
	Kobs
(300 μL)
	1/Kobs
(300 μL)
	Kobs
(375 μL)
	1/Kobs
(375 μL)
	K’ (M-1)
	Mediana

K’ (M-1)

	1,50
	375713
	2,66x10-6
	333520
	3,00x10-6
	297977
	3,36x10-6
	262966
	3,80x10-6
	261134
	3,83x10-6
	4764,66
	5168,67

	
	350147
	2,86x10-6
	329806
	3,03x10-6
	289025
	3,46x10-6
	262966
	3,80x10-6
	247119
	4,05x10-6
	5168,67
	

	
	359178
	2,78x10-6
	308195
	3,24x10-6
	299571
	3,34x10-6
	281098
	3,56x10-6
	255608
	3,91x10-6
	4625,35
	

	1,75
	374034
	2,67x10-6
	350301
	2,85x10-6
	325593
	3,07x10-6
	307547
	3,25x10-6
	298319
	3,35x10-6
	2862,11
	3109,87

	
	367890
	2,72x10-6
	340082
	2,94x10-6
	322837
	3,10x10-6
	304946
	3,28x10-6
	289515
	3,45x10-6
	3109,87
	

	
	360988
	2,77x10-6
	336313
	2,97x10-6
	290157
	3,45x10-6
	295386
	3,39x10-6
	271144
	3,69x10-6
	3700,16
	


Tabela 23 - Variação da constante de ligação do brometo de etídeo ao pDNA na presença do berenil (Kobs), assim como a constante de ligação entre o berenil e o pDNA (K’), em função da concentração de cloreto de sódio. 
	[NaCl]

(M)
	Kobs
(75 μL)
	1/Kobs
(75 μL)
	Kobs
(150μL)
	1/Kobs
(150 μL)
	Kobs
(225 μL)
	1/Kobs
(225 μL)
	Kobs
(300 μL)
	1/Kobs
(300 μL)
	Kobs
(375 μL)
	1/Kobs
(375 μL)
	K’ (M-1)
	Mediana

K’ (M-1)

	2,00
	347928
	2,87x10-6
	334495
	2,99x10-6
	312485
	3,20x10-6
	263822
	3,79x10-6
	290084
	3,45x10-6
	2239,29
	2223,15

	
	339860
	2,94x10-6
	324899
	3,08x10-6
	312187
	3,20x10-6
	295409
	3,39x10-6
	288405
	3,47x10-6
	2223,15
	

	
	342127
	2,92x10-6
	321030
	3,11x10-6
	308237
	3,24x10-6
	250201
	4,00x10-6
	284277
	3,52x10-6
	2370,16
	



De forma a simplificar os dados para uma melhor interpretação, construiu-se um gráfico, onde se pode observar a variação da constante de ligação do berenil ao pDNA (mediana de K’) em função da concentração de NaCl (Figura 25).
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Figura 25 - Variação da constante de ligação do berenil ao pDNA (mediana de K’) em função da concentração de NaCl.


Os gráficos de Scatchard mostram os resultados, sugerindo vários mecanismos de ligação que podem estar implicados na variação da concentração de sal.


Observando as tabelas acima apresentadas (Tabela 20, 21, 22 e 23), pode constatar-se que os valores da constante de ligação do BrEt ao pDNA vão diminuindo à medida que a quantidade de fármaco aumenta.  

O comportamento do berenil foi interpretado através dos gráficos Scatchard (Figura 25) relativos aos dados sobre a sua capacidade de se ligar ao pDNA. A presença do ligando leva a uma diminuição da fluorescência, devido à inibição da ligação pDNA-brometo de etídio, como resultado do bloqueio dos locais específicos de interacção, ou seja, o brometo de etídio livre emite uma fluorescência com menor intensidade. Assim, à medida que a quantidade de fármaco aumenta, observa-se uma diminuição da fluorescência, sendo indicativa do comportamento competitivo do berenil em relação ao BrEt, ou seja, o berenil é um ligando efectivo do pDNA. 

A intensidade da força da ligação do antibiótico é observada através da sua constante de ligação, quanto maior o valor de K’, mais forte é a ligação. Uma vez que a constante de ligação do berenil ao pDNA apresenta valores entre 2223,15-12849,00 M-1, pode concluir-se que o berenil se liga fortemente ao pDNA.
Com base nos modelos moleculares sobre os complexos berenil-DNA foi defendido que o berenil interage com o DNA na fenda menor e que esta interacção é efectuada por pontes de hidrogénio específicas que são estabelecidas entre as bases adjacentes A ou T do DNA e o berenil (Burr et al., 2003; Eckdahl et al., 2008). A ligação pode ocorrer segundo dois modelos moleculares: um tem pontes de hidrogénio entre os protões amidina do berenil e o oxigénio, O2, das timinas extremas e o outro tem pontes de hidrogénio entre os protões amidina do berenil e o azoto da purina, N3, das adeninas internas (Reddy et al., 1999).  

Presume-se que as interacções electrostáticas sejam dominantes no processo de incorporação de pequenas moléculas carregadas positivamente no polianião DNA (Tian et al., 2008). 
Segundo o descrito na literatura, pode concluir-se que existe uma tendência para que se verifique um aumento da afinidade dos fármacos para o DNA em condições de forças iónicas baixas, devido ao papel das interacções electrostáticas nas interacções DNA-ligando.

Quando a força iónica é baixa, o efeito de blindagem iónica é baixo, sendo esperados sinais electroquímicos maiores. Quando a força iónica é alta, o efeito de blindagem iónica enfraquece as interacções electrostáticas entre os ligandos e o DNA, resultando na diminuição da afinidade (Khan et al., 2003; Tian et al., 2008).


Analisando a figura 24, pode observar-se que de 0,50M a 0,75M, a constante de ligação não sofre alterações significativas. Quando a concentração aumenta para 1,0M, verifica-se um aumento da constante de ligação. 

Quando a concentração de sal é 1,00M, pode observar-se que o berenil apresenta um pico de afinidade para o pDNA. Acima desta concentração, observa-se uma diminuição da constante de ligação, ou seja, a afinidade do berenil ao pDNA diminui com o aumento da concentração de sal, podendo dever-se ao facto de haver um aumento da tensão superficial da solução e consequentemente, uma diminuição das forças electrostáticas no meio. 
Assim, o comportamento da ligação do berenil ao DNA, pode ser explicado, segundo Khan et al., (2003), que descreve o modo de ligação da tetraciclina. Este autor refere que um factor que influencia a interacção fármaco-DNA é a estabilidade relativa do DNA. Entre as forças desestabilizadoras da estrutura helicoidal do DNA num solvente, estão as repulsões fosfato-fosfato na molécula de DNA. Esse efeito pode ser ultrapassado contra balançando as cargas dos grupos fosfato do DNA com os iões Na+ presentes na solução, de forma a equilibrar as cargas. A presença de uma elevada concentração de iões Na+ pode afectar a ligação do fármaco ao DNA, devido à má acessibilidade dos locais de ligação no DNA para os grupos funcionais do fármaco. A molécula do DNA também sofre mudanças conformacionais significativas quando sujeita a altas concentrações de NaCl. Este pode reduzir a intercalação do fármaco em condições de elevada força iónica. Estudos demonstraram também que em elevadas concentrações de NaCl, os iões monovalentes de Na+ exibem uma tendência para se coordenarem com as purinas, pirimidinas e grupos fosfato do DNA e diminuem o emparelhamento das bases o que leva a modificações conformacionais da molécula de DNA (Khan et al., 2003).
Os resultados obtidos neste estudo são bastante positivos, já que se conseguiu uma constante de ligação elevada usando NaCl na concentração de 1M, enquanto que para a concentrações superiores ou inferiores a constante diminui. Estes resultados são promissores em cromatografia de afinidade, uma vez que um dos problemas desta técnica é a eluição dos compostos ligados ao suporte. Deste modo, o berenil poderá ser uma alternativa relevante para a purificação por afinidade de vectores plasmídicos para uso terapêutico.

4.2.9. Determinação dos Parâmetros de Ligação do Brometo de Etídio ao DNA Plasmídico na Presença do Ligando Canamicina 

Foi estudada a alteração introduzida nos parâmetros de ligação do brometo de etídio ao pDNA na presença da canamicina e foi também determinado o valor intrínseco da constante de ligação deste fármaco, fazendo variar a concentração de sal. 
Os valores obtidos, para os parâmetros de ligação deste fármaco, foram determinados exactamente da mesma forma que para o berenil. Assim sendo, esses valores serão unicamente apresentados nas tabelas (Tabela 24, 25 e 26) e figura 26.

Tabela 24 - Variação da constante de ligação do brometo de etídeo ao pDNA na presença do berenil (Kobs), assim como a constante de ligação entre a canamicina e o pDNA (K’), em função da concentração de cloreto de sódio. 
	[NaCl]

(M)
	Kobs
(75 μL)
	1/Kobs
(75 μL)
	Kobs
(150μL)
	1/Kobs
(150 μL)
	Kobs
(225 μL)
	1/Kobs
(225 μL)
	Kobs
(300 μL)
	1/Kobs
(300 μL)
	Kobs
(375 μL)
	1/Kobs
(375 μL)
	K’ (M-1)
	Mediana

K’ (M-1)

	0,50
	588087
	1,70x10-6
	558218
	1,79x10-6
	520087
	1,92x10-6
	542975
	1,84x10-6
	476325
	2,10x10-6
	24,27
	22,44

	
	577108
	1,73x10-6
	567508
	1,76x10-6
	517373
	1,93x10-6
	545716
	1,83x10-6
	480495
	2,08x10-6
	22,44
	

	
	590817
	1,69x10-6
	560317
	1,78x10-6
	534091
	1,87x10-6
	528564
	1,89x10-6
	487487
	2,05x10-6
	21,35
	

	0,75 
	389274
	2,57x10-6
	377476
	2,65x10-6
	493057
	2,28x10-6
	349326
	2,86x10-6
	338609
	2,95x10-6
	17,04
	18,40

	
	392482
	2,55x10-6
	368941
	2,71x10-6
	356764
	2,80x10-6
	337402
	2,96x10-6
	335746
	2,98x10-6
	18,40
	

	
	384468
	2,6x10-6
	393608
	2,54x10-6
	355517
	2,81x10-6
	339136
	2,95x10-6
	331439
	3,02x10-6
	19,25
	


Tabela 25 - Variação da constante de ligação do brometo de etídeo ao pDNA na presença do berenil (Kobs), assim como a constante de ligação entre a canamicina e o pDNA (K’), em função da concentração de cloreto de sódio. 
	[NaCl]

(M)
	Kobs
(75 μL)
	1/Kobs
(75 μL)
	Kobs
(150μL)
	1/Kobs
(150 μL)
	Kobs
(225 μL)
	1/Kobs
(225 μL)
	Kobs
(300 μL)
	1/Kobs
(300 μL)
	Kobs
(375 μL)
	1/Kobs
(375 μL)
	K’ (M-1)
	Mediana

K’ (M-1)

	1,0 M
	577800
	1,73x10-6
	505159
	1,98x10-6
	466504
	2,14x10-6
	446127
	2,24x10-6
	420146
	2,38x10-6
	31,38
	33,25

	
	537225
	1,86x10-6
	492722
	2,03x10-6
	459346
	2,18x10-6
	437360
	2,29x10-6
	350356
	2,85x10-6
	33,25
	

	
	531008
	1,88x10-6
	511138
	1,96x10-6
	475713
	2,10x10-6
	431980
	2,32x10-6
	395447
	2,50x10-6
	39,16
	

	1,25 M
	401936
	2,49x10-6
	383953
	2,32x10-6
	365293
	2,74x10-6
	347606
	2,88x10-6
	330241
	3,03x10-6
	21,17
	19,63

	
	388153
	2,58x10-6
	379132
	2,64x10-6
	363079
	2,75x10-6
	349498
	2,86x10-6
	340265
	2,94x10-6
	19,63
	

	
	401999
	2,49x10-6
	381731
	2,62x10-6
	368508
	2,71x10-6
	355039
	2,82x10-6
	347408
	2,88x10-6
	17,94
	


Tabela 26 - Variação da constante de ligação do brometo de etídeo ao pDNA na presença do berenil (Kobs), assim como a constante de ligação entre a canamicina e o pDNA (K’), em função da concentração de cloreto de sódio. 
	[NaCl]

(M)
	Kobs
(75 μL)
	1/Kobs
(75 μL)
	Kobs
(150μL)
	1/Kobs
(150 μL)
	Kobs
(225 μL)
	1/Kobs
(225 μL)
	Kobs
(300 μL)
	1/Kobs
(300 μL)
	Kobs
(375 μL)
	1/Kobs
(375 μL)
	K’ (M-1)
	Mediana

K’ (M-1)

	1,5 M
	376236
	2,66x10-6
	372633
	2,68x10-6
	333511
	3,00x10-6
	324422
	3,08x10-6
	305197
	3,28x10-6
	26,00
	27,76

	
	386146
	2,59x10-6
	347331
	2,88x10-6
	334872
	2,99x10-6
	318345
	3,14x10-6
	299662
	3,34x10-6
	27,76
	

	
	389360
	2,57x10-6
	348716
	2,87x10-6
	324081
	3,09x10-6
	312704
	3,20x10-6
	299814
	3,34x10-6
	28,84
	

	1,75 M
	377990
	2,65x10-6
	366695
	2,73x10-6
	356181
	2,81x10-6
	347348
	2,88x10-6
	335608
	2,98x10-6
	14,41
	19,33

	
	377140
	2,65x10-6
	356392
	2,81x10-6
	352910
	2,83x10-6
	341208
	2,93x10-6
	322051
	3,11x10-6
	19,33
	

	
	381730
	2,62x10-6
	363315
	2,75x10-6
	346637
	2,88x10-6
	287845
	3,47x10-6
	322339
	3,10x10-6
	19,74
	



De forma a simplificar os dados para uma melhor interpretação, construiu-se um gráfico, onde se pode observar a variação da constante de ligação da canamicina ao pDNA (mediana de K’) em função da concentração de NaCl (Figura 26).
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Figura 26 - Variação da constante de ligação da canamicina ao pDNA (mediana de K’) em função da concentração de NaCl.

Observando as tabelas 24, 25 e 26, pode constatar-se que os valores da constante de ligação do BrEt ao pDNA vão diminuindo à medida que a quantidade de fármaco aumenta. 


À semelhança do berenil, também a canamicina apresenta um comportamento competitivo em relação ao BrEt, uma vez que, à medida que a quantidade de fármaco aumenta verifica-se uma diminuição da fluorescência.

 Observando a figura 26, pode constatar-se que os valores da constante de ligação da canamicina ao pDNA, são bastante irregulares, uma vez que não se consegue observar uma tendência à medida que aumenta a concentração de sal. 

A intensidade da força da ligação do antibiótico é observada através da sua constante de ligação, ou seja, quanto maior o valor de K’, mais forte é a ligação. Uma vez que a constante de ligação da canamicina ao pDNA apresenta valores entre 18,40-33,25, pode concluir-se que este fármaco é um ligando do DNA mais fraco do que o berenil.

As variações verificadas para os valores da constante de ligação da canamicina ao pDNA, podem ser devidas a interferências ao longo do trabalho, tais como: cuvette riscada devido ao grande número de titulações, dificuldade em controlar a temperatura ambiente e do aparelho, uma agitação menos eficaz, entre outras. Estas interferências podem ter atingido uma maior dimensão devido ao facto deste fármaco ser um ligando fraco do DNA, com constantes de ligação baixas e portanto mais sujeitas a erro nas determinações.



Deste modo, a canamicina não parece ser um fármaco promissor para aplicação como ligando em processos de purificação de plasmídeos por processos de afinidade.
4.3. Estudos Preliminares para Aplicação do Berenil como Ligando em Cromatografia de Afinidade na Purificação de DNA Plasmídico

A maioria dos métodos para a purificação de DNA plasmídico é baseada em técnicas de biologia molecular que apresentam algumas desvantagens, não podendo ser aplicadas na produção em larga escala. A principal aplicação destas metodologias é a purificação de produtos terapêuticos, no entanto, a utilização de solventes tóxicos e reagentes mutagénicos impedem a sua utilização. Recentemente, tem havido um incremento na pesquisa e desenvolvimento de novos métodos de purificação de plasmídeos, baseados principalmente em técnicas cromatográficas, como cromatografia de troca iónica, de exclusão molecular, de interacção hidrofóbica e de fase reversa. Estas técnicas têm sido integradas, como passo único ou combinadas, em vários processos de purificação, no entanto todas elas apresentam algumas desvantagens que limitam a sua implementação



Presentemente são descritos outros processos que utilizam a precipitação e sistemas de duas fases aquosas. Apesar dos métodos de afinidade parecerem ser bastante adequados para a purificação, não têm sido explorados extensivamente. Estes métodos são os mais específicos, uma vez que são baseados no reconhecimento biológico entre o ligando e a biomolécula, envolvendo forças de ligação intermoleculares nomeadamente electrostáticas, pontes de hidrogénio, hidrofóbicas e interacções de Van der Waals. 


Actualmente os métodos de separação baseados em interacções de afinidade são bastante promissores devido à sua elevada especificidade, mas os custos elevados das macromoléculas utilizadas como ligandos, limita a sua aplicação generalizada.


A aplicação da cromatografia de afinidade utilizando como ligando, o berenil na coluna HiTrap NHS-activated HP para a purificação de pDNA, foi realizada usando diferentes concentrações de NaCl no tampão de eluição. Os perfis cromatográficos obtidos para as amostras foram analisados e comparados em termos de número e tamanho dos picos. As fracções dos picos foram recolhidas e analisadas por electroforese em gel de agarose.


O estudo dos perfis cromatográficos (Figura 27) de amostras de DNA plasmídico puro, foi realizado nas mesmas condições experimentais por injecção de 150 μL de amostra com a concentração de 300 μg/mL e utilizando como eluente o tampão Tris/HCl 0,05M, NaCl 0,1M, pH 7,5 quando a coluna é equilibrada com esse mesmo tampão mas sem sal. Quando a coluna é equilibrada com o tampão Tris/HCl 0,05M pH 7,5 com concentrações de NaCl que variam entre 0,5 M e 1 M, o eluente utilizado é sempre o tampão Tris/HCl 0,05M pH 7,5.
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Figura 27 - Cromatografia de afinidade usando a coluna HiTrap NHS-activated HP derivatizada com berenil. Amostras: 150 μL de pDNA (300 μg/mL) em tampão Tris/HCl 0,05M com NaCl: a) 0M; b) 0,5M; c) 0,75M; d) 1M.


A análise da figura 27, mostra que não se conseguiu reter o plasmídeo na coluna, ou seja, o pDNA foi praticamente todo eluído logo no primeiro pico, indicando que o ligando não interagiu com o plasmídeo. 


Estes resultados devem-se provavelmente a uma baixa densidade de ligandos obtida na imobilização do berenil à coluna cromatográfica, uma vez que a solução do composto utilizada não foi muito concentrada (2 mg/mL). 
A análise por electroforese em gel de agarose (Figura 28) mostra que o primeiro pico obtido em qualquer um dos cromatogramas acima apresentados, corresponde ao pDNA, uma vez que não ocorreu a retenção deste na coluna. Em relação ao 2º pico, apenas se analisou por electroforese o correspondente à concentração de 0,75 M de sal (Figura 28, linha 6), não se observando plasmídeo nessa fracção. 






Figura 28 - Electroforese em gel de agarose a 1%, das fracções obtidas porcromatografia de afinidade na injecção de 150 μL de amostra de pDNA utilizando diferentes concentrações de NaCl no eluente. Linha 1: marcador de pesos moleculares; Linha 2: amostra de pDNA purificado (300 μg/mL); Linha 3: fracção correspondente ao pico obtido para 0 M de NaCl; Linha 4: fracção correspondente ao pico obtido para 0,5 M de NaCl; Linha 5: fracção correspondente ao primeiro pico obtido para 0,75 M de NaCl; Linha 6: fracção correspondente ao segundo pico obtido para 0,75 M de NaCl; Linha 7: fracção correspondente ao primeiro pico obtido para 1 M de NaCl. Abreviaturas: oc, plasmídeo na conformação circular aberta; sc, plasmídeo na conformação superenrolada.



Estes resultados sugerem que as condições de imobilização do ligando provavelmente não foram as adequadas para a obtenção de uma densidade de ligando suficiente, de modo a permitir a retenção total de pDNA. Assim, estes estudos de cromatografia são ainda preliminares, uma vez que, por razões de tempo e disponibilidade de reagente em stock, foi impossível realizar mais ensaios no decurso deste projecto. 


Esta técnica deverá ser optimizada de modo a aumentar a densidade do ligando e promover uma maior interacção entre este e o pDNA, de modo a possibilitar a sua purificação.

	V. Conclusões


V. Conclusões
As terapias moleculares como a terapia génica e as vacinas de DNA têm sido estabelecidas como alternativas promissoras aos tratamentos clássicos pelo que os rápidos avanços nestes campos, originaram um aumento na procura de grandes quantidades de DNA plasmídico recombinante.
Existem vários métodos de purificação de pDNA, baseados em protocolos de biologia molecular, no entanto, são metodologias demoradas e difíceis de transpor para uma escala industrial e envolvem o uso de solventes, químicos tóxicos ou enzimas de origem animal, o que impede a sua utilização na purificação de produtos terapêuticos.
Existem também novas metodologias, os processos cromatográficos que são métodos baseados na afinidade de biomoléculas ao DNA, no entanto, alguns são limitados devido ao uso de macromoléculas de preços elevados. A alternativa pode ser a utilização de pequenas moléculas que ligam ao DNA com uma alta especificidade, tais como, antibióticos e agentes anticancerígenos.

Assim sendo, este trabalho consistiu no estudo de pequenas moléculas, como antibióticos (canamicina e berenil) com afinidade para o DNA, através do estudo das interacções entre os diferentes compostos com o pDNA pela monitorização fluorimétrica da ligação entre o pDNA e o brometo de etídio na ausência e na presença do ligando, fazendo-se variar a concentração de cloreto de sódio.


Os resultados mostram que os valores da constante de ligação do BrEt ao pDNA vão diminuindo à medida que a quantidade de ligando aumenta, demonstrando que estes fármacos apresentam um comportamento competitivo em relação ao BrEt. 
 O berenil apresentou um K’ muito superior ao da canamicina, pelo que é um ligando promissor para a purificação por afinidade de pDNA. O berenil mostrou um pico de afinidade para o pDNA, quando a concentração de NaCL usada foi de 1,00M. Acima desta concentração, observou-se uma diminuição da constante de ligação, ou seja, a afinidade do berenil ao pDNA diminui.

Assim, pode sugerir-se que o mecanismo de ligação do berenil ao DNA é influenciado pela concentração de sal, uma vez que as moléculas de sal aumentam a força iónica, causando um aumento do efeito de blindagem iónica que consequentemente enfraquece as interacções electrostáticas entre os ligandos e o DNA, resultando na diminuição da afinidade. Na presença de iões Na+ verifica-se também uma má acessibilidade do ligando aos locais de ligação no DNA. Estes iões monovalentes de Na+ exibem uma tendência para se coordenarem com as purinas, pirimidinas e grupos fosfato do DNA e diminuem o emparelhamento das bases o que leva a modificações conformacionais da molécula de DNA e consequentemente uma diminuição da intercalação do fármaco em condições de elevada força iónica.
No caso do berenil, os resultados são muito promissores, já que se conseguiu uma constante de ligação elevada usando NaCl na concentração de 1M, enquanto que para a concentrações superiores ou inferiores a constante diminui. Estes resultados são importantes em cromatografia de afinidade, uma vez que um dos problemas desta técnica é a eluição dos compostos ligados ao suporte.
Deste modo, o berenil poderá ser uma alternativa relevante para a purificação por afinidade de vectores plasmídicos para uso terapêutico.

Em relação, aos ensaios de cromatografia de afinidade, não se pode retirar qualquer conclusão, uma vez que, o facto de não se ter conseguido reter o pDNA na coluna, pode ser devido à baixa densidade de ligando imobilizado na coluna. 

Assim, como perspectivas futuras, e no seguimento dos ensaios já realizados, os estudos a efectuar poderão incidir nos seguintes aspectos:

- Optimizar as condições de reacção de imobilização do ligando (berenil) na coluna, de forma a aumentar a densidade de ligando e promover uma maior interacção entre este e o pDNA, de modo a possibilitar a sua purificação.

- Realizar ensaios utilizando outro tipo de sal, como por exemplo, o sulfato de amónio.
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