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Abreviaturas

ABREVIATURAS

Azeo Absorvancia a 260 nm

Abs: Absorvancia

AT: Adenina Timina

BSA: Bovine Serum Albumin (Albumina Sérica Bovina)

DEPC: Diethyl pyrocarbonate (Dietilpirocarbonato)

Dex: Dextrano

Dex 10: Dextrano com peso molecular de 10000

Dex 100:Dextrano com peso molecular de 100000

DMSO: Dimethyl sulfoxide (Dimetilsulféxido)

DNA: Desoxirribonucleic Acid (Acido desoxirribonucle)co

DNS: 3,5-Dinitrosalicylic acidAcido 3,5-dinitrosalicilico)

DO: Densidade 6ptica

EDTA: Ethylenediamine tetraacetic acid (Acido Etilenadiaotetraacético)

EO: Ethylene oxidg¢Oxido de Etileno)

gDNA: DNA gendmico

HIC: Hydrophobic Interaction Chromatograph{Cromatografia de Interaccdo
Hidrofébica)

HMDI: Hexamethylene DiisocyanatBiisocianato de hexametileno)

HM-EOPO: Hydrophobically Modified Random Copolymer of Etage Oxide and
Propylene Oxide (Co-polimero de Oxido de EtilenOxdo de Propileno Modificado
Hidrofobicamente)

HPLC: High-performance Liquid Chromatography (Cromatfigrd.iquida de Alta
Eficiéncia)

HPS: Hydroxypropyl Starch (Hidroxipropilamido)

LB: Luria Bertani

MRNA: RNA mensageiro

PCR: Polymerase Chain Reaction (Reaccdo em Cadeidpélaerase)

pDNA: DNA plasmidico

PEG: Polyethylene Glycol (Polietilenoglicol)

PO: Propylene Oxide (Oxido de Propileno)

pPEl: PEGylated Polyethyleimine (Polietilenimina pegdda




Abreviaturas

Reppal: nome comercial do Hidroxipropilamido
RNA: Ribonucleic Acid (Acido ribonucleico)
RNase:Ribonuclease A

Rpm: Rota¢cbes por minuto

SDFA: Sistemas de Duas Fases Aquosas
SDS: Sodium dodecil sulfate (Dodecilsulfato de Sodio)
TAE: Tampao Tris-Acetato-EDTA

TE: Tampéo Tris-EDTA

TG: Terapia Génica

UV: Ultravioleta

WCB: Working Cell Bank (Banco de Células)




Resumo

RESUMO

A necessidade cada vez mais frequente de DNA piiemn(pDNA) para ser
usado em Terapia Génica e vacinas de DNA levouoaupn de novos meios de
recuperacao e purificacdo de plasmideos que possiaatilizados em larga escala. Os
Sistemas de Duas Fases Aquosas (SDFAs) tém sidddegara esse fim pois sdo uma
técnica facil, simples e eficaz. Contudo, devidsua baixa selectividade, tém sido
maioritariamente utilizados nos passos iniciaispddficacdo. Os sistemas Dextrano
(Dex)/Polietilenoglicol (PEG) s&o os melhores estlat mas apresentam a
desvantagem do Dextrano ser um polimero de elegadm. O Hidroxipropilamido
(HPS) tem sido utilizado como substituto para o ,O@ixando o custo da operacao
cerca de sete vezes, contudo nunca foi utilizada papurificacdo de pDNA. Nos
SDFAs também se tém utilizado ligandos de afinidpedea o pDNA, de modo a
aumentar a afinidade do pDNA para a fase do PE@enu®m assim uma maior
percentagem de recuperacao do produto. Contudmar&los normalmente utilizados
tém a desvantagem de serem caros, tendo anteriernsgho estudados alguns
antibiéticos como potenciais ligandos de afinidgdea o pDNA. Dos antibidticos
estudados, o Berenil revelou-se 0 mais promissisrg@esenta uma elevada constante
de afinidade para o pDNA.

Assim, o principal objectivo deste trabalho comsisem testar sistemas
HPS/PEG para a recuperacao de pDNA e na utilizdgéBerenil como ligando de
afinidade sendo para isso necessario liga-lo ao. PEG

A particio do pDNA e do RNA em varios sistemas HHE®3 foi estudada
através de electroforeses em gel de agarose emnitecao da concentracdo de pDNA
nas fases dos sistemas foi realizada por fluoregcén cromatografia de interacgao
hidrofobica. A influéncia de varios sais no comporénto do pDNA e do RNA foi
igualmente avaliada.

Assim, em sistemas com HPS e lisado, o pDNA precipa interfase dos
sistemas e 0 RNA particiona maioritariamente pafasa superior. O pDNA puro em
sistemas com HPS particiona da fase superior p&aaeainferior, com o aumento da
concentracdo de sal, verificando-se portanto aiénftia da elevada concentracdo de

sais presentes nas solugdes de lise alcalina.
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Verifica-se que, com a substituicdo do Dex por HBSomportamento do
pDNA altera-se no SDFA. Para sistemas com Dex eApdro, o pDNA particiona
para a fase inferior dos sistemas, independentententoncentracédo de sal presente.
Contudo em sistemas com HPS, o pDNA tende a pawticipara a fase superior dos
sistemas, passando para a fase inferior com o aardarconcentragéo de sal.

Todos os sais estudados influenciam de igual moctngportamento do pDNA
puro nos sistemas, fazendo com que ele particiarfas® superior para a fase inferior,
podendo estes ser usados para melhorar a sepaeag@ o pDNA e 0s seus
contaminantes.

A ligagdo do Berenil ao PEG utilizando diferentpsotocolos néo foi

conseguida, tendo-se obtido, em todas as reacgékezadas, os reagentes de partida.

Palavras-Chave:Plasmideos, SDFA, Polietilenoglicol, Hidroxipraiido, Berenil.




Abstract

ABSTRACT

The need of larger amounts of plasmid DNA (pDNA) ke used in Gene
Therapy and DNA vaccines has led to the searchesi means of recovery and
purification of pDNA that can be used in large scahqueous Two-Phase Systems
(ATPS) have been tested to achieve this end sheyedre an easy, simple and effective
technique. However given their low selectivity thegve been mainly used in the first
purification steps. Dextran (Dex)/Polyethylene gly¢PEG) systems are the best
studied systems but have the disadvantage of Déxgba&n expensive polymer.
Hydroxypropyl starch (HPS) has been used as aitutbsdf Dex, lowering the overall
cost but it was never used to purify pDNA. In ATBBNA affinity ligands have also
been used to increase pDNA affinity towards the Ri#@se, thus increasing product
recovery yield. However due to the high cost of libands normally used, the affinity
of several antibiotics to pDNA has been previousdiermined. From those, Berenil has
demonstrated potential to be used as an affingignid given its high affinity constant
towards pDNA.

So the main goal of this work was to test HPS/Rg&ems to recover plasmid
DNA and to use Berenil as an affinity ligand forialis needed to attach it to PEG.

pDNA and RNA partition in several HPS/PEG systenas studied through
agarose gel electrophoresis and pDNA concentratias determined by fluorescence
and hydrophobic interaction chromatography. Théuerfce of several salts in pDNA
and RNA behaviour was also assessed.

In systems containing HPS and lysate, pDNA préaips in the interface and
RNA partition to the top phase. Pure pDNA in HPStegs partitions from the top to
the bottom phase with the increase of salt conagatr, thus indicating the influence of
high salt concentration present in alkaline lysisisons.

Substituting Dex with HPS, pDNA behaviour changethe ATPS. In Dex and
pure pDNA systems, pDNA partitions to the bottomagdy independently of salt
concentration present. However, in HPS systems,Apattitions to the top phase, and
moves to the bottom phase with the increase ofrsétie system.

All the studied salts influence equally pure pDNw&havior in the systems,
moving it from the top to the bottom phase. Thesesan be used to better separate
pDNA from their contaminants.
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The attachment of Berenil and PEG using diffeotocols was not achieved.
In all the reactions prepared, start compounds wktained separately.

Keywords: Plasmid DNA, ATPS, Polyethylene glycol, Hydroxypybstarch, Berenil.
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1.1. Terapia Génica

A Terapia Génica (TG) propde-se modificar o rep@tgenético (Theodossiou
et al, 1997), através da introdugcdo de acidos nucleauscélulas humanas para
restaurar, cancelar, aumentar ou introduzir umg&arbioquimica (Suet al, 2003;
Gore, 2003). O conceito surgiu no principio dossaB0 do século passado, tendo
posteriormente causado grande impacto os primeasadtados obtidos em mamiferos
(Nichols, 1988). Contudo, o primeiro ensaio clinemo humanos apenas foi realizado
em 1990. Desde entdo tém-se registado importantes;a@s, podendo no futuro, vir a
ter uma grande importancia na area da Medicin&k @aal., 2006; Mountain, 2000).

Actualmente estdo a ser testadas em humanos wl@saadas em DNA para o
tratamento do melanoma metastatico, isquémia ercatms pulmdes (Vical, 2008;
Sanofi-Aventis, 2008; NovaRx, 2008). Também na @@ededicina Veterinaria, varias
terapias utilizando DNA ja foram licenciadas (Ketzé Weiner, 2008). Por outro lado,
vacinas terapéuticas ou preventivas baseadas em, Pbidem ser utilizadas para
doencas virais, bacterianas ou parasitarias, alémted possiveis aplicacbes no
tratamento de diferentes tipos de cancro (Williaehsal, 2009; Kutzler e Weiner,
2008).

1.1.1. Tiposde Vectores Utilizados na Terapia Génica

A aplicacdo da TG é mediada por um vector querédorzido no organismo,
entra nas células do tecido alvo e alcanca o nuslemucleo, o gene contido no vector
plasmidico é transcrito em RNA mensageiro (MRNAg gosteriormente da origem a
um produto terapéutico. Este podera substituirmlgomposto em falta no organismo
ou actuara depois num ou mais receptgoesvocando uma reaccdo bioldgica, com
subsequentes beneficios terapéuticos (Rubanyi, )200dctores utilizados para a
entrega do gene no organismo podem ser divididogeetores virais e nao virais.

Os vectores virais sdo virus geneticamente madifis por substituicdo e
inactivacdo total ou parcial dos genes dos virusgemes terapéuticos, de modo a
provocar o efeito biologico desejado, infectandera@s as células alvo (Parasrampuri,
1998). Tém como principal vantagem, a sua elevail@émcia de transfeccdo
(Mountain, 2000).
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Todavia estes vectores virais comecaram a provezacoes imunoldgicas e
toxicologicas nos doentes tratados com estes es;tassim como o aparecimento de
tumores, devido a alteracédo da actividade de gama®ssores de tumores (Anderson,
1998; Luo e Saltzman, 2000). A limitacdo do tamaxdeoplasmideo que pode ser
inserido e 0 processo de producdo destes, comstibuéras desvantagens dos vectores
virais (Mountain, 2000).

Por estas raz0es, comecaram a ser utilizados emectdres nao virais, que
apresentam em termos comerciais, de producaowda fiplicacdo algumas vantagens
em relacédo aos vectores virais (Mountain, 2000).

Os vectores ndo virais sdo mais faceis de fabegarovocam menos reacgdes
imunoldgicas. Contudo, a transfeccdo do pDNA (pDNFgs células alvo é baixa
(Crystal, 1995). Portanto, ao serem usados eg@s tie vectores ndo virais em TG, 0s
procedimentos terapéuticos vao demorar mais temp@oenecessitar de uma maior
guantidade de pDNA para que se possam ter os adeslidesejados (Ledley, 1995).
Porém, esta a ser realizada investigacdo paraiaptims vectores ndo virais, de modo
a que a percentagem de transfeccdo aumente parasvahalogos aos alcancados com

0s vectores virais (Marquet al, 1995; Mintzer e Simanek, 2009).

1.1.2. DNA plasmidico como Vector na Terapia Génica

Os plasmideos sao moléculas de DNA circular e @xtramossomal que contém
varios genes codificantes de funcionalidades n&®enegis ao organismo, mas
importantes em condigBes especificas (Summers, )199§tes, por terem uma
replicacdo independente da dos cromossomas, t@usidados em varias aplicacdes
(Sambroolet al, 1989).

Os plasmideos apresentam-se em trés formas tagadd@alagurumoorthgt
al., 2008):

- Na forma super-enrolada (sc — “supercoiled”), cantadeias enroladas
sobre si mesmas numa estrutura altamente orderatiarente compacta,

- Na forma circular aberta (oc — “open circular’), agdo sofre
desnaturacdo e comeca a desenrolar, ndo tendadesaofrido qualquer
corte;

- E naforma linear, encontrando-se com as pontessliporque ambas as

cadeias de DNA sofreram cortes.

10
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Normalmente os plasmideos tém um comprimento énae20 Kb (3,810° —
13,2x10° Da), sendo moléculas extremamente grandes. Sémarados em bactérias
ou leveduras, como Escherichia coliou aSaccharomyces cerevisaespectivamente,

e sdo produzidos a medida que as bactérias owleasedrescem por fermentacdo. Apés
crescimento e extraccdo, os plasmideos encontramas€orma super-enrolada,
existindo também em menor quantidade na formalair@j muito raramente, na forma

linear (Warringer e Blomberg, 2006; Prazezeal, 1999) (Figura 1).

Seleccdo do :
; Fermentacio
Hospedeiro ( ot -
e )
Selec¢do do ///'
Plasmideo 7
[1 \‘. [ ——— |
= -~ _/
f \
/
f I
Gene Alvo 0 Purificagdo
,IL E—
I Terapia Génica |
|
|
Doenca X{T* F

8]
g
2,37

" Plasmideo Puro

P /
]

B __'_r._zﬂﬂ o Formulagao
Paciente Administracdo

Figura 1 — Terapia Génica: do gene para o paciente (Adapteddrazerest al,
1999).

O pDNA na forma super-enrolada é o que apresenigidacie bioldgica
maxima e, portanto, serd o utilizado em futurascapbes médicas e farmacéuticas
(lulianoet al.,, 2002).

Assim, os plasmideos futuramente utilizados para dpeesentam varias
caracteristicas, de modo a que sejam veiculoszeBcpara a entrega de genes nas
células alvo, nomeadamente (Vazqgeeal, 2005):

- Elevado namero de copias;

- Promotor com baixa homologia com sequéncias de fasrgj

11
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Pequeno tamanho, apenas com sequéncias esserstiaifuaicao;
Estabilidade genética,
Gene de resisténcia a um antibidtico, como marcaelseleccao;

Mecanismos simples de transferéncia.

1.1.3. Optimizagéo da Producéo de Plasmideos em L arga Escala

A medida que mais terapias e vacinas utilizando AD¥8o aprovadas para
ensaios clinicos, existe um aumento da necessdtageoduzir grandes quantidades de
pDNA de elevada qualidade e de grau farmacéutiowéB e Prather, 2009).

Assim, h4 a necessidade de optimizacdo de procdssteymentacdo, pois na
producdo de pDNA em laboratério, em geral, sdodabtiguantidades muito baixas de
plasmideo (5-40 mg/L) (Prathet al, 2003), que ndo sdo suficientes para serem
utilizadas em aplicagbes terapéuticas.

Os processos e meios de fermentacdo necessitamerdeusladosamente
optimizados para obtencdo de um rendimento e delasmideo de boa qualidade
(Williams et al, 2009). Portanto, para optimizar a producéo dsmldeo é importante
ter em conta o plasmideo usado, a escolha daesdirper usada na producdo do
plasmideo e a definicdo de determinados parampém@sa cultura de células, como a
temperatura, o pH, a fonte de carbono e azot@raade crescimento das células (Thiry
e Cingolani, 2002).

1.2. Purificacdo do DNA Plasmidico

1.2.1. Processos de Purificagdo de DNA Plasmidico

Para se obter o plasmideo purificado € necess@r-Ee a cultura de células, e
posteriormente a lise celular de modo a obter{sBMA que se encontra no interior das
células. Contudo o lisado obtido contém muitas impas e contaminantes, como por
exemplo, RNA, endotoxinas, DNA gendmico (gDNA) etpinas, que necessitam de
ser removidos para se obter o pDNA puro. Esta ipagéo pode ser realizada por
varios métodos, normalmente por cromatografia (Dieg al, 2005). Na figura 2

encontram-se os diferentes passos realizados pétarecao de pDNA puro.

12
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Fermentacéo

S =

Recuperacéo Celular

Lise Celular

S =

Separacgao do Precipitado

e

Clarificacdo e Concentracad

S =

Purificacéo

Plasmideo Puro

Figura 2 —Passos unitarios mais habituais nos processosriliegicdo para a producao
de pDNA em larga escala. (Adaptado de: Diegal, 2005)

1.2.2. Recuperagéo Celular

ApoOs a cultura de células das bactérias com o jdesminserido, € necessario
fazer uma recuperacéo celular, que comeca comliaagi# de uma centrifugagdo, em
que se obtém um sedimento e um sobrenadante, smtelco meio de cultura das
bactérias. O sobrenadante obtido € descartadoaetuquw sedimento € usado para
passos posteriores, pois contém as ceélulas comasmfdeo e as impurezas a ser
removidas.

Posteriormente, o sedimento é ressuspenso nurmgdeotampdo contendo
acido etilenodiaminotetraacético (EDTA) e glucosesacarose. O EDTA actua como
agente quelante, removendo calcio e magnésio dabraam celular, destabilizando a
sua estrutura, de modo a que a lise ocorra maismfate. Também ajuda na reducédo
da actividade de nucleases dependentes de magmpésienindo desta maneira a
degradacédo do plasmideo. A glucose ou sacaros®ratia protege o plasmideo da

quebra por agitacdo (Prazeezsl, 1999).
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1.2.3. Lise Celular, Clarificacdo e Concentracao

Apesar de métodos mecéanicos de lise celular, comaicazdo e
homogeneizacéo, entre outros, terem sido testaiadsonet al, 1995), o processo
mais utilizado consiste numa variacdo do procedimele lise alcalina, descrito por
Birnhoim e Doly (Birnhoim e Doly, 1979). O métodmplica o uso de hidroxido de
sédio com o detergente dodecil sulfato de sodioS)Spara desintegrar as células e
libertar o plasmideo na forma super-enrolada, sest® um passo crucial na producao
de pDNA e onde ocorrem mais problemas (Prazsrak, 1999).

A adicdo do hidroxido de soédio com o SDS é utilezgzhra solubilizar as
membranas celulares, promover a desnaturacao rsfege das proteinas e &acidos
nucleicos, assim como a desnaturacao reversivgllakmideo (Prazeres e Ferreira,
2003). Este passo deve ser realizado sob agitagde sle modo a evitar extremos de
pH locais que podem causar a desnaturacao irregedsi plasmideo. A agitacao suave
também garante a lise eficaz e completa de todapalgcdo de células, assim como
mantém o gDNA com o maior peso molecular posspaaia maximizar a precipitacao
em passos posteriores. Por todas estas razbepassteé crucial para uma lise alcalina
eficaz (Marqueet al, 1995; Prazerest al, 1998; Rush e Warner, 1970; Stephenson
al., 1993).

Posteriormente a este passo, ocorre a adicdo desoingéo de neutralizacao
acida com alto contetdo de sal (hormalmente acde&jmotassio) e acido acético. Esta
solucdo provoca a formacdo de agregados de gDNA eorhplexos SDS-proteinas,
tendo o sal a funcdo de manter o pH entre 5 e @&sAp adicdo da solugcdo de
neutralizacdo, os precipitados e o0s agregados ldlo@s sdo removidos por
centrifugacao e filtracdo (Theodossital, 1997).

A clarificacdo e a concentragdo sdo necessariasearover proteinas da estirpe
hospedeira e alguns &cidos nucleicos ainda exésteBistes processos sao realizados
utilizando uma elevada concentracdo de acetatond@ia, que provoca a precipitacao
destas proteinas e acidos nucleicos (Praetras 1999).

No lisado final ainda existem RNA e endotoxinas geedo removidos nos
passos seguintes de purificagdo do pDNA (O’Mahetral, 2005).

14
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1.2.4. Purificacdo Final

Neste passo de purificagdo final, a maioria dasuregas ainda existentes
(RNA, fragmentos de gDNA, endotoxinas e isoformagplhsmideo) sdo removidas de
modo a obter-se finalmente o plasmideo puro nadmsuper-enrolada (Prazersal.,
1999).

Em pequena escala, ultracentrifugacdo por gradamtensidade com sacarose
ou brometo de etideo e uma mistura cloroformioffee@m dos métodos mais
utilizados. Contudo, em larga escala, estes métiminavam-se caros, demorados e 0s
compostos usados eram toxicos. Assim, tem havidodasenvolvimento de novas
técnicas de purificagdo, nomeadamente cromatogsafam que a separacdo € baseada
na propriedades fisicas e quimicas dos composteparar (Diog@t al, 2005). Outras
técnicas em estudo para recuperacao e purificagguagmideos sdo os Sistemas de
Duas Fases Aquosas (Trindadeal, 2005).

1.2.5. Processos Cromatogr aficos

A cromatografia € importante no processo de pranutgi pDNA terapéutico,
tanto na purificagdo, como na monitorizagcédo daidadé do pDNA. O produto final de
um processo cromatografico tera de cumprir todagspecificacdes recomendadas
pelas agéncias reguladoras, ou seja, 0s contarefgmesentes terdo de estar em
quantidades minimas ou indetectaveis (Tabela Bverd existir 90% de plasmideo na
forma super-enrolada (Diog al., 2005).

Os tipos de cromatografia que tém sido usados néicagdo final do pDNA
incluem cromatografia de interaccdo hidrofébicapnuatografia de troca idnica,
cromatografia liquida de fase reversa, cromatagrafe exclusdo molecular e
cromatografia de afinidade.
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Tabela 1 —Contaminantes, parametros e métodos usados pgarendecao da pureza e
qualidade do pDNA.
Contaminantes Parametros Método

Real-Time PCR

DNA < 0,05ug/ug pDNA
g ng/ug p (Vilalta et al, 2002)

Método do BCA (acido

Proteinas Indetectéavel o . _
bicinconinico) (Freitast al, 2009)
Fluorescéncia
RNA Indetectavel )
(Schmidt e Ernst, 1995)
_ Kinetic QCL LAL Assay
Endotoxinas < 0,1 EWg pDNA

(Souseet al, 2009)

A cromatografia de interaccdo hidrofébica separdiamoléculas consoante a
hidrofobicidade. Uma vez que o pDNA, o RNA e as aaoxinas tém diferentes
hidrofobicidades, apresentam diferentes tempogt@®gao neste tipo de cromatografia
(luliano et al, 2002; Diogoet al, 2002). O RNA e o gDNA, moléculas com apenas
uma cadeia, e as endotoxinas tém um caracter éhicof elevado, enquanto o pDNA
apresenta baixa hidrofobicidade, pois a maioriastas bases encontram-se protegidas
dentro da dupla hélice (Freitas al, 2009). Diogoet al (1999; 2002) descreveu a
separacdo de pDNA super-enrolado das outras imgmiresob condicdes né&o
desnaturantes, assim como a separac¢ao das ditefemtes de plasmideo desnaturado,
usando uma coluna de interaccdo hidrofébica (efepharosd. Contudo, ja
anteriormente se tinham utilizado as propriedaddsofdbicas da nitrocelulose em
cromatografia (Rush e Warner, 1970) e processodltadedo (Levyet al, 2000) de
modo a conseguir-se separar DNA de cadeia simBN#, e proteinas, de DNA de
cadeia dupla.

A cromatografia de troca idnica usada na purificago pDNA consegue separar
0 plasmideo dos restantes contaminantes devidutémdécoes entre os grupos fosfato
carregados negativamente do pDNA e os ligandosegados positivamente na
superficie da matriz (Thompson, 1986), sendo unsandais usadas para a captura e
purificacdo de pDNA. Tem como vantagens a rapigarsgao, a grande variedade de

fases estacionarias e a nao utilizacéo de solvergésicos (Eon-Duval e Burke, 2004).
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A cromatografia liquida de fase reversa baseiaaseinterac¢des hidrofébicas
entre o soluto e a fase estacionaria ndo polacado do pDNA, as interac¢des ocorrem
entre as bases aromaticas hidrofébicas do plasnddes ligandos hidrofobicos da
matriz. A separacdo ocorre em funcdo da hidrofdhote® das moléculas a separar. O
principal inconveniente é eluicdo com solventesnigps (Colotet al, 1986).

A cromatografia de exclusdo molecular separa dgaulas com base no seu
tamanho, saindo da coluna por ordem decresceni@ntihos moleculares. Tem sido
usada para a purificacdo em grande escala de plasspinormalmente para separar
DNA de RNA (Ferreireet al, 1997; Prazerest al, 1999; Stadleet al, 2004), contudo
a eficdcia de separacdo é inferior a outros métdqd@sai, 1993). Assim, séo
necessarios mais passos com este tipo de cronfiopgeaa se obter pDNA super-
enrolado puro (Let al, 2007).

A cromatografia de afinidade usa um agente espede ligacao (ligando) para
purificar as biomoléculas baseado na sua funcdodia ou estrutura quimica (Lowe
et al, 2001; Kanouret al, 1986; Schieét al, 2006). Este tipo de cromatografia separa
as moléculas pela interac¢ao reversivel entre aculal alvo e o seu ligando especifico,
acoplado a matriz. O ligando escolhido para seplado vai variar de acordo com as
propriedades moleculares das biomoléculas (Junglmtitahn, 2004; Mallik e Hage,
2006).

Varios tipos de ligandos podem ser usados na cogradia de afinidade de
plasmideos:

I6es metalicos, como o niquel (Ni) ou o cobre (Gau¥oram utilizados
para a purificagdo do pDNA directamente do lisalurphy et al, 2003;
Nastasijevicet al, 2008; Taret al, 2007);

Oligonucleotidos que formam uma tripla hélice com@NA também
foram utilizados nesse sentido, tendo conseguidozieo RNA, endotoxinas
e gDNA em apenas um passo (Watsal, 1997; Schluep e Cooney, 1998);

Proteinas, como a proteina de dedo de zinco owtaipa lacl, foram
usadas para o isolamento de pDNA (Woodgsdtal, 2002; Hasche e \fo
2005; Fordeet al., 2006);

Aminoacidos, como a histidina ou a arginina, foratilizados em
matrizes de modo a isolar o pDNA na sua forma sepsslada (Souset al,
2005; Souseat al, 2008).
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Contudo a separacéao e purificacdo de plasmideprpoessos cromatograficos
tem as suas limitacdes (Diogbal, 2005):

As semelhancas fisicas e quimicas entre as immureza pDNA
resultam em baixa selectividade e na presenca jgigr@nas juntamente com o
pPDNA,;

A elevada viscosidade das solugfes impede o fltrapés da coluna;

O elevado tamanho do pDNA faz com que o processodsgnorado,
gue haja baixa recuperacdo do produto e que aaal@a tenha capacidade

para o pDNA.

Assim, para se conseguir o elevado grau de purezesgario para a utilizagdo
do pDNA para procedimentos terapéuticos, é nedasaatombinacdo de dois passos
cromatograficos ou a combinacdo de um passo crgmddiimo com outra técnica
(Stadleret al.,, 2004), como por exemplo Sistemas de Duas Fagessas (Trindadet
al., 2005).

1.3. Sistemas de Duas Fases Aquosas

Os Sistemas de Duas Fases Aquosas (SDFA) sédo uodande separacao
liquido-liquido que tem sido utilizado na recupé@me purificacdo de uma variedade de
produtos bioldgico, incluindo proteinas (Mayerheff al, 2004), material genético
(Frerix et al, 2005), nanoparticulas (Helfrigkt al, 2005), produtos de baixa massa
molecular (Cisnerost al, 2004), células (Edahiret al, 2005) e organelos celulares
(Sturessoret al, 1990) e que podera ser utilizada para a separdgé diferentes
isoformas do pDNA (Frerigt al, 2007).

Esta técnica tem como principais vantagens (Adsert, 1986):

Ser facil de manipular;
Facil aumentar a escala;
Simples e eficaz;

Biocompativel.

Os SDFAs formam-se quando compostos incompatieem alguns polimeros

(polietilenoglicbis, dextrano, polipropilenoglicdisetc.) e sais (fosfatos, sulfatos,
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citratos, etc.) sdo misturados em agua acima desceroncentracdes criticas,

conduzindo a formacéo de duas fases aquosas (#8bart1986) (Figura 3).

Polimero ou Produto de Interesze [0 |

Polimaro 5al e Contaminantes | ®) Produto de Interesze
[ $ s
[} s
o
\ o
Amostra > s ® Particao ) D__-,. 2 o
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k—.—-" ] * * .
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Formacdo do Adicao da Amostra Fraccionamento e

SDFA Recu_:leragin do Produto

e MMistura

Figura 3 — Esquema simplificado da separacdo de biomoléqadasnétodos de duas
fases aquosas (Adaptado de Benaveded, 2008).

Os primeiros estudos realizados com SDFA tiverdniamo final dos anos 50 e
inicio dos anos 60, quando Albertsson (Albertssb®61) evidenciou o enorme
potencial da utilizacdo deste método na recuperdgidcompostos bioldgicos. Este
processo pode ser integrado e intensificado quaedatilizam varias estratégias de
SDFA, que optimizadas podem ser utilizadas em gragtala (Benavides e Rito-
Palomares, 2008; Rito-Palomares, 2004).

Os SDFAs podem ser caracterizados por um diagranfaseés (Figura 4) que &
constituido por uma linha curva que separa a zongue 0s componentes se misturam
(regido de uma fase) e a zona em que 0s compormntesnam imisciveis (regido de
duas fases), que se denomina por binodal, e p@svautras linhas que se denominam
por linhas de ligacdo e que representam as vasiapasicoes totais do sistema e cujas

extremidades (nodos) representam a composica@ses superior e inferior.
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Binodal

Polimero Y% (w/w)

Critico Linhas de

Ligacao

Polimero/Sal X% (w/w)

Figura 4 —llustragdo de um diagrama de fases (Adaptado ati-Kaul, 2000)

Qualquer composicao total representada por porgana@sma linha de ligacao
da origem a sistemas de duas fases aquosas coesasmmcomposi¢cées de equilibrio,
mas com diferentes razdes de fases. Faz tambéendmadiagrama de fases o chamado
ponto critico. No ponto critico, a composicdo e vmdumes das duas fases sao
teoricamente iguais. Este € geralmente obtido érda extrapolacéo, até a binodal, da

linha que passa pelos pontos médios das linhagaig#ib (Albertsson, 1986).

O coeficiente de particdo (K) € normalmente usaal@a @valiar a extensdo da
particdo das biomoléculas nos SDFA com polimeraaz{@dlaet al, 2008).

Quando se adiciona uma solucdo a um SDFA, estibdisse entre as fases em
equilibrio, e este fendmeno pode ser quantificadm goeficiente de particdo, K,
geralmente definido como o quociente entre a cdrago do soluto na fase superior e

a concentracdo do mesmo na fase inferior (Albensk®86). Assim:
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em que “C” representa a concentracdo do polimersagu's” fase superior e “i” fase
inferior.

Quando o K é significativamente divergente parai@nblécula alvo (por
exemplo pDNA) e para outra biomolécula (por exeniRiMA ou proteinas) presente no
sistema, a extraccdo € melhor. Ou seja, os valigeK maiores que uma unidade
indicam a eficiéncia da particdo no sistema de dasss aquosas (Mazzo# al,
2008).

1.3.1. Estratégias Praticas para o Desenvolvimento de Processos de Recuperacgdo

Priméria usando SDFA

As estratégias praticas para o desenvolvimentordeepsos de recuperacao
utilizando SDFA podem ser divididas em varios pagaadamentais:
- Caracterizacao fisico-quimica do soluto;
« Seleccao do tipo de SDFA,
- Diagrama de Fases;
- Seleccao dos parametros do sistema;
« Influéncia dos parametros do sistema na recupefagdocacdo do

produto.

Os parametros do sistema dizem respeito as cdsdictes (massa molecular do
polimero, comprimento da linha de ligacdo e pHyidtema de extraccdo, enquanto 0s
parametros do processo referem-se ao modo comeupercao é feita (amostra,

passos de extrac¢cao consecutivos, etc.) (BenawiBé®-Palomares, 2008).

1.3.1.1. Caracterizagao Fisico-Quimica do Soluto

As propriedades fisico-quimicas do soluto influancti fortemente o seu
comportamento de particdo no SDFA, sendo as trés determinantes a massa
molecular, o ponto isoeléctrico (carga da superfielectroquimica) e o caracter
hidrofébico. Os parametros dos sistemas, como @an@®lecular dos polimeros e o
comprimento da linha de ligacdo devem pois ser llegios em funcdo dessas

propriedades. Assim, 0 primeiro passo a ser rehlifaa caracterizacao fisico-quimica
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da amostra onde se encontra o produto de inteeessecontaminantes (Albertsson,
1986).

A caracterizacdo do produto e dos contaminante® padter sido descrita
anteriormente e, assim, ser facilmente obtida digoarou livros ja publicados. Se a
informac&o disponivel ndo englobar todos os par@mebecessarios, podem ser
realizados estudos no sentido de preencher asagadeainformacédo. Para isso, utiliza-
se (Benavides e Rito-Palomares, 2008):

Electroforese (PAGE nativa, SDS-PAGE, focagem &umgka e
electroforese 2D);

Cromatografia (Cromatografia Liquida de Alta Parfance (HPLC)
com uma grande variedade de colunas de separa(steraas de deteccéo).

ApOs a caracterizacao do soluto, a escolha dadgp8DFA sera feita de modo a

conseguir separar-se o produto de interesse, abammantes presentes na amostra.

1.3.1.2. Seleccao do Tipo de SDFA

Em geral, os tipos de SDFA podem ser divididos em:
polimero-compostos de baixo peso molecular;

polimero-polimero.

Dos sistemas polimero-compostos de baixo peso matecos sistemas
polimero-sal sdo os mais utilizados, principalragm¢lo baixo custo dos sais, pelo
extenso conhecimento e caracterizacdo destes astenpela sua estabilidade na
formacdo de fases (Albertsson, 1986). SDFA conatgf(Trindadet al, 2005; Antov
et al, 2006; Mohamadi e Omidinia, 2007), citratos (Rgtouret al, 2006; Azevedet
al., 2009; Tubioet al, 2009) e fosfatos (Limat al, 2002; Chouyyoket al, 2009;
Luechauet al, 2009b) tém sido utilizados. Contudo, determiisadais (como 0s
fosfatos) podem apresentar algumas limitagdesicpktmente em termos ambientais
(Venancioet al, 1996; Cunha&t al, 2000). Outros compostos de baixo peso molecular,
usados neste tipo de sistema, podem ser a gluecagieerol, o alcool propilico, entre
outros (Albertsson, 1986).

Normalmente, os sistemas polimero-polimero sdoosssé o preco do produto

de interesse compensa o custo total dos polimerestes sistemas (Rito-Palomares,
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2004), sendo o sistema PEG-Dextrano o mais utdizad mais extensamente descrito e
caracterizado (Albertsson, 1986).

Contudo, existe uma limitacdo associada aos SDFm jpa separacao de
biomoléculas, usados a escala industrial, quelévado preco dos polimeros. O custo
destes reagentes pode ascender a 74% do custad¢of@oducdo (Datar, 1986). O
Dextrano, cadeia de mondémeros de glucose, o painmmais comummente usado
juntamente com o PEG, é obtido por fermentacdo datéba Leuconostoc
mesenteroideem meios contendo sacarose como fonte de carlddber{sson, 1986;
Coelhoet al, 2002). Neste processo, a bactéria usada proderzziena extracelular
dextransucrase, que posteriormente vai converéxcesso de sacarose em dextrano e
frutose. O dextrano obtido é posteriormente frawiln, 0 que torna o0 processo caro
(Coelhoet al, 2002).

Nos ultimos anos, um elevado numero de polimeros dielo utilizado para
substituir o Dextrano. Um dos polimeros mais wiia como alternativa é o
hidroxipropilamido, que estad disponivel comerciaitee com o nome de Reppal
PES100 e de Aquaphase PPT (Tjerredldl, 1986; Venanciet al, 1993; Venancio e
Teixeira, 1995; Almeidat al, 1998; Chavesgt al, 2002; Rodriguegt al, 2003). A
utilizacdo deste polimero no sistema formado coREG, permite baixar cerca de 7
vezes 0 custo da operacdo (Tjernetdal, 1986) e tem ainda a vantagem de ser
biodegradavel (Sturessat al, 1990). Apesar deste polimero ser consideravenen
menos caro que o Dextrano, tem a desvantagem adtamente polidisperso (Cunba
al., 2000) e de serem necessarias elevadas con@asrd€ polimero para se conseguir
a separacao de fases, quando o Dextrano € sulistiior Reppal PES100 (Farkes
al., 1996).

Venancio (Venanciet al, 1995) introduziu também os galactomananos (goma
de guar, Solvitose Gum Ofa e farinha de alfarrafmaho polimeros néo purificados
alternativos. Contudo os sistemas resultantes eqisas elevada viscosidade, tornando
a sua manipulacdo mais dificil.

Uma outra possivel alternativa ao sistema PEG+Beat é a utilizacdo de
sistemas onde o0s polimeros possam ser reciclaoio® os polimeros termossensiveis.
Estes podem ser usados juntamente com outros, camaoDextrano, o0
hidroxipropilamido, ou com sais (Harrgt al, 1991). Sao sistemas vantajosos devido
ao baixo custo dos polimeros usados e a possididke reciclagem dos mesmos
(Berggrenret al, 1995).
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Nestes sistemas, quando as solugcbes com polimerosossensiveis sao
aquecidas acima de uma temperatura critica, a isdade do polimero diminui e
formam-se duas fases, uma contendo maioritariamagt&, enquanto a outra é
composta pelo polimero. A temperatura a qual ac&olcomeca a turvar, havendo a
separacdo em duas fases, € denominada por pontorliddez. Este depende da
concentracdo do polimero termossensivel presentokigéo (Johanssat al., 1999).

Assim, como noutros SDFAs, as caracteristicas dstensas podem ser
modificadas. Alterando o polimero usado e a comagéb deste, o pH, o sal adicionado
e a concentracao deste, a temperatura e o temjgond@separagdo consegue obter-se a
separacao entre o produto de interesse e os cowtat®es (Hatti-Kaul, 2000).

Dos varios tipos de polimeros termossensiveiseiss, destacam-se:

- PEG (Saeket al, 1976);

- copolimeros de 6xido de etileno (EO) e 6xido dejeao (PO) (Figura
5) (Harriset al, 1991; Alredet al, 1992, 1994; Perssat al, 1998; Persson
et al, 1999a; Zhwet al, 2002; Kepkaet al, 2003);

«  HM-EOPO (EO-PO modificado hidrofobicamente) (Pensd®99b).

Sistema de Extraccio Sistema de Recuperacio
® .
® Copolqueru EOQO-PO
- o e Agua
®
| b4 Calor
L]
r R ® 4 o O ® Pru_teina e
° A at.e ° . Agua
Polimero e @ o o

. e Agua
@ Copolimero
EQO-PO

® - Proteina alvo Fase Superior

) = Contaminantes

Reciclagem do Copolimero EO-PO

Figura 5 — Esquema da reciclagem da fase de um SDFA contendgolimero
termossensivel (6xido de etileno/oxido de propije(daptado de: Perssost al,
2000).
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O PEG (polietilenoglicol) € um polimero termosseakicontudo ndo € usado
no processo de termoseparagao, pois 0 seu ponturlddez encontra-se acima dos
100°C (Saeket al, 1976). Por exemplo, para o PEG 20000 em agtemperatura a
qual se obtém uma solucéo turva é de 112°C (Sj@bexrlg 1989). Normalmente usa-se
uma mistura de oxido de etileno (EO) e oxido depieao (PO), sendo o ponto de
turbidez mais baixo (Johansseinal, 1993) e, portanto, sendo esta mistura usadaapara
separacao de fases induzida pela temperatura (Berefgal, 1995; Cunhat al, 1998;
Perssoret al, 2000).

1.3.1.3. Diagrama de Fases

Uma vez que a seleccdo do sistema tenha sido deitacessario um diagrama
de fases. Assim, comeca-se pela determinacédo ddabido SDFA que pode ser feita
experimentalmente por um de trés métodos conhe¢hlbsrtsson, 1986; Hatti-Kaul,
2000).

Um dos métodos € o método do ponto de turbideze amal polimero/sal X &
adicionado a um polimero Y. A solucao € repetidamdevada abaixo e acima do
ponto de turbidez, pela adicdo de pequenas qudesdde agua. A binodal encontra-se
entre estes dois pontos (mostrado pela linha egnzary” na Figura 6).

O outro meétodo consiste em titulacbes turbidimasiconde uma série de
sistemas @, Figura 6) sdo preparados e titulados até que seafom sistema de uma
fase — a binodal encontra-se acima deste paid-igura 6), em que as duas fases
passam a ser apenas uma.

O ultimo método consiste na determinacéo dos n(mdsigura 6) dos sistemas,
que é conseguido pela preparacdo de uma sériestenas em diferentes linhas de
ligacdo (---@----, Figura 6) e analisando a concentracdo dospooentes nas fases
superior e inferior. Para a determinacdo das coipfes das fases, sd0 necessarios
tantos métodos independentes quanto os compongméese vao distribuir entre as
fases. Em sistemas aquosos com dois polimeros¢amscds mais usadas sdo a
determinacdo do indice de refraccdo (Venaratioal, 1993) e da rotacdo Optica
(polarimetria) (Cunhat al, 2000).
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Polimero Y% (w/w)

Polimero/Sal X% (w/w) 40

Figura 6 — Representacdo grafica dos trés métodos usadosipaninar a binodal
(Adaptado de: Hatti-Kaul, 2000).

1.3.1.4. Seleccao dos Parametros do Sistema

O primeiro parametro a seleccionar é o valor do pste tem de se encontrar
acima do ponto isoeléctrico (pl) ou pKa do compadtm. Contudo ndo devera estar
mais do que quatro a cinco unidades acima, poopngminantes poderdo convergir
para a fase de recuperacao (Netlal, 2001; Benavides e Rito-Palomares, 2008).

De seguida, escolhe-se o sal formador da faseidnfeno caso de sistemas
polimero/sal. Os sais inorganicos normalmente sado fosfatos, sulfatos, citratos,
etc. Na escolha do sal tem de se ter em contaespélhido no passo anterior. Sistemas
com fosfato sdo estaveis a pH acima de 7 (RitorRaleset al, 2001), enquanto
sistemas com sulfato sdo recomendados para valoagso de 6,5.

Outro parametro que influencia € a massa molecdapolimero usado. Esta
tem de ser escolhida consoante o peso moleculgratuto alvo e o seu caracter
hidrofilico. Normalmente, para se recuperarem piaglgom elevada massa molecular

(> 10000 g/mol) e hidrofilicos, utiliza-se PEG caonmassa molecular abaixo de 4000
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g/mol. Para compostos com baixa massa moleculd0090 g/mol) e hidrofdbicos,
utiliza-se PEG com massa molecular acima de 60@0lg/

O dultimo parametro que devera ser escolhido émgpdeatura. Em sistemas
polimero-sal, a concentracdo de polimero e dessalaupara a formacéo de duas fases,
sera menor quanto maior for a temperatura. No dassistemas polimero-polimero, o
aumento da temperatura leva a um aumento da coac&atde polimeros necessaria
para a obtencéo de duas fases aquosas (AlbertgR8),

Se quando se combinam estes quatro parametrasi@eracdo do produto nao
acontecer ou for insatisfatoria, entdo tera deeakbzar um estudo da influéncia de cada
parametro no produto de interesse. A escolha d@snadtros adequados ira aumentar a
recuperacao e/ou purificacdo do produto.

Se o sistema polimero-sal utilizado néo for cajmpromover uma recuperagao
aceitavel do composto alvo, devera recorrer-se a omdanca no tipo de SDFA
utilizado. Assim, podera escolher-se um sistemanyaob-polimero ou um sistema
alternativo. A escolha de um novo sistema levatareéstrucdo de novos diagramas de
fase (se ndo estiverem ja descritos) e a escolhawdes parametros do sistema.

Contudo, se a recuperacdo do produto é alcangaua,melhor caracterizacao
da influéncia dos parametros do sistema deverareaizada para aumentar o
desempenho do processo. Assim, parametros comotranamicionada ao sistema,
adicdo de sais, adicdo de compostos e até o ugérids passos de SDFA deverdo ser

analisados (Benavides e Rito-Palomares, 2008).

1.3.1.5. Influéncia dos Parametros do Sistema na Recuperacdo/Purificagdo do
Produto

Para melhorar o processo de recuperacdo € necesaéacterizar a influéncia
dos parametros no processo. A quantidade de anaatitimnada ao sistema € um dos
parametros que influencia a recuperacao do prodlirsta amostra de 10% (w/w) € o
recomendado inicialmente. Amostras até 40% (w/wjepo ser usadas, contudo uma
maior quantidade iria sobrecarregar o sistema ¢fdben, 1986).

A adicdo de sais neutros ao SDFA também pode ssetaupara aperfeicoar o
processo. O cloreto de sodio (NaCl) tem sido @il para promover a migragdo do

composto para a fase do polimero em sistemas polisaé assim como para deslocar
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0S compostos da interfase para uma das fases. dogngade causar desnaturacao de
compostos bioldgicos (Hatti-Kaul, 2000).

Outra maneira envolve a adicdo de compostos comi®ia, 0 metanol ou o
etanol. Todos estes compostos sdo capazes de caasanento da recuperacao e/ou
purificacdo do produto (Ramsdat al, 1999; Ramsclet al, 2000; Cisnerot al,
2004).

O uso de varios passos de SDFA consecutivos paahéim servir para
aumentar a recuperacdo do produto (Duatteal, 2007). Os varios SDFA usados
podem ser do mesmo tipo ou de diferentes tiposragmdo do composto que se quer
obter. Ao usar-se diferentes SDFA, os parametros dé ser definidos de modo a
alcancar-se o melhor desempenho.

1.3.2. Integracéo do Processo de SDFA

A medida que se desenvolvem novos produtos bioliggicos para a area da
saude, é necessario formular novas estratégiasrg@emperar o produto presente nas
culturas de células, de modo a conseguir um elexamtimento e a pureza necessaria
para ser utilizado com fins terapéuticos. A integoado processo por SDFA visa
conseguir a recuperacao do produto pretendido,aseetessidade de usar mais do que
um meétodo para tal.

Assim, existem varias formas de integrar o procedsoSDFA com outras
técnicas de recuperacdo e purificacdo do bioma@séctdrapéuticas. Uma forma é a
reaccdo ocorrer dentro do SDFA e o produto sertéile para o sistema. Como a
reaccdo ocorre numa fase do sistema e o produtntelesse particiona para a fase
oposta, consegue-se obter o produto parcialmemiicpdo sem haver necessidade de
se realizar um passo para a producdo e outro pexauperacdo do produto (Kaul e
Mattiasson, 1991; Hatti-Kaul, 2000).

Os SDFAs também podem ser utilizados para recollpeoduto extracelular em
fermentacdes, apds a sua formacéo e excrecao,quista fermentacéo e o produto se
encontram em fases opostas. Como o produto édet&anedida que é formado, nao
vai ocorrer a inibicdo da fermentacédo pelo produtdon ocorre baixa produtividade
volumétrica. Apesar de este método ter vantagemimpliScar o processo de

purificacdo, ainda tem limitacbes (Bamikal, 2003).
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Rito-Palomares e Lyddiatt (2002) mencionaram aizatffo de SDFA
juntamente com a disrupcdo celular para a recuperae proteinas intracelulares
(Figura 7). Assim, em vez de se realizarem doisgmseparados de disrupc¢éo celular e
posterior extraccdo do produto por SDFA, a disrapg@lular é realizada dentro dos
SDFA e o produto de interesse € recuperado numiaskes, enquanto os contaminantes

(RNA, proteinas, restos celulares) ficam na fasestap

@ Suspensao Disrupgéo Extraccdo Centrifugagéo

2 Biologica >|  Celular >| por SDFA || (Separacao de—
< Fases)

-z Suspenséao Disrupcéo Celular Centrifugagéo

2 Biologica > e >| (Separagao def—
&) Extraccao por SDFA Fases)

Figura 7 —Esquema comparando 0s passos antes e depoiegia@dto do processo de
SDFA com a disrupcao celular (Adaptado de: Rit@Palres e Lyddiatt, 2002).

Os SDFA normalmente sdo usados para a recuperaicaérip, obtendo-se o
produto parcialmente purificado (Figura 8). Trindast al (Trindadeet al, 2005)
descreveu o0 uso de SDFA para substituir variosgsade precipitacdo antes de um
passo cromatografico. Neste caso, o SDFA € utiizpdra recuperar e purificar
parcialmente o pDNA. Outros SDFA foram testadosa paurificar pDNA a partir de
uma cultura celular (Kepkat al, 2004; Gomest al, 2009; Ribeiroet al, 2002;
Rahimpouret al,, 2006).
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Figura 8 — Integracdo do processo de SDFA. Um uUnico passS8RI€A conseguiu
substituir dois passos de precipitacdo, usados gaexuperacdo primaria do pDNA
(Adaptado de: Trindadet al., 2005).

1.3.3. Aplicagdes dos Sistemas de Duas Fases Aquosas

Nos ultimos anos os SDFA tém sido desenvolvidospleaos em varios
processos biotecnolégicos (Kuket al, 1982; Albertsson, 1986). As areas mais
importantes de aplicacdo sdo a extraccao e agag#o de proteinas, a recuperacao de
células e fragmentos celulares, e 0 estudo dasau@es entre biomoléculas (Cabral e
Aires-Barros, 1993).

As vantagens que tém contribuido para o sucesssaldos SDFA séo:

Diminuicdo do tempo das experiéncias
Aplicacéo de elevados volumes
- Facilidade no aumento de escala
- Utilizagc&o de equipamento usado na extrac¢ao kigligpiido classica

Possibilidade de operacdo em continuo

30



Introducao

Possibilidade de operacéo a temperatura ambiente

Também economicamente os SDFA apresentam vantageasdo comparados

com outros métodos de extraccao (Kroeteal, 1984; Harsa, 1991).

Os SDFA tém sido utilizados em varias aplicac¢des:

Fraccionamento de células em subpopulacbes de nzodobter
informacdes sobre as mesmas, que sdo importantas goanvestigacao
bioquimica e medicina (Waltet al,, 1985; Walter e Johansson, 1994);

Determinacdo de caracteristicas fisico-quimicaspa#einas, assim
como as suas alteracdes conformacionais (Waltenandson, 1994);

Deteccdo e quantificacdo de interaccbes biomolexul@Valteret al.,
1985);

Recuperacdo do produto de interesse em Biotecmaploghcentrando-o
(Albertsson, 1986);

Isolamento de proteinas de meios simples e compl@iostedtet al,
1985; Jordan e Vilter, 1991);

Recuperacdo de proteinas membranares (Sancher-EBeraé, 1989;
Ramehneieet al, 1991);

Isolamento rapido de DNA (Cole, 1991);

Extraccado de bioprodutos de baixo peso molecutanocaminoacidos
(Sikdaret al, 1991);

Aumento da produtividade de processos biotecnabdgiatravés de

bioconversdes extractivas (Hatti-Kaul, 2000).

1.3.4. Recuperacdo de M aterial Genético com SDFA

E importante a criacdo de novos métodos de recgi@mpurificacdo de pDNA
para serem utilizados em TG e vacinas de DNA, ase®imo na area da Gendmica
(estudo do genoma dos organismos) e da EngenhanétiGa (manipulacdo dos genes
de um organismo). Para este efeito o uso de SDIRA dielo investigado e com
resultados promissores.

O primeiro estudo realizado com este objectivoréailizado por Ribeir@t al
(2002) que descreveu o uso de um SDFA PEG-hidrdgsiado de potassio para o
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isolamento de pDNA a partir de um lisado. Variamdmassa molecular do PEG e a
quantidade de lisado adicionada ao sistema, ohtiverm rendimento superior a 67%
usando sistemas com PEG 1000, tendo contudo haagmmrticionamento do RNA
com o plasmideo. Em sistemas com PEG 600, o RNArfoontrado maioritariamente
na interfase, as proteinas néo foram detectadéssaanferior e o DNA genomico foi
reduzido 7,5 vezes. Tanto nos sistemas com PEG #0BEG 600 os melhores
resultados foram obtidos com 40% (w/w) de lisado.

Kepkaet al (2003) referiu o uso de um SDFA termoseparavet éaido de
etileno/oxido de propileno e dextrano para a pra@ao primaria de pDNA. Obteve
uma recuperacdo completa do plasmideo na faseimupkr sistema, enquanto a
maioria das impurezas (RNA e proteinas) se enoartrana fase inferior. Variando os
parametros do sistema ainda conseguiram reduzizdsva perda de plasmideo. Além
da recuperacdo do plasmideo, ainda conseguiranticlagem do polimero usado,
sendo este um ponto importante para processosgiedacala.

Trindadeet al (2005) referiu 0 uso de um SDFA PEG-sulfato cqmmeiro
passo para a recuperacao do vector de pDNA, oridadn de células dE. coli foi
directamente adicionado ao sistema. O processdtaesuia recuperacdo completa do
pDNA, e permitiu uma concentracao de trés vezegrdduto de interesse. De modo a
conseguir a intensificagcao do processo, a quargidadisado adicionado ao sistema de
extraccao foi aumentado de 20 a 40% (w/w), resddtarum rendimento de 85% e um
factor de concentracdo de 8 vezes.

Duarte et al (2007) referiu um método para a preparacdo délerds
(complexos formados quando o pDNA esta ligado émbs catidnicos) a partir de
lisados bacterianos usando SDFA. O processo ddselvpelos autores consistia em
dois passos consecutivos de SDFA, seguidos ddiltifigio permitindo a integracao
da purificacdo do plasmideo e a preparacao del@odip num Gnico procedimento. No
primeiro passo o sistema PEG-sulfato de amoni@rianinente descrito, foi utilizado
para remover a maior parte dos contaminantes. ljonse passo, foi utilizado um
polimero catidnico (polietilenimina) derivatizadone PEG (pPEI) como ligando de
afinidade para se ligar ao plasmideo em sistem&s Bdxtrano. Os poliplexos foram
obtidos com um rendimento de 100% apo0s os doisopads extraccdo, enquanto o
RNA e as proteinas contaminantes foram completawentovidos. Embora a remog¢éao
do PEG e dextrano por ultrafiltracdo tenha conduzdum substancial diminuicdo do

rendimento em pDNA, ficou demonstrada a possildieddesta aplicacao.
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Luechauet al (2009a) referiu 0 uso de um SDFA constituido PBG 300 e
fosfato de potassio dibasico para a captura prindgiacidos nucleicos de elevado peso
molecular. Os autores conseguiram uma solucdo deéAplvre de proteinas, tendo
obtido um rendimento de 89,5%. Porém, o RNA de d@e&so molecular foi apenas
parcialmente removido. Pelos resultados obtidasistema usado podera ser um bom

processo alternativo para o processamento de pDNA.

1.3.5. Ligandos de Afinidade do pDNA para Sistemas de Duas Fases Aquosas

Na purificacdo de pDNA também tém sido utilizadgandos em conjunto com
as técnicas normalmente usadas neste processdo(Cestal, 2003). No presente
trabalho jA se mencionou o uso destes ligandopmuessos cromatograficos, contudo
estes também podem ser utilizados em SDFA. A a@lcdestes ligandos tenta superar
determinadas limitacdes encontradas, principalmete processos cromatogréaficos
(Labrou e Clonis, 1994).

Os ligandos de afinidade podem ser de diferenpes:tianticorpos, proteinas,
nucleotidos, metais, péptidos, DNA e DNA com segignespecificas, entre outros
(Labrou e Clonis, 1994). Contudo tém de ter umaaela afinidade para uma sequéncia
especifica dentro do pDNA de modo a que ocorraparaedo do plasmideo dos
contaminantes do lisado (Hasche g8V2005; Costiolet al, 2003).

Todavia os ligandos utilizados na purificacdo goridade sao caros e existe a
necessidade de procurar e investigar a utilizagaoogtos ligandos mais baratos, apesar
de estes poderem ter menos afinidade para o pDNA ajuligandos mais caros
utilizados até agora (Hasche epy@005; Costiolet al, 2003; Reget al, 2004).

Para esse efeito antibioticos, como a berberinderenil, a neomicina e a
actinomicina, tém sido estudados como possiveasdigs para a purificacdo de pDNA
(Tente, 2008; Nunes, 2008).

1.3.5.1. Berenil como Ligando de Afinidade para o DNA

O berenil (1,3-bis(4’-amidinophenil)triazene, dimmene aceturato ou 4,4’-(1-
triazene-1,3-diil)bis(benzamidina)) (Figura 9) é aurdroga que se liga ao DNA,
normalmente utilizada no tratamento da tripanosasenbovina (Clausest al, 1999) e

da leishmaniose (Buret al, 1996) em Medicina Veterinaria.
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NH NH

PN
NH N

Figura 9 — Estrutura Quimica do Berenil (Adaptado de Gonzétesd, 1999)

Esta droga reconhece e liga-se a sequéncias de rizlds em AT, podendo
ligar-se igualmente, com menos frequéncia, a seipenicas em CG. Pode inibir
também a actividade da topoisomerase (Baree#d, 2001). Ao ligar-se ao DNA desta
maneira, 0 berenil pode interferir em processo$icos fundamentais, tais como a
transcricédo e a replicacédo (Abreual, 2008).

Recentemente, foram realizados estudos de afmidadh o berenil (Tente,
2008) concluindo-se que para uma concentracdoMealé cloreto de sodio, apresenta
uma elevada constante de ligacdo (12849,0f) &b pDNA, e que esta constante
diminui substancialmente para concentracfes almarima deste sal.

Devido a esta elevada afinidade que o berenil tara p DNA, pensa-se que
poderd ter potencial para ser utilizado como ligadé afinidade nos processos de
purificagcdo de pDNA, nomeadamente em SDFA, de naoskeparar esta biomolécula de

todas as restantes impurezas existentes no lisado.
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Objectivo

O objectivo deste trabalho foi testar duas novasdamens para purificar DNA
plasmidico em Sistemas de Duas Fases Aquosas. dmahlirdagens consistiu em
testar a utilizacdo de Hidroxipropilamido como gitb® do Dextrano nestes sistemas.
A outra abordagem consistiu na utilizacdo do Bémmo ligando de afinidade para os

plasmideos em SDFA de modo a aumentar a sua salade.
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3.1. Reagentes

3.1.1. Plasmideo pVAX1LacZ

Foi utilizado como modelo o plasmideo pVAX1lLacZ @#50 pares de bases,
desenvolvido pela Invitrogél, contendo como marca selectiva o gene de resiatanc
kanamicina (Anexo 6.1.). O hospedeiro foi a estadpdactéridscherichia colDH5a,

conservada em tubos criogénicos a -80°C, em 508 de/glicerol.

3.1.2. Melosde Cultura

A bactéria foi cultivada em meio LB (Luria Bertangom a adicdo de
kanamicina (concentragao final gg/mL). O meio foi preparado misturando em 1000
mL:

5 g de Extracto de Levedura
10 g de Triptona
5 g de Cloreto de Sadio (NaCl)

Apos completa dissolucdo de todos os componentgs] i acertado a 7,4
como NaOH. Em seguida, foi esterilizado a 121°Canhe 20 minutos. A solucédo de

kanamicina concentrada (1 mg/mL) foi esterilizada@m filtro de seringa de Oyn.

3.1.3. Lise Alcalina e Purificacdo de Plasmideos

Na lise alcalina e purificagdo do plasmideo utitima-se varias solu¢des tampao.
Para a lise alcalina, realizada para posteriorfipagdo de pDNA através de um Kkit,
utilizaram-se os tampoes P1, P2 e P3 e para dgagéb do pDNA utilizaram-se o0s
tampbes QBT, QC e QF. Para a lise alcalina, reddizmra posteriormente se obter o
lisado para estudos de particdo, utilizaram-selag®es 1, 2 e 3.

Apéds a purificacdo, o plasmideo foi colocado nump@o de ressuspensédo. O
tampéao usado foi o tampéo TE pH 8.0, com a segungposicdo: 10 mM Tris-HCI
pH 8,0 e 1 mM EDTA.
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Na tabela 2 é indicada a composicédo dos tampdemadts na lise alcalina e na

purificacdo do plasmideo.

Tabela 2 — Composicdo dos diferentes tampdes utilizados sa dilcalina e na

purificacdo do DNA plasmidico.

Tampéo Composigao
Tampéao P1 50 mM Tris-HCI, pH 8.0; 10 mM EDTA,; 10§ mL RNase A
Tampao P2 200 mM NaOH; 1% (p/v) SDS
Tampao P3 3,0 M acetato de potéassio, pH 5.5
Solucéo 1 500 mM de glucose; 10 mM de EDTA,; 25 mig-HCI, pH 8.0
Solugéo 2 200 mM de NaOH; 1% (p/v) SDS
Solucéo 3 3 M acetato de potéssio; 11,5% acidacacét
Tampéo QBT 750 mM NacCl; 50 mM MOP-S pH 7.0; 15% isopropanoV)vD,15%
Triton X-100
Tampéao QC 1,0 M NaCl; 50 mM MOPS pH 7.0; 15% ispprml| (v/v)
Tampéao QF 1,25 M NaCl; 50 mM Tris-HCI pH 8.5; 1586propanol (v/v)

3.1.4. Electroforese em Gel de Agarose

Nas electroforeses em gel de agarose a 1%, utfigoUAE com a seguinte
composicao: 40 mM Tris-base, 20 mM de &cido acéitanM EDTA pH 8.0.

As amostras de pDNA foram misturadas ctwading buffer composto por
0,25% azul de bromofenol e 30% glicerol.

3.1.5. Deter minacao de RNA por Fluorescéncia

Para a determinacdo do RNA por fluorescéncia faraoessarios dois tampdes.
Um tampdo TE com 10 mM de Tris-HCI pH 7.5 e 1 mMTADe um tampéo de
digestdo de DNase 10X composto por Tris-HCl 200 iivé de nucleases pH 7.5,
contendo 100 mM de Mgge 20 mM de CaGl
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3.1.6. Método do DNS

Neste método utilizou-se uma solugdo de Acido Bimdlicilico (DNS)
preparada do seguinte modo: dissolveram-se 5 gide dinitrosalicilico em 100 mL
de NaOH 2M 80°C. Dissolveram-se 150 g de tartatatsddio e potassio em 250 mL
de 4gua desionizada. Aqueceu-se até dissolverestunldiam-se as duas solucfes e
adicionou-se &gua desionizada até ao volume fieal5d0 mL. A solugdo foi

armazenada a 4°C até ser utilizada.
3.1.7. Purificagdo do Cloroférmio

O cloroférmio utilizado foi previamente purificadqmor lavagem com agua,
recolha e secagem da fase organica com cloretaldie e destilado, sob atmosfera de
azoto.
3.1.8. Outros Reagentes

De seguida, sao especificados alguns reagentegzadtis no trabalho
experimental e ainda ndo mencionados. Todos osusksados sdo de grau analitico e
as respectivas solucdes aquosas preparadas enfiltigda no sistema de purificacédo

de agua da Millipore, modelo Efix

Tabela 3 —Reagentes utilizados na preparacdo dos meiosldisjgias fermentacdes.

Reagentes Grau de Pureza (%) Fornecedor
Sulfato de Kanamicina 99 Sigma
Glicerol 98 Fluka
Triptona - BD
Extracto de Levedura - BD

43



Material e Métodos

Tabela 4 —Reagentes utilizados nos métodos de lise alcalima purificacdo do DNA

plasmidico.
Reagentes
Isopropanol
EDTA
Glucose
RNase A
Cloreto de Sadio
Triton X-100
Tris Base
Brometo de Etideo
Azul de Bromofenol
Glicerol

Agarose

Grau de Pureza (%)
99,8
99
99

99,5

99,5
98

98

Fornecedor
VWR
Sigma
Sigma
Qiagen
Acros Organics
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Fluka

Sigma

Tabela 5 —Reagentes utilizados na preparacao dos sistenthsaddases aquosas.

Reagentes
Reppal PES 100
PEG 1000
PEG 3350
PEG 8000
Dextrano 10000
Cloreto de Sadio
Sulfato de Sodio
Citrato de Sédio

Cloreto de Amoénio

Grau de Pureza (%)

99

99
99,8

Fornecedor
Reppe
Sigma
Sigma
Sigma
Amersham Biosciences
Acros Organics
Fisher Scientific
M&B

Pronalab
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Tabela 6 —Reagentes utilizados na Cromatografia Liquidaldedela Eficiéncia.

Reagentes Grau de Pureza (%) Fornecedor
Sulfato de Amonio 99,5 Merck

Tris Base 99,5 Sigma
Acido Cloridrico 98 Merck

Tabela 7 —Reagentes utilizados nas tentativas de sintes&@eBerenil.

Reagentes Grau de Pureza (%) Fornecedor
Cloroformio 99,2 Absolve
Cloreto de Célcio - José Vaz Pereira
PEG 2000 - Aldrich
Diisocianato de hexametileno 99 Acros Organics
Berenil 90 Sigma
Eter dietilico 100 VWR
Cloroférmio Deuterado 99,80 Euriso-Top
Tolueno 99,95 José Vaz Pereira
BF;.OEb 48 Acros Organics
Epiclorohidrina 98 Acros Organics
Hidroxido de sédio 98,56 Fischer Scientific
Carbonato de Sodio Anidro 99,5 Pronalab
Sulfato de Magnésio Anidro 97 Pancreac
TFA 99 Acros Organics
D20 - Merck
Hidrogenofosfato de Sodio 99 Merck
Dihidrogenofosfato de Sédio 99 Merck
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Tabela 8 —Outros reagentes.

Reagentes Grau de Pureza (%) Fornecedor
Reagente de Coomassie - BioRad
Albumina Sérica Bovina 96 Sigma

Cloreto de Magnésio 99 Acros Organics
Cloreto de Calcio 96 Acros Organics
Acido Dinitrosalicilico
99 Pancreac
(DNS)
Tartarato de Sodio e
99 Absolve

Potassio

3.2. Equipamento

Para além do material de uso corrente no labooati@riam usados varios outros

equipamentos na elaboracéo deste trabalho expaamen

Tabela 9 —Material e Equipamento utilizado no trabalho expental.
Material/Equipamento Caracteristicas

Hermle, modelo

Centrifuga
Z36HK

_ Infors AG, modelo
Incubadora Orbital

Minitron
Refractémetro Bellingham + Stanley
Limited
Autoclave Uniclave 88
Polarimetro Optical Activity Ldt
Espectrofotometro Jasco, modelo 7850
Varian, modelo 50
Espectrofotdmetro UV-Visivel MPR, com software

Microplate Reader
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Fluorimetro

HPLC

Detector Espectrofotométrico

Sistema de
HPLC Registador
Coluna de HPLC
Unidade horizontal
Fonte de Alimentacéo
Sistema de

Electroforese
Sistema de Imagem

Software

Ultrasonic Cleaner

3.3. Métodos

3.3.1. Construcédo do Banco de Células e Cultura de Bactéria

Biotek, modelo
Synergy™ Multi-
Detection Microplate
Reader
Waters 600E, da
Millipore
UV SPD-6A, da

Shimadzu

Chromatopac C-R6A,
da Shimadzu

SourceéM
15PHE/100PE da GE

Healthcare
Amersham Biosciences

Amersham Pharmacia
Biotech

Gel DodM XR 170-
8170 da BioRad, com

camara acoplada
Quantity One 4.6

Fungilab

A bactériaEscherichia coliDH50, conservada em tubos criogénicos a -80°C, foi

inoculada (500uL) em 25 mL de meio LB com 3Qg/mL de kanamicina, num

erlenmeyer de 100 mL. A cultura da bactéria focefada numa incubadora orbital a

37°C e agitacao de 220 rpm, durante 14 horas.néd feu-se a densidade Optica a 600

(DOeoo) € retirou-se cultura de células suficiente pacaular 250 mL de meio LB, em
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erlenmeyers de 1000 mL, para que a densidade Ogb€) final fosse de

aproximadamente 0,3, calculado de acordo com ardedgarmula:

DOpre’:—fermentat;élé< Vpré-fermentagéE (Vpré-fermentagéd' errmentagé)J X Dofermentagéo

A cultura em erlenmeyer foi novamente efectuadaanincubadora orbital a
37°C e agitacdo de 220 rpm. Foram retiradas ansodé&raultura de células de hora a
hora e foi construido um grafico de crescimentauleel Quando as células se
encontravam na fase exponencial de crescimentou{s@ o0 crescimento celular e o
meio celular foi distribuido por tubos criogéni¢ésmL de meio juntamente com 1 mL
de glicerol), sendo posteriormente conservados CAC-8Este banco de células é
designado porWorking Cell Bank(WBC). Sempre que foi necesséario fazer o
crescimento para a producao de lisado ou paraificpgéio de pDNA, as células foram
retiradas de um dos tubos do WBC para inoculareiesrde fermentacao.

As culturas de bactéria para serem utilizadaspostente, foram realizadas da
mesma forma que o banco de células: foi feita urédgymentacéo através de um pré-
indculo a temperatura e agitacao ja referidagioetse volume de pré-indculo para que
a DO inicial fosse de 0,3 e realizou-se o crescimeias células em erlenmeyers de
1000 mL. Contudo, o crescimento celular foi apgraado no final da fase exponencial
indicado pelo abrandamento do aumento da densibjatit. As células foram depois
recolhidas por centrifugacdo a 6000 rpm, durantenitutos, a temperatura de 4°C. O
sobrenadante foi desprezado e o sedimento guamlad6®°C para posteriormente se

fazer a lise alcalina e a purificacdo do pDNA.

3.3.2. LiseAlcalina

Para efectuar a lise alcalina das células presesrtes500 mL de meio de
fermentacdo e purificar o plasmideo, procedeu-sacdedo com as instru¢des do kit
Plasmid Megala Qiagen, descritas de seguida.

O sedimento das células obtidas da fermentacées$suspenso em 50 mL de
uma solucdo tampédo P1, agitando para facilitarsauspensdo das células. Apds a
obtencdo de uma solugdo homogénea, procedeu-sseaaltalina das células,
adicionando-se lentamente as paredes do frascd & rsolucdo tampéo P2. Agitou-se
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lentamente, 4-6 vezes por inversdao do frasco eodese repousar 5 minutos a
temperatura ambiente.

Em seguida, adicionou-se as paredes do frascol5@ersolugdo tampéo P3,
previamente arrefecido a 4°C, para neutralizardac&o e precipitar o DNA gendmico
(gDNA). Agitou-se lentamente 4-6 vezes por inverdddubo e colocou-se o frasco a
repousar no gelo durante 30 minutos, de forma lerace precipitacéo.

O lisado obtido foi clarificado por centrifugacdorante 30 minutos, a 20060
g e a temperatura de 4°C, com o objectivo de ser abte solucdo homogénea e
limpida. O sobrenadante resultante foi transfepdia um frasco de centrifuga de 250
mL e foi novamente centrifugado a 2000@, durante 15 minutos, a temperatura de
4°C. O sobrenadante obtido foi aplicado nas colwleapurificacdo da Qiagen, para

obtencéo de plasmideo puro.

Para se obter o lisado que posteriormente iriauskzado para os estudos de
particdo do pDNA e do RNA, comecou por se suspeaseriulas resultantes de 250
mL de cultura, com densidade 6ptica de 3,0, em @fl,5de solucédo 1. De seguida,
colocou-se a solugdo num banho de gelo e adicionsealentamente 12,5 mL de
solugéo 2, com agitacdo suave durante cerca deiritas. Por fim, neutralizou-se a
solugédo com 9,4 mL de solucdo 3. Centrifugou-s&@0Q x g durante 20 minutos a
4°C. No final, retirou-se o sobrenadante para wnu tle fundo cénico de 50 mL, tendo-

se assim obtido o lisado.

3.3.3. Purifica¢éo do Plasmideo

As colunas de purificacdo foram equilibradas pacéaa de 35 mL de tampéo
QBT. Seguidamente, adicionou-se o lisado a colenpudificacdo e juntou-se um total
de 200 mL de tampao QC. Adicionaram-se 35 mL de&nQF e recolheu-se o eluato
para um tubo de centrifuga de 50 mL inserido er.gel

Em seguida, adicionaram-se 24,5 mL de isopropaaoh que ocorresse a
precipitacdo do DNA e centrifugou-se a 150600, durante 30 minutos, a temperatura
de 4°C. Desprezou-se o sobrenadante.

Lavou-se o sedimento com 7 mL de etanol a 70%. dgeida, centrifugou-se

novamente a 15008 g, durante 10 minutos, a temperatura de 4°C. Besprse
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novamente o sobrenadante e deixou-se secar aseglimento, durante 10-20 minutos
de modo a remover os vestigios de etanol. ApodaiNaacédo do etanol, o pDNA foi
dissolvido em 2 mL de tamp&o de ressuspenséao (TampapH 8.0).

3.3.4. Deter minacao da Concentracéo de DNA Plasmidico

A concentracdo de pDNA na amostra purificada fdemeinada através da
absorvancia a 260 nm £4&), sabendo que uma unidade de absorvancia corms@on
50 ug/mL de pDNA.

3.3.5. Grau de Pureza do DNA plasmidico

O grau de pureza do pDNA foi determinado atravésdao entre a absorvancia
a 260 nm e a absorvancia a 280 nm. Consideroueae @@DNA tinha um apreciavel
grau de pureza quando a razao entre as absorvaeaasontrava entre 1.8 e 2.0.

3.3.6. Electroforese em Gel de Agarose

As amostras de pDNA, resultantes da lise alcalindaepurificacdo, foram
analisadas por electroforese horizontal em gelgdeoge a 1%, contendo brometo de
etideo a 0,mg/mL.

Apés a preparacado do gel e da aplicacdo de um pardea formacéo dos pocos,
deixou-se polimerizar a temperatura ambiente. Degeidecorrida a polimerizacao, foi
retirado o pente e o gel foi imerso na solucédo &mge TAE 1x, que funciona como
tampao de corrida.

A uma amostra 1QL de pDNA diluida no Tampé&o TE adicionaram-sgl2de
loading buffer sendo o volume injectado em cada poco dgl1(Beguidamente, foram
introduzidas as amostras nos pocos do gel e procad@ montagem do sistema de
electroforese. Deixou-se correr a electroforesena diferenca de potencial de 60 V,
durante 1 hora. Apos esse tempo, o gel foi retidamtampédo de migracéo e analisado

num sistema de aquisi¢do de imagem com o programaat{@y One 4.6.

50



Material e Métodos

3.3.7. Deter minacao das Binodais

Para a determinacéo das curvas binodais pesargaraetubos com fundo
conico de 15 mL, varios SDFA, com diferentes congies de polimeros e registou-se
o peso final nos tubos. Apos pesagem os tubosdfoionada agua desionizada até que
a mistura se tornou limpida, ou seja, até que s&velum sistema de apenas uma fase.
Os tubos foram novamente pesados e a diferencaute adicionada foi registada.
Depois de se saber a quantidade de agua adiciatetéaninou-se a concentracao final
dos polimeros apos a adicdo da agua. Esta cong@mtfanal obtida representa um

ponto na curva binodal.
3.3.8. Sistemas de Duas Fases Aquosas

Os SDFA foram preparados a partir de solucdesaisicle Reppal, PEG (1000,
3350 e 8000) e Dextrano (10000 e 100000). A tabedminte mostra as concentracoes

finais de cada sistema usado.

Tabela 10 —Concentra¢des Finais dos Polimeros nos SDFA (%)jw/

PEG 1000 PEG 3350 PEG 8000
16% Reppal 12% Reppal 12% Reppal
Reppal
14% PEG 9% PEG 7% PEG

13% Dex 10
Dextrano 10 - -
10% PEG

12,7% Dex 100
Dextrano 100 - -
6,6% PEG

Os sistemas com lisado continham 20% (w/w) de disadquanto nos sistemas
com pDNA puro adicionou-se plasmideo de modo aredateima concentracao final de
25 ug/mL.

Os sistemas foram testados com concentracfes dochie sodio entre 0 e 2
molal, variando consoante as experiéncias que astavser realizadas. Nos sistemas
com citrato de sddio, sulfato de sddio e cloretam@nio as concentragdes sal variaram

entre 0 a 0,5 molal.
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Todos os sistemas preparados foram centrifugadds508 rpm, durante 15
minutos para acelerar a separacao das fases. Adeite tempo, separaram-se as fases
superior e inferior com a ajuda de uma micropipetale uma agulha de 1 mL,

respectivamente.

3.3.9. Determinagio da Concentragdo de PEG 3350 nos Sistemas pelo indice de
Refraccao

Para a determinacdo da concentracdo de PEG 33b@istemas, através do
indice de refraccdo, comecou por se preparar uma de calibragdo para o PEG 3350
e outra para o Reppal. Esta é necesséria par@mrnieicao da contribuicdo do Reppal
no indice de refraccdo das diferentes fases ddenmss de forma a calcular a
concentracdo de PEG 3350.

Para a curva de calibracdo do PEG 3350 preparazasohlscoes de PEG 3350
com concentracdes de 0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 Al De seguida, leu-se o indice
de refraccdo de cada uma no refractometro. Comatiwes obtidos tracou-se um
gréfico do indice de refraccdo versus concentrédfexo 6.2.1.) e retirou-se a equacao
da recta.

Para a curva de calibracdo do Reppal prepararasolagdes de Reppal com
concentracdes de 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 e 35 #l(YoDe seguida, leu-se o indice de
refraccado de cada uma no refractometro e com osesbbtidos, tracou-se um grafico
do indice de refraccdo versus concentracdo (AneX@.p e retirou-se a equacdo da
recta.

Apos a realizacdo das curvas de calibracdo do P&@sReppal escolheu-se um
sistema perto da curva binodal. Ap6s pesagem dpgctvos componentes do sistema,
centrifugou-se durante 15 minutos, a 4500 rpm, marseam-se as duas fases do
sistema.

De seguida, retirou-se 1 mL da fase superior,coniese a fase no aparelho e
leram-se os valores de indice de refraccdo. Lingmow refractometro com agua
destilada e executou-se 0 mesmo procedimento gase anferior.

Substituindo os valores obtidos nas equagdes waascde calibragdo do PEG
3350 e do Reppal foi possivel obter a concentrdedBEG 3350 na fase superior e na

fase inferior do sistema.
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3.3.10. Determinagdo da Concentracao de Reppal nos Sistemas pelo Método do
DNS

Para a determinacdo das melhores condi¢cbes aautiiara o calculo da
concentracdo de Reppal nos SDFA, construiu-se ummza cde calibracdo para a
glucose. Assim, comecou por se preparar 50 mL He&o padrdo de glucose com
concentracdo de 2000g/mL. Marcaram-se 6 tubos de ensaio e adicionaraross

seguintes reagentes (em mL):

Tabela 11 —Composicdo adicionada a cada tubo de ensaioadaldina realizagdo da
curva de calibracdo para a glucose

TUBO 1 2 3 4 5 6
Solugéo de Glucose (20Q@/mL) 0 0,2 0,4 0,6/ 0,8 1,0
Agua 3,0 2,8 2,6 24 22 20
DNS 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

Aqueceram-se 0s tubos em banho de agua em ebuligémte 5 minutos. Ao
fim deste tempo, retiraram-se para um segundo tgomtroduziram-se numa tina
com agua fria. Transferiu-se o contetdo do tubarh pma proveta de 25 mL e lavou-
se com duas ou trés porcdes de agua destiladafariaam-se as lavagens para a
proveta e perfizeram-se os 25 mL com agua. Em dagublocou-se a totalidade da
solucéo resultante num copo marcado com o numerprbcedeu-se do mesmo modo
com o0s restantes tubos. Leu-se a absorvancia de &sdsolugdes, a 540 nm, utilizando
a solucdo 1 como branco, e tragou-se a recta pabtrdabsorvancia em funcao da

concentracdo de glucose nos tubos iniciais (AneX@§.

Apds a obtencdo da curva da glucose pelo métodDNI® preparou-se uma
solucgéo inicial de Reppal de 20 mg/mL. Esta solugédidrolisada adicionando a 5
mL da mesma, 1 mL de &cido sulftrico 1,5 M e agneéceem banho de agua, durante
15 minutos. Arrefeceu-se com agua corrente e adicgmn-se 2 mL de NaOH 10%
(solucdo tem de estar neutra). Transferiu-se parébaldo volumétrico de 50 mL e

perfez-se com agua destilada, obtendo-se assirpmaReadrolisado 15 minutos.
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Antes de se iniciar a determinagcédo da concentrded®eppal nos sistemas, foi
necessario realizar uma curva de calibracdo. Baoa imarcaram-se 6 tubos de ensaio e
adicionaram-se as mesmas quantidades presentesbel L1, substituindo a solucao
de glucose pela solucdo de Reppal hidrolisado.d@eplimento seguinte foi realizado
da mesma maneira, descrita no ponto anterior.

Tracou-se uma recta padrdo de absorvancia, em dudgaconcentracao de
Reppal nos tubos iniciais. Procedeu-se do mesma rpada a hidrélise do Reppal
durante 30, 45, 60 e 90 minutos.

Assim se determinaram as condicOes experimentaiquanos resultados eram
mais semelhantes a curva da glucose (Anexo 6.2.43lculou-se a concentragdo de
Reppal nas fases dos sistemas.

Para a determinacdo da concentracdo de ReppalseaStgerior, ou fase rica
em PEG, retirou-se 1 mL de fase e adicionou-se dgs@nizada de modo a completar
5 mL. Posteriormente, adicionou-se 1 mL de Acidfisco 1.5 M e colocou-se esta
mistura num banho de agua em ebulicdo, duranterd &80 minutos. De seguida,
arrefeceu-se com agua corrente e adicionaram-se genNaOH 10% (solucéo final
tem de estar neutra). Transferiu-se para um balBonétrico de 50 mL e perfez-se com
agua destilada.

Para o calculo da concentracdo de Reppal na Réseot, ou fase rica em
Reppal, retirou-se 0,1 mL de fase e adicionou-s@ @gsionizada, de modo a completar
5 mL. Posteriormente, adicionou-se 1 mL de &acidisco 1.5 M e colocou-se esta
mistura num banho de agua em ebulicdo, duranterd &80 minutos. De seguida,
arrefeceu-se com agua corrente e adicionaram-dedmlaOH. Transferiu-se para um
baldo volumétrico de 50 mL e perfez-se com agutlalds.

Marcaram-se 3 tubos de ensaio e adicionaram-gemtss (quantidades em mL)

indicados na Tabela 12:
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Tabela 12 -Composicao adicionada a cada tubo de ensaioadtdina determinacéo da

concentracdo de Reppal nas fases superior e inferio

Tubo Branco Fase Superior Fase Inferior
Amostra 0 1,0 1,0

Agua 3,0 2,0 2,0

DNS 1,0 1,0 1,0

De seguida, procedeu-se do modo ja descrito amtezide. Os valores obtidos
foram substituidos na equacédo da curva de calibrdgd&eppal e, deste modo, obteve-

se a concentracdo de Reppal na fase superioras@anferior.

3.3.11. Determinacdo da Concentracdo de Reppal nos Sistemas pela Rotacéo
Optica

Inicialmente, prepararam-se solu¢cbes de Reppal ammentracdes de 0O, 1, 5,
10, 15, 20 % (w/v) para um volume total de 20 mkapeonstrucdo de uma curva de
calibracdo. De seguida, para a determinacdo dgamtaptica do Reppal em cada
solugcdo, colocou-se 1 mL de cada solu¢cdo na célaleamostra do polarimetro,
esperaram-se 10 minutos pela estabilizacdo dadeitdeu-se o valor obtido. Apos a
leitura de todas as solu¢gBes de Reppal, tracoursgrafico da rotacdo Optica versus
concentracdo (w/v) (Anexo 6.2.5.) e obteve-se agfmda recta.

A preparacdo de uma curva de calibracdo para o &G0 necessaria pois
este polimero ndo apresenta rotacao optica.

Para a determinacdo da concentracdo de Reppalases, fprepararam-se 0s
sistemas escolhidos, centrifugaram-se os tubosim#nfconico de 15 mL, durante 15
minutos, a 4500 rpm e retiraram-se as fases supeirderior para eppendorfs, com a
ajuda de uma micropipeta de 1 mL e uma seringandk, Yespectivamente.

Devido a elevada viscosidade do Reppal, realipowsdiluicdo das fases
inferiores, colocando 0,5 mL de fase mais 0,5 mlagiga desionizada. Apdés realizadas
as diluicbes das fases inferiores, colocou-se ldmlfase na célula de amostra do

polarimetro e esperou-se 10 minutos até a leistedbiizar.
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Com as curvas de calibracéo realizadas anterideneom os valores obtidos e
tendo em conta as diluicbes realizadas, obteve@meentracdo de Reppal em cada

fase do sistema.

3.3.12. Método de Bradford para Determinacéo da Concentracdo de Proteina nos

Sistemas

Para o método de Bradford comecou por se prepararsolucéo de Albumina
Sérica Bovina (BSA) de 2dg/mL para depois ser utilizada na preparacdo dopa
da curva de calibragdo para cada sistema com lisadtemas sem lisado foram
igualmente preparados para servirem de brancoumaascde calibracao.

Assim, para cada sistema com lisado preparou-seaumva de calibracdo que
continha sistema branco e concentractes de 0,8,8},10 e 121g/mL de BSA, que
foram preparadas a partir da solucado dedslL de BSA (Anexo 6.2.13.).

A todas as amostras e brancos adicionaram-s@l2dé reagente de Coomassie
da BioRad. Agitou-se e deixou-se reagir durantenitfutos. Posteriormente, retiraram-
se 30QuL de cada amostra para um poco na microplaca.

As microplacas foram lidas com um espectrofotémetv-visivel a 595 nm. Os

dados obtidos foram exportados para o MicrosofeEpara serem tratados.
3.3.13. Deter minagdo da Concentracao de RNA nos Sistemas por Fluorescéncia

Antes do inicio das experiéncias de determinac&mdeentracdo de RNA, todo
0 material que iria entrar em contacto com as am®$bi esterilizado e todo o material
que ndo pode ser esterilizado, foi limpo com o eatey RNase Away da marca
Invitrogen, que degrada RNases e outros contan@sait DNA. A realizagdo deste
procedimento foi extremamente importante, pois AARNfacilmente degradado pelas
RNases que se encontram nas nossas maos.

Inicialmente preparou-se o tampédo TE (tampao dei@ngue foi usado para a
diluicdo do reagente Quant-iT™ RiboGr&em para a diluicdo das amostras de RNA.
Assim, preparou-se agua livre de nucleases tratagda destilada e desionizada com
0,1% de dietilpirocarbonato (DEPC), incubando paias horas a 37°C, e autoclavando

por, pelo menos, 15 minutos para esterilizar a &etiminar o DEPC. De seguida,
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preparou-se uma solucdo de trabalho de TE 1X,ndituio tampé&o concentrado 20
vezes com agua livre de nucleases.

De referir que o DEPC é um carcinogénico suspeitteve ser tratado com
cuidado. Os componentes contendo aminas, comosp reagem rapidamente com o
DEPC pelo que s6 devem ser adicionados a aguddratapois do DEPC ser removido
pelo calor. Esta eliminagdo € também importante jpaevenir a carboxietilacdo das
amostras de RNA.

De seguida, preparou-se uma solucéo de traballasagie reagente Quant-iT™
RiboGreef} diluindo uma aliquota da solugéo concentrada stecRMSO em TE, 200
vezes, dependendo do nimero de ensaios a seréradeal

Como o reagente Quant-iT™ RiboGr&aambém se liga ao DNA, de seguida
eliminou-se o DNA presente nas amostras, podentto Ser realizado pelo pré-
tratamento da amostra com DNase livre de RNasegassndo que toda a fluorescéncia
da amostra é devida a ligacdo do reagente ao RHm. iBso, preparou-se tampao de
digestdo de DNase 10duntou-se 0,11 volume de tampéao de digestdo dedDNBs a
cada amostra contendo DNA e, posteriormente, adicion-se ~5 unidades de DNase |
livre de RNase popg de DNA estimado na amostiacubou-se a amostra a 37°C
durante 90 minutos.

No final, diluiu-se a amostra pelo menos 10 vezesTé&, para diminuir 0s
efeitos dos sais do tampéo de digestdo no procathnmdo ensaio de Quant-iT™
RiboGreef} e, por fim, realizou-se o ensa@iom este reagente.

Tendo todas as solucdes preparadas e o DNA elimidasl amostras, preparou-
se uma curva de calibragdo para o RNA. Para isgmadndo de RNA ribossomal,
providenciado a 10Qg/mL no Kit de ensaios Quant-iT™ RiboGr&efoi diluido 50
vezes em TE para fazer a solucdo de trabalho dg/rAL. De seguida diluiu-se a
solugédo de ig/mL de RNA em eppendorfs (Tabela 13) e adicior®mu-$ mL de
solucdo de trabalho aquosa apropriada de reageatet-QJ" " RiboGreefi, para depois
transferir para microplacas, como mostrado na @&ab&l Misturou-se bem e incubou-se
durante 2 a 5 minutos a temperatura ambiente, pdmteda luz. Desta mistura
retiraram-se 290uL para cada poco da microplaca. De seguida, medias
fluorescéncia da amostra usando um fluorimetro tor de microplacas (excitagédo
~480 nm, emissdao ~520 nnistes ensaios foram realizados em triplicado para s

obterem resultados mais fiaveis.
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No final, subtraiu-se o valor da fluorescéncia danlbo a cada uma das amostras
e usaram-se 0s dados para preparar uma curvaideacab da fluorescéncia versus
concentracdo de RNA (ng/mLA. equacgao da curva de calibracdo obtida foi usada p

determinar a concentracdo de RNA nas fases desnsist

Tabela 13- Dilui¢cdes efectuadas na preparagéo da Curva liler&zio do RNA.

Volumede Concentracao Final
Volumede Volume de Reagente )
solucéo de RNA _ . de RNA no Ensaio
TE Ribogreen diluido _
2 pg/mL do Quant-iT
(uL) 200 vezes (uL) . ®
(uL) Ribogreen
0 1000 1000 1000 ng/mL
500 500 1000 500 ng/mL
900 100 1000 100 ng/mL
980 20 1000 20 ng/mL
1000 0 1000 Branco

Para a determinacdo da concentracdo de RNA nadrasjostiraram-se 146
da amostra diluida e adicionaram-se 180 de reagente Quant-iT RiboGreefi.
Misturou-se bem e incubou-se durante 2 a 5 mirautesnperatura ambiente, protegido
da luz. Mediu-se a fluorescéncia das amostras osasgarametros que correspondem
agueles usados para realizar a curva de calibracao.

No final, subtraiu-se o valor da fluorescéncialhilanco a todas as amostras e
determinou-se a concentragdo de RNA das amostrasgs da equacdo da curva de
calibracdo, determinada anteriormente. Todos oai@nsealizados foram efectuados

em triplicado.
3.3.14. Deter minagdo da Concentracao de pDNA nos Sistemas por Fluorescéncia

Para a determinacdo da concentracdo de DNA nasrsist por fluorescéncia
construiu-se uma curva de calibracdo. Assim, poepse uma solucao de trabalho
obtida por diluicdo do reagente QuantTdsDNA Broad-Range Assay Kit BR 1:200

em tampao Quant-ft' dsDNA BR. De seguida, colocaram-se 200de solucdo de
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trabalho em cada poco da microplaca e adicionasa®@sul de cada solucédo de
plasmideo para a curva de calibragdo aos pogosstrmi-se bem. A curva de
calibracao foi realizada utilizando concentracepldsmideo de 0, 10, 20, 40, 60, 80 e
100ug/mL. Todos estes ensaios foram realizados enictgh.

A fluorescéncia foi medida usando um fluorimetaoncleitor de microplacas
(excitagdo/emissdo maxima de ~510/527 nm).

Com os valores obtidos preparou-se a curva déragho da fluorescéncia
versus concentracdo do plasmideg/ihL) (Anexo 6.2.12.) e obteve-se a equacao da
curva de calibracao.

Para a determinacdo da concentracdo de DNA nas faeeedeu-se de igual
modo. Contudo, neste caso as solu¢des de plasifoideo substituidas pelas amostras
das fases e os valores de fluorescéncia foram sispdoa a determinacdo da
concentracdo de pDNA, com a ajuda da equacdo daa aie calibracdo obtida

anteriormente.

3.3.15. Deter minagdo da Concentracao de pDNA nos Sistemas por HPLC

Para a determinacao da concentracdo de pDNA poCHmhis especificamente
por cromatografia de interaccdo hidrofobica (HI@pmegou-se novamente pela
preparacdo de uma curva de calibracdo, efectuand@sas diluicbes da solucao
concentrada de pDNA de modo a obter solucbes carreatracédo de 0, 10, 20, 30, 40
e 50ug/mL. Todas as diluices foram efectuadas com tanijga

De seguida, injectaram-se no HPLC, 2D de cada uma das solugdes. Os
resultados ficaram registados e atraveés da areagpidos foi obtida uma curva de
calibracdo (Anexo 6.2.11.). A equacdo da curvauftilizada posteriormente para
determinar a concentragéo de pDNA nas fases dessis.

Determinou-se a concentracdo de plasmideo no ligadla se calcular a
percentagem de plasmideo que fica em cada umaadas. fAssim, comecou por se
realizar uma diluicdo de 1:2 do lisado. Desta smutiluida, 2QuL foram injectados no
HPLC. Com a equacao da curva de calibracdo, antezitde obtida, e com a area do
pico determinou-se a concentracao de plasmideigamtol

Para a quantificacdo de pDNA nas fases dos varsdemas procedeu-se de

igual modo, tendo-se realizado, sempre que nedesddmicdes das fases.
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3.3.16. Reaccéo do PEG 2000 activado com o Berenil
3.3.16.1. Activagdo do PEG 2000

A activacdo do PEG foi efectuada de acordo comoogalimento descrito na
literatura (Peterseet al., 2002).

g C b f
H, GO 8] MHH
\éﬂo %‘\h/ \’_r E - ; NGO
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Figura 10 —PEG 2000 activado

A uma solucdo de PEG 2000 (4 g;>2,0° moles) em cloroférmio (10 mL) foi
adicionado diisocianato de hexametileno (HMDI) (ibk; 0,1 moles) em cloroformio
(20 mL). A solucéo resultante ficou sob agitacau, refluxo, durante 16 horas, sob
atmosfera de azoto. Adicionou-se éter dietilico lango excesso, formando-se um
sélido que foi redissolvido em cloroférmio e preé@do novamente pela adicdo de éter
dietilico em largo excesso. Este procedimento deotlicdo-precipitacdo foi repetido
mais duas vezes, obtendo-se o produto na formandslido branco (5,100 g), com um
rendimento de 78%. O espectro dd-RMN indicou a formacdo do composto
pretendido.

84 (300 MHz, CDCY) 1.3 (m, 4Ha + ¢), 1.49 (m, 4Hp +d), 3.16 (m, 4Hg + ), 3.38
(s, 3H, OCH), 3.42 (m, 2Hg), 3.65 (s, 192 H, OC}CH,0), 3.85 (t, 2Hh)

3.3.16.2. Reaccéao do PEG 2000 activado com o Berenil

A uma soluc&o de berenil (0,250 g; 48&6* moles) em cloroférmio purificado
(30 mL), foi adicionado PEG activado (1,051 g; 4B%* moles). A solucao resultante
foi agitada a temperatura de 65°C, durante 17 heddisatmosfera de azoto. A solugéo
foi arrefecida a temperatura ambiente e o cloroi®roi parcialmente evaporado até
uma reducdo de 1/3 do volume inicial. A solucialtaste foi precipitada por adi¢ao
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de éter dietilico frio (200 mL), obtendo-se um &0l{1,124 g) que foi filtrado e lavado
com éter dietilico. O espectro t¢-RMN indicou ndo ter ocorrido reaccéo.

3.3.17. Reaccdo do PEG-Epdxido com o Berenil na presenca de Carbonato de
Sédio 1M

3.3.17.1. Modificacéo do PEG 2000

O PEG 2000 comecou por ser modificado seguindo todoédescrito por
Ulbrich et al (1964) e Liret al (2000).

/\
PEG——O——CH,—CH—CH,
Figura 11— PEG-Epoxido

A uma solucdo de PEG 2000 (6 gs18° moles) em tolueno previamente
destilado (30 mL) foi adicionado gota-a-gota tdfleto de boro (0,380 mL;x30°
moles) e epiclorohidrina (0,235 mLx80° moles). A solucdo foi deixada sob agitacdo
a temperatura ambiente durante 48 horas. Apogestado, foi adicionado gota-a-gota
& mistura uma solucado de hidréxido de sédio a 4D g; 310> moles). A solucédo
resultante ficou sob agitacdo ligeira, durante Easioao fim das quais foi decantada e
posteriormente precipitada com éter dietilico (30).nD sdélido obtido foi filtrado,
redissolvido em tolueno (20 mL) e precipitado nogate por adicdo de éter dietilico
(30 mL). Este processo de dissolucdo-precipitagiiordpetido mais duas vezes,
obtendo-se um sélido branco (0,821 g). O espeertieRMN indicou a formac&o do
produto pretendido.

oy (300 MHz, CDC}) (sinais caracteristicos da formacdo do epoxiddp Zm, 2H,
CH,0), 3.29 (d, 2H, OCKCH), 3.98 (m, 1H, CH)
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3.3.17.2. Reaccéo do PEG-Epoxido com o Berenil

Uma solucédo de PEG-epdxido (0,050 g; 2415 moles) e de berenil (0,124 g;
2,415¢10* moles) em carbonato de sédio 1M (10 mL), foi ahitaé temperatura de
65°C durante 24 horas.

Apés este periodo, adicionou-se a solucdo agudadies(50 mL) e cloroférmio
(50 mL) e extraiu-se a fase organica. Este prodessepetido mais trés vezes.

As fases organicas combinadas foram lavadas com @gstilada (50 mL); a
fase orgéanica resultante foi seca com sulfato dgnésio anidro e a solugéo obtida foi
filtrada e o cloroférmio foi evaporado, obtendouse sélido cor-de-laranja.

A fase aguosa foi decantada e filtrada sob vashtando-se um solido cor-de-
laranja (0,246 g).

Os espectros d&H-RMN de ambos os sélidos indicaram que ndo ocorreu

reaccao.

3.3.18. Reaccao do PEG-Epdxido com o Berenil na presenca de Tampéo Fosfato 10
mM pH 5.56

A uma mistura de PEG-ep6xido (0,050 g; 2 1% moles) e berenil (0,124 g;
2,415¢10* moles) foi adicionado tampé&o fosfato 10 mM pH 556 mL). A solucéo
resultante foi agitada a temperatura de 65°C dei2dhoras.

Apos este periodo, adicionou-se a solucéo, agudadies(50 mL) e cloroformio
(50 mL). Extraiu-se a fase inferior (ou organioagte processo foi repetido mais trés
vezes.

Os extractos organicos combinados foram lavadosagpra destilada (50 mL) e
a fase organica resultante foi seca com sulfatomdgnésio anidro e filtrada. O
cloroférmio foi evaporado, tendo-se obtido um soldr-de-laranja (0,027 g).

O espectro d&H-RMN indicou apenas a presenca dos reagentesrtigepa
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4.1. Culturade Cédulas

A primeira etapa deste trabalho consistiu na caltle células dEscherichia
coli DH50. em meio LB. As células contém o plasmideo pVaxlLagcié irA se
utilizado como modelo para os estudos subsequeAtesdongo da cultura fora
retiradas amostras e determinada a D.O. a 600 manSeguir o crescimento celu
(Figura 12).
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Figura 12 — Curva de crescimento da bactéEscherichia coliDH50. em meio LB.
Legendaseta preta— paragem do crescimento para obtencédo das célua o WBC,;
— paragem do crescimento para recolha das células g@encao d

plasmideo puro.

Para a preparacdo do banco de células, a cultunstdaompida e as amostr
recolhidas durante a fase exponencial de cresaim@figura 12, seta preta). P
obtencdo de células posteriormente utilizadas sa A&lcalina e purificagdo «
plasmideo, ocrescimento celular foi interrompido no fim da faseponencial di

crescimento e as células recolhidas por centrifigé€igura 12, seta cinzent

4.2. Purificacdo do DNA plasmidico

A segundaetapa deste trabalho consisna obtencdo de pDNA puro ja

utilizacdo como padréo e paestudo da sua particdo em SDHAI utilizado o kit
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comercialPlasmid Megada Qiagefi, tendo-se obtido entre 388-7p8 de pDNA por
500 mL de cultura. Na Figura 13 apresenta-se asandhs amostras obtidas durante um

processo de purificacao tipico.

Figura 13 — Electroforese em gel de agarose a 1% das amasitadas durante a
purificagcdo do pDNA utilizando o kRlasmid Megala Qiagen. Legenda: Linha 1: apds
a lise alcalina; Linha 2: ap0s a adi¢do do sobram&da coluna; Linha 3: apds a adicao
do Buffer QC a coluna; Linha 4: apds a adicdo défeBuQF a coluna; Linha 5:

plasmideo puro apos todos os passos de purifitagéo sido executados.

4.3. Deter minagéo das Curvas Binodais

Para determinacdo da particdo do pDNA em sistefB@HMeppal, construiram-
se as curvas binodais para cada sistema para paglsateccionar o sistema adequado

para ser utilizado nesses estudos.

4.3.1. Sistemas PEG 1000/Reppal

Inicialmente, determinou-se a curva binodal de istesa com PEG com peso
molecular de 1000 e Reppal. Em seguida, determseaa-curva binodal deste sistema,
mas com cloreto de sodio, para se verificar seeaegmca deste modificava a linha
binodal. Na figura 14 apresentam-se as curvasasbtid
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Figura 14 —Curva Binodal PEG 1000/Reppal, sem e com cloreteddio. Legenda:
Sistemas com NaC— Sistemas sem NaCl.

Como se pode conste a presenca de cloreto de saditera a linha bincal de
sistemas BG 1000/Reppal, sendo necess uma maior quantidade de PEG 1000 |
a mesma percentagem de Repj

ApoOs a determinacdo da curva binodal dos sister&% FO00/Reppal, tentc
escolherse um sistema para ser usado posteriormente pagterminacao dgarticao
do plasmideo, em que o volume duas faseformadas fosse aproximadameigual.
Depois de testadosarios sistem: foi escolhidoo sistema 16% Reppl4% PEG 1000

para estudos futuros.

4.3.2. Sistemas PEG 3350/Reppal

De seguidagetermino-se a curva binodal para sistemas com PEG com uor
molecular maior que 1000. O PEG escolhido foi @eleo molecular de 3350. Para ¢
sistema, determinose novamente a curva binoccom esem cloreto de sédio ps

verificar a infllencia deste neste sistema (FigL5).
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Figura 15 —Curva Binodal PEG 3350/Reppal, sem e com cloreteddio. Legenda:
Sistemas com NaC— Sistemas sem NacCl.

Neste caso a presenca cloreto de sodio parece nadterar muito a linha
binodal de sigmas PEG 3350/Repf De referir que a dispersdo gdentosobservada
nestes sistemas dese- principalmente ao facto @s solu¢des dodois polimeros
utilizados serem muito viscas e de, por vezes, ser dificil ver a separacacasges
nitidamente.

Como anteriormente pés a determinacdo da curva binodal dos sistemé&s
3350/Reppal, tentou escol-se um sistema para sdilimado nos estudos de partica
purificacdo Depois de varios sistemas sertestados, o sistema 12%Rep9% PEG
3350.

4.3.3. Sistemas PEG 8000/Reppal

Por fim, determino-se a curva binodal para sistemas PEG 8000/Repp

auséncia e na presenca de cloreto de (Figura 16).
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Figura 16 —Curva Binodal PEG 8000/Reppal, sem e com cloreteddio. Legenda:

Sistemas com NaC—— Sistemas sem NacCl.

Neste sistema oloreto de sddialtera a binodal sendo necess uma menor
quantidade de PEG 8000 para a mesma percentageepgal.

Mais uma vez @o0s a determinacdo da curva binodal dos sistemds
8000/Reppal, testarage varios sistemastendo sido escolhido o sistel

12%Reppall% PEG 800(para ser usado nos estudos futuros.

4.3.4. Sistemas Dextrano 10000/PEG 3350

Como o Reppal éitilizado frewentemente como substituto Dextrano, por
este apresentaum custo elevado, determinamos igualmente a cumadal pare
sistemas Dextrano 10000/PEG 3350 pardficar se os sistemas apresentavar
mesmo comportamento e se a presenca de sal inlwande algum modo a cur
binodal (Figura 17).
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Figura 17 —Curva Binodal PEG 3350/Dextrano 10000, sem e caretd de sodic
Legenda: Sistemas com NaC — Sistemas sem NacCl.

Nesta figura pode conste-se que as binodais séo diferentes das obtidap
sistemas PEG/Reppal, 0 que eventualmente podeginar uma diferen particdo do
plasmideo, isto apesdo Reppal e do Dextrano sersimilares. Obsen-se igualmente
que a presenca de cloreto de sddio altera as curvas binodaisgisistemas Dextrar
10000/PEG 3350.

ApoOs a determinacéo da curva bial dos sistemas Dextrano/PEG 3350, tel
escolherse igualmente um sistema para ser usado posteritemBepois de varic
sistemasensaios, foi seleccionado o sistema 13%Dext1l0% PEG 3350por

apresentauma razao entre as fasaproximadamente igual.

4.4. Deter minagdo das Linhas de Ligacao

ApoOs a determinacao das curvas binodais, deteram-se as linhas de ligaci
dos diferentes sistemas, analisando a composicéaddefase

As primeiras linhas de ligacdo a serem determinddiasr as dos sistemas
Reppal/PEG 3350, tendo sideterminadaa concentracdo de Reppal pelo métodc

DNS e a concentracédo de PEG pelo indice de Refra
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Inicialmente preparc-se o sistema 16%Reppal/9%PEG 3350 e deterr-se as
concentracdes dos polimennas fasedOs valores da composi¢do de cada uma das
definem uma recta que passa préximo do valor dgosigao total do sisten(Figura
18, ----- m ). Assim foram determinadas as composi¢cOes da fasxisue inferior
para mais dois sistema®obre esta cta (sistema 20%Reppal/8%P| ® e sistema
30%Reppal/4% PE = .)Contudo, ao contrario do que seria de esperareess
definidas pelas novas composi¢cdes ndo sdo sobve®rd recta inicial e num d
casos . ) os trés pontos ndo definem uma recta. Alérso, em nenhum dc
casos, as composicdes das fases superiores @irdemcidem ou se aproximam c

valores anteriormente determinados para a bir(Figura 18).

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42
Reppal (%)

Figura 18 — Grafico com as linhas de ligacdo obtidas pelo netdo DNS e pel

indice de Refraccad.egenda: Sistemas com NaC'—— Sistemas sem NaC
----- = Sistema 16% Reppal/9%PEG 33! -- - ® Sistema 20%Reppal/8% PE
3350; Sistema 30% Reppal/4% PEG 33t

Em facedos resultados obtidos, concl-se que anétodo de determinacéo
concentracdde Reppal ndo devera ser o mais adequado. Asdion-se outro método
para a determinacdo da concentracdo de Reppabhses flos siemas, a medigéo (

rotacdo Optica especific Reppe (polarimetria).
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Foram preparadonovos sistemag a concentracdo dos polimeros nas f
foram determinados com o novo mét. O primeiro sistema a ser preparado fc
16%Reppal/9%PEG 3350, como no método anterior,otersd outros sistemesido
escolhidos apds se ter obtido a recta conseguideéatdos valores da composicac
cada uma das fases. Como anteriormente os sistesoathidos encontre-se sobre
essa rectaPosteriormente niu-se os valores da concentragdo de polimeros nas
superiores e inferiores através de uma linha d#étena e obte\-se 0 seguinte gréfic
(Figura 19).

PEG 3350 (%)

0 | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
Reppal (%)

Figura 19 —Grafico com as linhas digacéo obtidas pela Rotacdo Op e pelo indice

de Refraccédo. Legend Sistemas com NaC —— Sistemas sem Nd;

B Sistema 28%Reppal/5% PEG 33 Sistema 14% Reppal/11% PEG 33
----- A Sistema 16%Reppal/9% PEG 33t Sistema 10% Reppal/12
PEG 3350; Sistema 23% Reppal/7% PEG 33

Embora os resultados sejam mais coerentes utilizgradarimetria para
determinacdo da concentragcdo de Reppal nas fasegectas definidas pel
composicdes das fases superiores e inferiores ig@nas estdo muito afastadas
composicao total do f¢mma. Apesar de mais proximas, as composicoes aiaEs
superiores e inferior ainda estdo bastante afastattes valores anteriormer

determinados para a binod
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Assim, ambos o0s meétodos utilizados ndo se revelafidveis para a

determinagao das linhas de ligagao.

4.5. Particdo do DNA Plasmidico nos Sistemas

De seqguida, a partichio do pDNA nos sistemas presnte escolhidos foi
estudada. Primeiro foram realizadas electroforpaes visualizar onde se encontrava o
PDNA e o RNA, e de seguida determinou-se a conagiitr de DNA e RNA nas
diferentes fases dos sistemas por fluorescénaia HIC.

A quantificacdo do DNA teve como objectivo deterami a concentracdo de
plasmideo nas fases, de modo a estabelecer a @eende plasmideo que particiona
para a fase superior e para a fase inferior, assimo a percentagem de plasmideo que
precipita na interfase do sistema.

Inicialmente foi utilizado um método baseado nsféscéncia (Quant-It)
para a determinacédo da concentracdo de plasmidefases. Prepararam-se as curvas
de calibragcdo para os diferentes sistemas estudéelndo-se preparado para cada
sistema uma curva para a fase superior e outra gdese inferior, constando as
respectivas curvas dos Anexos 6.2.6. a 6.2.10selfaida prepararam-se 0s sistemas e
0 protocolo para a determinacdo da concentracdaladenideo por fluorescéncia foi
seguido.

Como os resultados obtidos por fluorescéncia ndeard para calcular a
percentagem de plasmideo que particiona para eadathlvez devido a influéncia dos
sais ou até do proprio polimero utilizados nosesists, fez-se a determinacdo da

concentracdo de plasmideo por HIC.

Apés a determinacdo da concentracdo de plasmideosistemas contendo
apenas pDNA puro por dois métodos diferentes, mhten-se a concentracdo de
plasmideo no lisado.

Inicialmente a determinacdo da concentracdo dempteo no lisado foi
realizada por fluorescéncia, tendo-se obtido umacetracdo de 11,Ag/mL de
plasmideo no lisado. Como os valores de plasmidedisado eram muito baixos

quando comparados com o0s normalmente obtidos (3@580L), tentou-se confirmar
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por HIC os resultados obtidos. Assim, por HIC, wbtee uma concentracdo de 2,4
ug/mL de plasmideo no lisado.

Apesar da divergéncia de valores entre os doisdust@ue pode ser explicada
pelo facto de a fluorescéncia ser uma técnica mumigis sensivel que a HIC, a
concentracdo de plasmideo no lisado € muito b&lraa nova cultura de células foi
realizada e tendo-se determinado novamente a doac&o de plasmideo presente no
lisado posteriormente obtido. Como os valores desrpideo continuavam a ser
demasiado baixos em todas as experiéncias conoisagarticdo do plasmideo foi
apenas avaliada por electroforese em gel de agarosevez que nenhum dos outros

métodos é suficientemente sensivel para quantiiggasmideo.

45.1. Sistema 13% Dextrano 10000/10% PEG 3350 com Concentracdes de
Cloreto de Sédio entre 0 e 1,5 molal

Prepararam-se sistemas 13%Dextrano 10000/10% PES® 88m varias
concentracdes de cloreto de sdodio, tendo-se olotsdgéis de agarose presentes na

Figura 20.

Figura 20 — Electroforese em gel de agarose a 1% das amakigsistemas 13%
Dextrano 10000/10% PEG 3350 com varias concentsaglie cloreto de sdédio.
Legenda: Linhas 2-7: Experiéncias com pDNA purajhiais 9-14: Experiéncias com
lisado; Linha 1: DNA plasmidico; Linha 2 e 9: 0 miplLinha 3 e 10: 0.1 molal; Linha 4
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e 11: 0.25 molal; Linha 5 e 12: 0.5 molal; Linha @3: 1.0 molal; Linha 7 e 14: 1.5
molal; Linha 8: Lisado. Nos ensaios com SDFA, asidas da parte superior do gel

correspondem a fase superior e as da parte infefawme inferior.

Nos sistemas com apenas pDNA, linhas 2 a 7, o peh#ontra-se sempre na
fase inferior dos sistemas, independentemente daentracdo de cloreto de sodio
presente.

Nos sistemas com lisado, linhas 9 a 14, o pDNAeggana fase inferior em
todos os sistemas numa pequena percentagem, torsandsivel a uma concentracao
de 1,5 molal de cloreto de sddio. O RNA encontrassdase superior destes sistemas
até 1,0 molal de NaCl, aparecendo na fase infarioma concentracdo de 1,5 molal de
cloreto de sadio.

De seguida determinou-se por fluorescéncia a ctoragg@o de plasmideo nas
fases dos sistemas com pDNA puro, tendo-se obsd@loregpresentes na tabela 14 e

a figura 21, para mais facil compreenséo do corapwhto do plasmideo no sistema.

Tabela 14 —Concentragfes de plasmideo obtidas por fluoregc@aca as diferentes
fases em sistemas PEG 3350/Dex10 com cloreto de. sod

Concentracao de Sal Fase Superior Fase Inferior
0 0,171 4,166
0,1 0,177 2,253
0,25 0,099 2,487
0,5 0,107 -1,279
1 0,099 1,538
15 0,082 0,353

Todos os valores obtidos por fluorescéncia sdoeotes com a electroforese
realizada, encontrando-se a maior parte do plasmiddase inferior. O valor negativo
para 0,5 molal de NaCl da fase inferior deve-saipebnente a um erro experimental.

Dos valores obtidos pode também concluir-se qusteexima diminuicdo da
concentracdo de plasmideo na fase inferior commoeato da concentracdo de sal.
Contudo esta néo se reflecte no aumento da coacéntna fase superior. O que leva a
pensar que ou o plasmideo se acumula na interfagsta diminuicdo € um artefacto

motivado pela interferéncia do NaCl na determinal@plasmideo.
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Figura 21 —Particdo do plasmideo puro em sistemas 3350/Dex 1 com diferentes
concentracdes de cloreto de st por fluorescéncid.egenda Fase superio ==

Fase inferior.

De seguida determin-se a concentragdo de plasmideo por HIC, encont-se
na tabela 15as concentracdes de plasmideo em cada fase demas PEG
3350/Dextrano 10.

Tabela 15 —Concentracfes de plasmideo obtidas por HIC padiferentes fases e
sistemas PEG 3350/Dextrano 10 com cloreto de s

Concentracao de Sal Fase Superior Fase Inferior
0 0 68,462
0,1 0,387 65,682
0,25 0 70,219
0,5 0 32,292
1,0 0 59,971
15 0 57,412

Para ver mais facilmente o comportamento do plasonixs sistemis obteve-se

o gréfico presente na figL 22.
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Figura 22 —Particdo do plasmideo puro em sistemas 3350/Dex 1' com diferentes
concentracdes de cloreto de s« por HIC. Legenda: Fase superior =8 Fase

inferior.

Os dados obtidos por HIC revelam também como ambeeinte uma tendénc
de diminuicdo da concentracdo de plasmideo na ifdeeor com o0 aumento c
concentracdo de NaCl mas muito menos intensa do @se dados obtidos p
fluorescéncia. Como anteriormente, esta diminuit@io é acompanhada por aume
de concentracdo na fase superior. Aléem disso, or\asoluto da concentracéo
plasmideo na fase irfior € muito superior (17 a 161 x) quando deteaanpor est
método

Assim, podemos concluir que o NaCl néo influencipagaicdo do plasmide
nestes sistemas, sendo as diferencas observaddasdprwovavelmente a interferén

deste sal com os métodaisizados.

45.2. Sistemas 6,6% PEG 3350/12,7% Dextrano 100000 com Concentragfes de
Cloreto de Sédio entre 0 € 2 molal

Prepararanse os sistemee obteve-se 03éis presentes na Figura.
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Figura 23 —Electroforese em gel de agarose a 1% das amadstsasistemas 6,6% PEG
3350/12,7% Dextrano 100000 com véarias concentragéadoreto de sodio. Legenda:
Linhas 2-7: Experiéncias com pDNA puro; Linhas 9-Ekperiéncias com lisado;
Linha 1: DNA plasmidico; Linha 2 e 9: 0 molal; Le3 e 10: 0.1 molal; Linha 4 e 11:
0.25 molal; Linha 5 e 12: 0.5 molal; Linha 6 e 13 molal; Linha 7: 1.5 molal; Linha
8: Lisado.

Nos sistemas com pDNA, linhas 2 a 7, o pDNA ¢ eilsem ambas as fases.
Contudo encontra-se em maior concentracdo na fgeeisr até concentracées de 0,25
molal de NaCl, sendo visivel nas fases inferiores equenas quantidades. Para
concentracdes acima dos 0,5 molal de NaCl, o pDBE@ é visivel em nenhuma das
fases.

Nos sistemas com lisado, linhas 9 a 13, o pPDNARNA sdo ambos visiveis na
fase inferior dos sistemas. A adicdo de NaCl panéceter qualquer efeito na particao
do pDNA e do RNA, parecendo apenas influenciar gragéio das amostras durante a

electroforese.

ApoOs determinacdo da concentracdo do plasmidedlymescéncia nas fases

obteve-se os valorgsesentes na tabela 16 e a figura 24.
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Tabela 16 —Concentracdes de plasmideo obtidas por fluorestgraria as diferents

fases em sistemas PEG 3350/Dex100 com cloretodie.

Concentracao de Sal Fase Superior Fase Inferior
0 28,551 9,59¢
0,1 -0,086 9,59¢
0,25 0,172 6,6¢€
0,5 0,172 8,23:
1,0 -0,086 8,02¢
15 -0,0143 6,24¢

Estes resultados estdo concordantes com a eleesef@btida anteriormen
Apenas na auséncia de NaCl temos maior concento@tasmideo na fase supel
do que na fase inferior. Mesmo para a mais baixaeadracade NaCl (0,1molal),
plasmideo é indetectavel na fase superior. Contudoa concentracdo na fase infe
ndo aumenta o que, como anteriormente, poderéafisagngue este se acumula
interfase ou que a presenca de NaCl interfere comsua deteccdoA mesma
interferéncia podera estar a acontecer na faseaisumade alguns dos valores ¢

negativos

(ng/mL)
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Figura 24 — Particdo do plasmideo puro em sistemas 3350/Dex 10 com
diferentes concentracdes de cloreto de ¢ por fluorescénciaLegenda: Fase

superior; —#— Fase inferior

Na tabela 17encontrar-se as concentracdes de plasmideo em cada fas

sistemas PEG350/Dextrano 100, quando a determinacéo foi r@ddizpor HIC
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Tabela 17 —Concentracfes de plasmideo obtidas por HIC padiferentes fases em

sistemas PEG 3350/Dextrano 100 com cloreto de s

Concentracao de Sal Fase Superior Fase Inferior
0 16,59 8,83¢
0,1 0,056 57,077
0,25 1,204 66,03t
0,5 0 83,03¢
1,0 0 50,37
15 0 49,30

Para ver mais facilmente o comportamentplasmideo nosistem:s obteve-se

o gréfico presente na figL 25.
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Figura 25 — Particdo do plasmideo puro em sistemas 3350/Dex 10 com
diferentes concentragbes de cloreto de ¢ por HIC. Legenda: Fase superior;

—&— Fase inferior.

Os resultadosobtidos por HIC estdo concordantes com o0s registquibos
outros métodos. Contudo, a diminuigdo da conceidrae plasmideo na fase supe
com o aumento da concentracdo de NaCl € acompamgmadam aumento na fa
inferior. Assim, podemos concluir gia presenca de NaCl direcciona o plasmide
fase superior para a inferior. Estes dados saoiromdos pelas experiéncias ci
lisado, que tem elevada concentracdo salina entaqie o pDNA como o RNA ¢

apresentam na fase infer
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453. Sistemas 16% Reppal/14% PEG 1000 com Concentracdes de Cloreto de
Sodio entre 0 e 0,5 molal

Prepararam-se sistemas 16%Reppal/14% PEG 1000 omcerdracdes de
cloreto de sédio entre 0 e 0,5 molal e obteve-gel de electroforese presente na Figura
26 apoés separacao das fases.

De referir que o pH da solugdo de PEG 1000 foitaderpara 8,0 porque as
amostras das fases ndo corriam nas electroforem®s oc pH acido. De referir
igualmente que as fases inferiores dos sistemadisado foram diluidas, isto porque,
apos vérias electroforeses realizadas, se teruidoctjue o pDNA tem uma afinidade
tdo elevado para o Reppal, que o brometo de etidiemnado ndo se consegue ligar ao
pDNA, se conseguindo visualizar onde se enconplasmideo sob a luz UV.

=10-—11 173 14

-
Figura 26 — Electroforese em gel de agarose a 1% das amodusssistemas
16%Reppal/14% PEG 1000 com vérias concentracfedodeto de sodio. Legenda:
Linhas 2-7: Experiéncias com pDNA puro; Linhas 9-Ekperiéncias com lisado;
Linha 1: DNA plasmidico puro; Linha 2 e 9: 0 molainha 3 e 10: 0.1 molal; Linha 4 e
11: 0.2 molal; Linha 5 e 12: 0.3 molal; Linha 63 @.4 molal; Linha 7 e 14: 0.5 molal;
Linha 8: Lisado.
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Nos sistemas com pDNA, linhas 2 a 7, o pDNA é sempsivel na fase
superior. Contudo, verifica-se que com o aumenteateentracdo de NaCl este vai
particionando para a fase inferior em pequenastmlaaies.

Nos sistemas com lisado, linhas 9 a 14, o plasmédeigivel na fase superior
guando a concentracdo de NaCl se encontra entre @42 molal. Como o pDNA nos
restantes sistemas ndo se encontra em nenhumaasiss pensa-se que podera ter
precipitado na interfase. Em relagédo ao RNA, esterra-se na fase superior em todos
0s sistemas, parecendo mover-se para a fase mgeriroo aumento da concentracao de
NacCl.

Assim a particdo do plasmideo e do RNA nestesmsid estd dependente da
concentracdo de sal presente. Comparando o comyaorta do plasmideo nos sistemas
com pDNA puro e com lisado, conclui-se que os patsentes nas solucdes de lise

alcalina influenciam também a particdo de plasmideo

Posteriormente determinou-se a concentracdo denfidlao por fluorescéncia e
por HIC. Os valores presentes na tabela 18 e naafig7 sao referentes aos resultados
obtidos por fluorescéncia enquanto os presentesalb@la 19 e na figura 28 séo

referentes aos obtidos por HIC.

Tabela 18 —Concentracfes de plasmideo obtidas por fluoresc@aca as diferentes

fases em sistemas PEG 1000/Reppal com cloretodite s

Concentragao de Sal Fase Superior Fase Inferior
0 3,094 -1,216
0,1 2,992 -1,261
0,2 0,583 -1,222
0,3 -0,745 -0,509
0,4 -0,085 -0,816
0,5 -0,372 -0,582
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Figura 27 —Particdo do plasmideo puro em sistemas PEG 1000dRepm diferente
concentracdes de cloreto de st por fluorescénciaLegenda: Fase superior;

—&— Fase inferior.

Os valores obtidos por fluorescéncia sdo concoedarim os resultados obtic
por electroforese em gel de agarose, visualizzse uma elevada concentracao
pDNA na fase superior dos sistemas entre 0 e O,&lnde NaCl. Verific-se
igualmente, na fasaferior, um aumento da concentracdo de plasmideo@aumentt
da concentracdo de sal. Como anteriormente, a giuette valores negativos par
concentracdo de plasmideo nas fases poderéd-se a uma possivel interferéncia do
ou a uma possivel amulacdo do pDNA na interfase dos sister

Tabela 19 —Concentracfes de plasmideo obtidas por HIC padiferentes fases e

sistemas PEG 1000/Reppal com cloreto de st

Concentragao de Sal Fase Superior Fase Inferior
0 40,591 0
0,1 35,282 0
0,2 20,075 0,428
0,3 9,939 17,73¢
0,4 14,202 10,98¢
0,5 12,197 15,02¢
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Figura 28 —Particdo do plasmideo puro em sistemas PEG 1000dRepm diferente
concentracdes de cloreto de s« por HIC. Legenda: Fase superior =8 Fase

inferior.

Os resultados obtidos por HIC sdo concordantesaonesultados previamer
obtidos por electroforese e fluorescéncia. Ver-se novamente a influéncia
concentracdo do sal presente nos sistemas, dineolo o plasmideo da fase supe
para a fasenferior a medida que a concentracdo de sal aum@ua@demos conclu
também que ocorre, como nos sistemas com Dextrana, interferéncia do sal 1
método por fluorescéncia, visto que por HIC foigwesl obter valores positivos e mu

superiores aguelabtidos pelo outro métodc

4.5.4. Sistema 12% Reppal/9% PEG 3350 com Concentragdes de Cloreto de Sodio

entre0 e 0,5 molal

Prepararam-ssistemas com 12%Rep[9% PEG 3350 e adicion-se a estes 0,
0.1, 0.25 e 0.5 molal de cloreto de sé(Centrifugouse os sistemas e separa-se as
fases. De seguida realizee uma electroforese e obteve-se oslt@dos presentes |

Figura 29.
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SO 01, 112

Figura 29 — Electroforese em gel de agarose a 1% dos sistéB¥asReppal/9% PEG
3350 com varias concentracdes de cloreto de sbdgenda: Linhas 2-7: Experiéncias
com pDNA puro; Linhas 9-14: Experiéncias com lisadimha 1: DNA plasmidico;
Linha 2 e 7: 0 molal; Linha 3 e 8: 0.1 molal; Linha0.25 molal; Linha 5 e 12: 0.5
molal; Linha 6: lisado; Linha 9: 0.2 molal; Linh@:10.3 molal; Linha 11; 0.4 molal.

Nos sistemas com pDNA, linhas 2 a 5, para conogigsade NaCl entre 0 e 0,1
molal o pDNA particiona para a fase superior detesias. Aumentando a concentragcéo
do sal para concentracfes superior a 0,25 mofeElMA particiona para a fase inferior
dos sistemas. Para uma concentracdo de 0,25 neoldh@l, o pDNA precipita quase
na sua totalidade na interfase, aparecendo nairiéesgor do sistema em pequena
quantidade.

Nos sistemas com lisado, linhas 7 a 12, o pDNA@&é&®sivel em nenhuma das
fases. Isto poderia acontecer por duas razdes: MApprecipitar na interfase dos
sistemas ou encontrar-se na fase inferior, sendte reaso necessario realizar uma
diluicdo da fase. Contudo, s6 com a determinacammdeaentracdo de plasmideo é que
seria possivel confirmar estes resultados, o qoefaigpossivel fazer. Em relacdo ao
RNA, este particiona maioritariamente para a fagsesor, sendo possivel concluir

igualmente que ocorre precipitacao deste na irgerfa

Apés a realizacdo das electroforeses, a deterdona@a concentracdo do

plasmideo foi feita. Na tabela 20 encontram-seat@r®s obtidos por fluorescéncia.
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Como aconteceu para os sistemas PEG 1000/Repped @ sistemas com D
anteriormente,0s valores negativos obtidos parecem ser uma mdlaédo sal n

método de fluorescéncia utilizac

Tabela 20 —Concentracdes dplasmideo obtidas por fluorescéncia para as difes

fases em sistemas PEG 3350/Reppal com cloretodi

Concentragao de Sal Fase Superior Fase Inferior
0 0,785 4,77¢
0,1 -1,576 0,31¢
0,2 -1,593 1,29t
0,3 -1,611 1,42
0,4 -1,635 1,012
0,5 -1,612 1,372

Construiuse um graficcpara ver qual o comportamento do plasmideo cc

aumento da concentracao de sal, tendo sido obfidara 30.

I = th
T T l

(ng/mL)
=

Concentracao de Plasmideo

Concentracio de NaCl (molal)

Figura 30 —Particdo do plasmideo puro em sistemas 3350Reppal com diferente
concentracdes deloreto de sodi por fluorescénciaLegenda: Fase superior;

—&— Fase inferior.

Comparando os valores de fluorescéncia com a eleatse realizada, est
resultados ndo séo totalmente concordantes, \@rdi-se a presenca de pDNA na fi
superior paa uma concentracao de NaCl de 0,1 molal nas dleas®s enquanto p
fluorescéncia este encor-se na fase inferior. Apesar desta divergéncia esgltados

que poderd ser resultado da interferéncia do sal, rastantes resultados ¢
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concordantes, verificandse a movimentacado do pDNA da fase superior panéedar

com o aumento da concentragéo de

Na tabela 2lencontrar-se as concentracdes de plasmideo em cada fas
sistemas PE&350/Reppal com cloreto de sédio por HIC enquardofigura 31
encontrase o gréfico para melhor visuali-se o comportamento do plasmideo

sistemas.

Tabela 21 —Concentracfes de plasmideo obtidas por HIC padiferentes fases e

sistemas PEG 38#Reppal com cloreto de séd

Concentragéo de Sal Fase Superior Fase Inferior
0 23,573 0,56
0,1 0,157 33,82t
0,2 3,213 32,58¢
0,3 0 2,138
0,4 0 17,43
0,5 1,712 17,08t

30

0 ' =
0 0.1 0,2 0,3 0.4 0,5

Concentracio de Plasmideo
(ng/mkL)
Py

Concentracio de NaCl (molal)

Figura 31 —Particdo do plasmideo puro em sistemas 3350Reppal condiferentes
concentracdes de cloreto de s« por HIC. Legenda: Fase superior =8 Fase

inferior.

Os resultados obtidos por HIC sdo concordantes @smobtidos po
fluorescéncia, continuam a existir a discrepanaia jp sistema com 0,1 molal de Ne
nao sendo portanto este resultado uma influéncgabipo sistema. Tal como nos out

métodos verificase a influéncia do sal nestes sistemas, fazendo qg@no pDNA
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particiona da fase superior para a fase inferier sistemas com pDNA e fazendo com
que o pDNA precipite na interfase para sistemas leado.

Comparando-se o sistema PEG 3350/Reppal com @nsistDex/PEG 3350,
verifica-se uma alteracdo na particdo do pDNA &®bdi#\ nos sistemas, obtendo-se nos
sistemas com Reppal uma particdo do pDNA e do RIldra gases diferentes dos
sistemas, n&o acontecendo o mesmo em sistemas@ofpDNA e RNA encontram-se
na mesma fase). Assim a substituicdo do Dex pop&epfluéncia o modo como o

pDNA se comporta dentro do sistema.

4.5.5. Sistemas 12% Reppal/7% PEG 8000 com Concentracédo de Cloreto de Sodio
entre0 el molal

Apbés a preparacao de sistemas 12%Reppal/7%PEG 8f@yve-se a

electroforese em gel de agarose presente na RBgura

TO 11 115

Figura 32 — Electroforese em gel de agarose a 1% com as asodts sistemas
12%Reppal/7% PEG 8000 com varias concentragbedodeta de soédio. Legenda:
Linhas 2-7: Experiéncias com pDNA puro; Linhas 9-Ekperiéncias com lisado;
Linha 1: DNA plasmidico; Linha 2: 0 molal; Linha 8:1 molal; Linha 4: 0.2 molal;
Linha 5: 0.4 molal; Linha 6: 0.6 molal; Linha 780molal; Linha 8: 1.0 molal; Linha 9:
lisado; Linha 10: O molal; Linha 11: 0.1 molal; ha 12: 0.2 molal; Linha 13: 0.3
molal; Linha 14: 0.4 molal; Linha 15: 0.5 molal.
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Nos sistemas com pDNA, linhas 2 a 8, o pDNA pantiai para a fase superior
até 0,2 molal de NaCl. Contudo a partir desta aunaedo particiona para a fase
inferior do sistema mas néo totalmente, possivelenerecipitando na interfase. Em
todas as fases inferiores dos sistemas, o pDNAn&r@Eee presente em pequena
quantidade.

Nos sistemas com lisado, linhas 10 a 15, o RNA mieaoritariamente na fase
superior, contudo aparece também na fase inferaw sistemas e possivelmente
também precipita na interfase. O pDNA ndo aparateenhuma das fases, devendo ter

precipitado na interfase dos sistemas.

Posteriormente a concentracdo de plasmideo em feadafoi determinada,
tendo-se obtido os valores presentes na tabelau2@dq se utilizou o método por

fluorescéncia.

Tabela 22 —Concentragfes de plasmideo obtidas por fluoregc@aca as diferentes

fases em sistemas PEG 8000/Reppal com cloretodile s6

Concentracao de Sal Fase Superior Fase Inferior
0 1,047 -0,722
0,1 -1,457 -0,562
0,2 -1,643 0,444
0,3 -1,657 -0,724
0,4 -1,776 -0,548
0,5 -1,764 -0,503

Construiu-se novamente um gréfico para ver qual omportamento do

plasmideo com o0 aumento da concentracao de sad) sétho obtida a figura 33.
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Figura 33 —Particdo do plasmideo puro em sistelPEG &00/Reppal com diferent:
concentracdes de cloreto de st por fluorescénciaLegenda: Fase superior;

—&— Fase inferior.

Os resultados de fluorescéncia obtidos ndo sabmitée concordantes com
resultados obtidos por electroforese. Para as fasiesiores, os métodos s
concordantes, verificandge uma concentracdo de pDNA quase indetectavetu@my
nas fases superes, verificcse uma divergéncia de resultados referentes aa
valores mais baixos de NaCl. Por electroforesdiga-se uma elevada concentracac
plasmideo na fase superior dos sistemas, contwddluprescéncia, para esses valc
de NaCl, umamaior quantidade de pDNA encor-se na fase inferior dos sistem
Possivelmente esta divergéncia devera -se ao sal adicionado aos sistemas.
uma concentracdo nula de sal, ambos os métodosos&ordantes, encontrar-se o

pDNA na fase superi@m elevada quantidac

Determinando a concentracdo de plasmideo por Hitveshn-se os valores

presentes na tabela 23 e o gréfico presente nafiju
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Tabela 23 —Concentracfes de plasmideo obtidas por HIC padiferentes fases e

sistemad?EG 8000/Reppal com cloreto de séi

Concentracao de Sal Fase Superior Fase Inferior
0 30,136 0,964
0,1 3,658 0,86
0,2 0,923 0,262
0,3 0,0026 2,02
0,4 0 5,075
0,5 0 9,453

L R I,
=R — R —
1

— - —— ! -

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

=]

Concentracao de plasmideo
(ng/mL)

Concentracio de NaCl (molal)

Figura 34 —Particdo do plasmideo puro em sistemas 8000/Reppal condiferentes
concentracdes de cloreto de s« por HIC. Legenda: Fase superior =8 Fase

inferior.

Os resultados obtidos por HIC s&o concordantes @aopsultados obtidos p
electroforese em gel de agarose, podendo ser édocfiue a concentracado de
adicionada influéncia os valores obtidos pelo metdel fluorescéncia. Assim verif-
se uma passag do plasmideo da fase superior para a fasednfios sistemas quan
a concentracao de sal aumenta, visualiz-se essa passagem entre 0,2 a 0,3 mol
NacCl.

45.6. Sistemas 12% Reppal/9% PEG 3350 com Concentragbes de Cloreto de
Amoénio entre0e 0,5 molal

Prepararanse novos sistemas 12%Rel/9%PEG 3350 mas o cloreto de s¢

foi substituido por outro sal, o cloreto de am: (NH4CI), de modo a ver se o efeito ¢
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0 mesmo. Estes ensaios foram apenas realizadasste®mas Reppal/PEG 3350 porque
a adicéo de sal parece ter uma maior influénciteaessstemas.

No final da separagéo das fases retirou-se a aseerfle um dos sistemas com
lisado e colocou-se num poco do gel de electrofoflrsha 9, Figura 35). Apesar de
esta amostra conter partes das fases superioer@mffoi utilizada para se verificar se

de facto o pDNA precipita na interfase dos sistemas

=s='-9 10 11 12 13 145

[ -

Figura 35 — Electroforese em gel de agarose a 1% com as asodts sistemas
12%Reppal/9% PEG 3350 com varias concentracéesodetac de aménio. Legenda:
Linhas 2-7: Experiéncias com pDNA puro; Linhas 9-Ekperiéncias com lisado;
Linha 1: DNA plasmidico puro; Linha 2 e 10: 0 molahha 3 e 11: 0.1 molal; Linha 4
e 12: 0.2 molal; Linha 5 e 13: 0.3 molal; Linha @4 0.4 molal; Linha 7 e 15: 0.5
molal; Linha 8: Lisado; Linha 9: Interfase do smsgecom 0 molal de sal e lisado.

Nos sistemas apenas com pDNA, linhas 2 a 7, o jiiesm® sempre visivel na
fase superior dos sistemas. Contudo, com a adigdh5dmolal de cloreto de aménio
aos sistemas, parte do plasmideo é também visiiake inferior.

Nos sistemas com lisado, linhas 10 a 15, o RNAgiana sempre para a fase
superior, contudo ndo na totalidade devendo ptecipia interfase dos sistemas. Em
relacdo do pDNA, este particiona para a fase mfem pequenas quantidades tendo a
tendéncia a aumentar a sua concentracdo na fas@ird medida que se aumenta a
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concentracdo de sal no sisterPorém parece precipitar quase na sua totalida
interfage dos sistemas, como se pode confi pela linha 9 da figura ..

De referir gueguando se separou as fases no sistema com liga@ameolal de
cloreto de amonio, ao reti-se a fase superior, parte da interfase foi retitaddoém

aparecendo pDNA na fase superior quando se reaiabectroforese

Como para os sistemas anteriores, a determinacéondantracdo de plasmic
foi inicialmente ralizada por fluorescéncia, ter-se obtido os valores presentes
tabela 24.

Tabela 24 —Concentracdes de plasmideo obtidas por fluoresztéasia as diferents

fases em sistemas PEG 3350/Reppal com cloreto deiar

Concentracao de Sal Fase Superior Fase Inferior
0 -1,292 -1,881
0,1 -0,036 -1,929
0,2 -0,146 -1,922
0,3 0,264 -1,909
0,4 0,379 -1,845
0,5 -1,693 -0,37

Um gréfico foi preparado como anteriormente paralhare visualizar c

comportamento do plasmideo nos siste, tendose sido obtida a figura 3
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Figura 36 —Particdo do plasmideo puro em sistemas 3350Reppal com diferente
concentracdes de ckto de amonio por fluorescén. Legenda: Fase superior;

—&— Fase inferior.
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Os resultados obtidos na electroforese e os vatwbdos por fluorescénci:
sdo concordantes, sendo visivel a particdo do pDalfase superior para a fase infe
quando é adicionada uma concentracdo de 0,5 nmmlelodeto de amoénio. Como te
vindo a acontecer em todas as determinacdes por fluo@ac@ste sal também pare

influenciar os resultados obtidc

Na tabela 25ncontrar-se as concentracfes de plasmideo em cada fas
sistemas PE@350/Reppal com cloreto de aménio apds determingoidHIC. Na
figura 37 encontrg&e um grafico para ser mais facil interpretacdo dssiltado:
obtidos.

Tabela 25 —Concentracfes de plasmideo obtidas por HIC padiferentes fases e

sistemas PEG B®/Reppal com cloreto de amén

Concentragéo de Sal Fase Superior Fase Inferior
0 29,514 0,148
0,1 27,451 0
0,2 31,8 0,204
0,3 29,642 0
0,4 27,873 0,51
0,5 0 41,81¢

(ng/mL)
S

0 ' —i— '
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Concentracio de plasmideo

Concentraciao de Cloreto de Amadnio (molal)

Figura 37 —Particdo do plasmideo puro em sistemas 3350Reppal condiferentes
concentracdes de ckio de amoénio por HI. Legenda: Fase superiol —#— Fase

inferior.

Excluindo os resultados de fluorescéncia, que ré@@cem ser fiaveis,

resultados obtidos pelos outros dois métodos s@cocdantes entre si. A concentrau
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de pDNA na fase superior mantém-se aproximadanoemigtante até a concentracdo de
0,4 molal de sal, enquanto na fase inferior é extavel. Para a concentracdo mais
elevada de sal (0,5 molal), detecta-se uma inverxd@servando-se uma concentracao
mais elevada de pDNA na fase inferior que na fapersor.

Comparando a influéncia do cloreto de sédio e dweth de amdnio nos
sistemas, ambos influenciam a particio de pDNAd®enecessaria uma maior
concentracdo de cloreto de amoénio (0,5 molal) d® igaCl (0,25 molal) para que o

pDNA particione da fase superior para a fase ioferi

4.5.7. Sistemas 12% Reppal/9% PEG 3350 com Concentragdes de Citrato de Sodio
entre0 e 0,5 molal

Prepararam-se sistemas 12%Reppal/9%PEG 3350 caas eéncentracdes de
citrato de sédio (N£sHs0;), para ver qual o efeito deste sal na particapRNA e do
RNA. Este sal normalmente apresenta coeficientes pddicdo em sistemas
PEG/Dextrano da mesma ordem de grandeza que docttgesddio (Albertsson, 1986)
e por essa razdo é que foi escolhido. Prepararasistamas apenas com pDNA e
apenas com lisado para verificarmos qual as difasena particdo, tendo-se obtido os
géis presentes na Figura 38.

v

Figura 38 — Electroforese em gel de agarose a 1% com as anogdts sistemas

12%Reppal/9% PEG 3350 com varias concentracOesitid@ocde sodio. Legenda:
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Linhas 2-7: Experiéncias com pDNA puro; Linhas 9-Ekperiéncias com lisado;
Linha 1: DNA plasmidico; Linha 2 e 9: 0 molal; LeiB e 10: 0.1 molal; Linha 4 e 11:
0.2 molal; Linha 5 e 12: 0.3 molal; Linha 6 e 13 énolal; Linha 7 e 14: 0.5 molal,
Linha 8: Lisado.

Nos sistemas apenas com pDNA, linhas 2 a 7, o pdeenparticiona para a fase
superior até 0,3 molal de citrato de sddio, tentiendéncia a diminuir a medida que se
aumenta a concentracdo de sal. De 0,2 molal atth@l& de sal, o pDNA aparece na
fase inferior dos sistemas, aumentando a quantidagdNA na fase a medida que se
aumenta a concentracdo de sal nos sistemas. Die gefe na fase superior do sistemas
na linha 7, a fase superior foi contaminada comterfase, verificando-se que uma
elevada percentagem do plasmideo precipita ndastedos sistemas.

Nos sistemas com lisado, linhas 9 a 14, o RNA @arta para a fase superior
até se adicionar 0,3 molal de citrato de s6diou@ento da concentracdo de sal para
uma concentracao acima de 0,3 molal faz com quBlA €mece a particionar para a
fase inferior em pequenas quantidades. Contudoipiasidade das bandas, a maior
percentagem de RNA devera estar precipitada neasaee teoria que deveria ter sido
confirmada pela quantificagdo do RNA. Em relacdopBINA, este ndo aparece em
nenhuma das fases dos sistemas e portanto teigifage na interfase.

De seguida a concentracdo de plasmideo nas fasedetéwminada. Primeiro
utilizou-se um método por fluorescéncia tendo-s&dolos valores presentes na tabela

26 e o grafico presente na figura 39.

Tabela 26 —ConcentracOes de plasmideo obtidas por fluoresc@aca as diferentes

fases em sistemas PEG 3350/Reppal com citratodi@. s6

Concentragao de Sal Fase Superior Fase Inferior
0 -1,104 -1,876
0,1 -0,049 -1,86
0,2 -1,584 -1,833
0,3 -1,617 -1,227
0,4 -1,65 -0,59
0,5 -1,662 -0,896
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Figura 39 —Particdo do plasmideo puro em sistemas 3350Reppal com diferente
concentracdes de citratie sddii por fluorescéncid.egenda: Fase superiol

Fase inferior.

Apesar de todos os valorserem negativos, a tendéncia apresentada pe
resultados obtidos por fluorescéncia parece serordantes com os da electrofore
Como acontece na maioria dos sistemas Reppal/PBG, 3@8rifice-se a particdo d
pDNA da fase superior para a fase iror com o aumento da concentracéo de sa
valores negativos observados devem ser devidodu@nnia do citrato de sédio, cor

aconteceu com 0S outros

Depois determinoge a concentracdo por HIC e obteeeces valores presen

na tabela 27 e argfico presente na figura ¢

Tabela 27 —Concentracfes de plasmideo obtidas por HIC padiferentes fases e

sistemas PEG 3350/Reppal com citrato de st

Concentragao de Sal Fase Superior Fase Inferior
0 31,152 0,2
0,1 38,377 0,961
0,2 0,758 6,961
0,3 1,389 23,195
0,4 0 30,219
0,5 0 32,326
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Figura 40 —Particdo do plasmideo puro em sistemas 3350Reppal com diferente
concentragdes de citratte sodic por HIC. Legenda: Fase superior =8 Fase

inferior.

Pelos graficos obtidos poden concluir que os resultados obtidos por HIC
totalmente concordantes com os obtidos pelos oatétedos, sendo possivel visuali
a particdo do pDNA da fase superior para a fasiorf sendo a concentracao de
molal o ponto em que o pDNA passe uma fase para a outra mas sendo af
claramente determinado na fase inferior para 0,&lIm@oncluimos também que o
influéncia, ndo s6 o comportamento do pDNA no sistemas o0s valores obtidos |
fluorescéncia, pois por HIC foi possivel obtelores positivos de concentrag

Comparando o efeito deste sal com os anteriorés,apsesenta um efeito
particio do pDNA mais parecida com o cloreto deicsd@ld que com o cloreto ¢
amonio, direccionando o pDNA para a fase inferiomcuma concentrdo de 0,2

molal.

4.5.8. Sistemas 12% Reppal/9% PEG 3350 com Concentracdes de Sulfato de Sédio

entre0e0,5 molal

Prepararanse sistemas 12%Rep[9%PEG 3350 com vérias concentracgde:
sulfato de sodio (N&Qy), para ver qual o efeito deste sal na particApDNA e do
RNA. Este sal normalmente influencia da mesma margie o cloreto de sédio e
essa razao é que foi escolhido. Seis dos sisteregsrpdos continhatpDNA puro
enquanto os restantes continhdisado. Apos a centrifugacdo dos sistemas

separacao das fases obteeeos géis presentes na Figura 41.
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S ST 114

Figura 41 — Electroforese em gel de agarose a 1% com as asodts sistemas
12%Reppal/9% PEG 3350 com varias concentracdesulfetosde sédio. Legenda:
Linhas 2-7: Experiéncias com pDNA puro; Linhas 9-Ekperiéncias com lisado;
Linha 1: DNA plasmidico; Linha 2 e 9: 0 molal; Lei3 e 10: 0.1 molal; Linha 4 e 11:
0.2 molal; Linha 5 e 12: 0.3 molal; Linha 6 e 13 @olal; Linha 7 e 14: 0.5 molal;
Linha 8: Lisado.

Nos sistemas apenas com pDNA, linhas 2 a 7, o jidisnparticiona para a fase
superior para concentracdes até 0,1 molal de sudfasddio. Para concentracdes de 0,3
molal de sal, o pDNA particiona em pequenas quadad para a fase inferior,
aparecendo em maior quantidade na fase inferior c@amento da concentracdo de
sal. Para concentracfes de 0,2 molal, o pDNA n&weap em nenhuma das fases,
precipitando na interfase.

Nos sistemas com lisado, linhas 9 a 14, o RNA @arta para a fase superior
em todos os sistemas, contudo a medida que se um@oncentracao de sulfato de
sodio a quantidade de RNA tende a diminuir, ndaememdo na fase inferior. Em
relacdo ao pDNA, este aparece na fase inferior equgna quantidade apenas para
concentracdes de sulfato de sddio de 0,4 e 0,5.n@dan concentracdes de sal entre 0
e 0,3 molal, o pDNA ndo aparece em nenhuma das,falendo precipitar na

interfase dos sistemas.
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Na tabela 28 encontrese as concentraces de plasmideo obtidas nasntidfs

fases quando o método utilizado foi a fluorescéi

Tabela 28 —Concentracdes de plasmideo obtidas fluorescéncia para as diferen

fases em sistemas PEG 3350/Reppal com sulfatodile

Concentragao de Sal Fase Superior Fase Inferior
0 -0,134 -1,882
0,1 0,285 -1,877
0,2 -1,606 -1,217
0,3 -1,63 -1,622
0,4 -1,496 -1,246
0,5 -1,665 -1,041

Construimos um graficpara ver qual o comportamento do plasmideo cc

aumento da concentracao de sal, tendo sido obfidara 42.

Concentracao de plasmideo
(ng/mL)

Concentraciao de Sulfato de Sodio (molal)

Figura 42 —Particdo do plasmideo puro em sistemas 3350Reppal com diferente
concentracdes de sulfatte sodic por fluorescéncialLegenda: Fase superior;

—&— Fase inferior.

Como anteriormente, apesar de os valores obtidoBusoescéncia serem que
todos negativos, a sua tendéncia revela concomérmin resultados obtidos [
electroforese. Isto é, a diminuicdo da concentraleB@DNA na fase superior com

aumento da carentracdo de sulfato de soc

Na tabela 2%ncontrar-se as concentracdes de plasmideo em cada fas

sistemas PE@350/Reppal com sulfato de sodio apds determindg@dooncentracé
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por HIC. Na figura 43 encon-se o grafico obtido os valores obticde concentracao

de plasmideo sdo comparados com a concentracab atidonado aos sistem:

Tabela 29 —Concentracfes de plasmideo obtidas por HIC padiferentes fases e

sistemas PEG 3350/Reppal com sulfato de si

Concentragéo de Sal Fase Superior Fase Inferior
0 24,947 0,249¢
0,1 33,451 0
0,2 0,21 5,737
0,3 0,015 1,506
0,4 1,051 19,03
0,5 0 31,54¢

40
0 |
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10
0 :
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Concentracao de plasmideo
(ng/mL)

Concentraciao de Sulfato de Sodio (molal)

Figura 43 —Particdo do plasmideo puro em sistemas 3350Reppal com diferente
concentracdes de sulfatie sédii por HIC. Legenda: Fase superior =8 Fase

inferior.

Pelos graficos obtidos podemos concluir que odtestas obtidos por HIC sé
concordantes com os obtidos na electroforese #uymescéncia. As conclusdes a ti
deste sistema sdo as mesmas ja retiradas para cistemas PEG 3350/Reppal: o
influéncia os valores obtidos por fluorescénciaerfierindo com o método; o ¢
influéncia a particio do pDNA nos sistemas; e ofatul de sodio altera
comportamento do pDNA de igual forma que o clogosédio e o citto de sédio,

passando o pDNA da fase superior para a inferigmesenca de 0,2 molal de ¢
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4.6. Deter minagdo da Concentracéo das Proteinas

4.6.1. Deter minacao da Concentracéo de Proteinas no Lisado

Inicialmente comecou por se determinar a concefrale proteinas total no
lisado utilizado. Assim, ap0s a separacdo dosnséstee sabendo a concentracdo de
proteinas total, poderiamos saber se houve pragfiuitde proteinas na interfase dos
sistemas, além de sabermos se as proteinas setrantanaioritariamente na fase
superior ou inferior.

Sabendo que a absorvancia da amostra de lisadiz €387 e que se realizou

uma diluicdo de 1:10,64, a concentracao total deefitas no lisado € de 72,8§/mL.

Para determinar-se se as solucdes utilizadas psea alcalina poderiam
influenciar os resultados obtidos para a determdimata concentracdo de proteinas,
realizou-se uma curva de calibracdo com BSA, emagagua foi substituida por uma
mistura das trés solucdes de lise alcalina utiizga@d@ abela 2), tendo-se obtido a curva
de calibracao presente em Anexo (6.2.14.). Sabgondaoa absorvancia da amostra de
lisado era de -0,1613 e que se realizou uma ddulgdl:10,64, a concentragao total de

proteinas no lisado é de 70,8@'mL.

Tendo em conta os valores obtidos para a congéutrde proteinas com as
diferentes curvas de calibracdo conclui-se queohg:@es de lise alcalina tém pouca

influéncia nos valores obtidos.

4.6.2. Determinagdo da Concentracdo de Proteinas em Sistemas 12,7% Dextrano
100/6,6% PEG 3350 com Concentragdes de Cloreto de Sodio entre 0 e 2 molal

Inicialmente comecou por se preparar 0s sistem@% GREG 3350/12,7%
Dextrano 100 com concentracdes de cloreto de sidie 0 e 2 molal, todos contendo
20% (w/w) de lisado. Para cada sistema com lisadpgparam-se sistemas sem lisado
para servirem como brancos na determinacdo da mivac&o de proteina. Depois de
preparados todos os sistemas, estes foram ceaftitifgsga 4500 rpm durante 15 minutos

e as fases foram separadas.
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Inicialmente preparc-se uma diluicdo de 1:10 das fases mas devic
dificuldade que havia na deteccédo das protepor ser uma diluicdo muito elevac
passou a usae uma diluicd de 1:5. As leituras das amostrasam feita em
triplicado e utilizou-se medianos valores obtidos, para maior fiabilide

ApoOs a determinacdo da curva de calibracdo para siatema e de se les
absorvancias, calculase o valor da proteinatracou-seum grafico do ceficiente de
particdo versus concentracadoNaCl (molal) (Figura 44).

C /O
0,8

o o
N H
T T

O 1 1 1 J
0 0,5 1 1,5 2
Concentracédo de NaCl (molal)

Coeficiente de Particdo (K)
o
(o)}

Figura 44 — Gréfico do coeficiente de particdo (K) versus com@Edode NacCl
(molal) para sistemas Dextrano 100/PEG 3350 com lis

O coeficiente de particdo para ciconcentracao de cloreto de sédio per-nos
saber se a proteina se encontra na fase supeliigieoor dos sistemas. Se o coeficie
de particdo for maior que 1 entdo a maior parte ptateinas encont-se na fase
superior enquantse este for menorue 1 as proteinas encontramesaioritariamente
na fase inferior dos sistem:

Assim, pelo grafico obtidcas proteinas concentrage-maioritariamente na fa
inferior, observandee também que a concentracdo de sal ndo pareaenicifir c

comportamentalas proteinas nos sistem

Para sabermos se estes valores obtidos estaardlgenciados pelas solugd
de lise alcalina, prepamar-se sistemas 6,6% PEG 33BD//% de Dextrano 100 cc
varias concentracdes de cloreto de <, tendo o lisado sido bstituido poruma

mistura das trésotucdes de lise alcali. Para a curva de calibracdo preparese
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sistemas sem as solucdes de lise alcalina. Apdsifugacdo e separacao das fas

determinaram-sas absorvancias e obt-se o seguinte grafico (Figa45).

0,9

0,8

0,7 ¢

—

0,6

0,5

0,4

Coeficiente de Particéo (K)

0,3 1 1 1 J
0 0,5 1 1,5 2
Concentracdo de NaCl (molal)

Figura 45 — Grafico do coeficiente de particdo (K) versus com@gdode NacCl
(molal) para sistemas Dextrano 100/PEG 3350 com solugeése alcalina

Comparando os valores dos coeficientes de partgf@imlos para as du:
experiéncias chegase a conclusao que as solucdes de lise al¢parecem influencie
os valorebtidos e que o método utilizado pode ndo ser dionglara a determinagc:
da concentracdo de proteinas nestes sistt

4.6.3. Determinacdo da Concentracdo de Proteinas em Sistemas 12,7% Dex

100/6,6% PEG 3350 com Concentragdes de Sulfato de Amoénio entre 0 e 2 molal

Prepararanse sistemas 6,6% |G 335012,7% Dextrano 100, substituindc
cloreto de sédio por sulfato de amérpara melhor verificar qual a influéncia de vai
sais nestes sistemag0s a determinagéo das absorvancias o-se 0 seguinte gréfic
referente a particdo das proteinas neSDFA (Figura 46).
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Figura 46 —Grafico do coeficiente de particao (K)rsus concentracéde sulfato de
amonio (mola) para sistemas Dextrano 100/PEG 3350 com sul@atombnio

Ao substituirse o cloreto de sédio por sulfato de aménio poderadficar que
o coeficiente de particAo aumenta com o0 aumentoeentracdo deulfato de amonic
com a excepcado da concentracdo de 2 molal. Estdtads pode ser um er
experimental e ndo um efeito dd adicionado. Assimcom 0 aumento da concentrac
de sulfato @ amonio nos sistemas PEG 3:Dex 100, as proteingmarticionam a fase
inferior para a fase superior dos sistemas. Partafsice aos resultados obtid
podemos concluir que o NaCl nao influencia a paetigdas proteinas enquanto o sul

de amonio influencia.

4.6.4. Deter minacao da Concentracao de Proteinas em Sistemas 13% Dex 10/10%
PEG 3350 com Concentracgdes de Cloreto de Sodio entre 0 e 2 molal

Prepararanse sistemas 13% Dex 10% PEG 3350 com variasncentracdes
de cloreto de sodioptlos corendo 20% (w/w) de lisaddApos a determinacédo d
absorvancias obteve o0 seguinte grafico com os coeficientes de @artgara cad
sistema (Figura 47).

105



Resultados e Discussao

12 -

0,8 |

0,2

Coeficiente de Particéo (K)
o
(o]

O 1
0 0,5 1 1,5 2
Concentragéo de NaCl (molal)

Figura 47 — Gréfico do coeficiente de particdo (K) versus com@Edode NacCl
(molal) para sistemas Dextrano 10/PEG 3350 com cloretndi®.

Ao substituirse o Dextrano 100 pelo Dextrano 10 podemos verifigzge ©
coeficiente de particAo aumenta com o aumento deeotracdo de cloreto de soc
com a excepc¢ao da concentracacl,5 molal, que poderger um erro experimental
nao um efeito deal adicionado. Assim, com 0 aumento da concerdrdeécloreto e
sédio nos sistemas PEG 3:Dex 10, as proteinas deslocam-da fase inferior para
fase superior dos sistemas.

Assim o NacCl influencia a particdo das proteinassetemas PEG 3350/De0
mas nao em sistemas com Dex 100, tendo portaneso molecular deste polime

influéncia no comportamento das proteinas nosnsasit

4.6.5. Determinagdo da Concentragéo de Proteinas em Sistemas 12% Reppal/9%
PEG 3350 com Concentracgdes de Cloreto de Sodio entre 0 e 2 molal

Prepararanse sistemas 12% Rep[9% PEG 3350 com vérias centracdes de
cloreto de sodio, todosom 20% (w/w) de lisadcApds determinagdda concentracédo
de poteinas em cada fase, obi-seo seguinte grafico de coeficiente particdo versus
concentracdo de Na(Figura48).
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Figura 48 — Grafico do coeficiente de particdo (K) versus com@Edode NacCl

(molal) para sistemas Reppal/PEG 3350 com cloreto de.

Pelo gréafico obtido podemos concluir que as pragefiicam maioritariamen:
na fase superior at¢ 1 molal de NaCl. A partir alestncentracdo, as proteir
particionam para a fase inferior, encontre-se maioritariamente nesta fase. Cont
como o0s resthdos ndo sdo muito lineares, pese que o método ndo serda o me

para a determinacdo da concentracdo de proteinastmas PEG/Repp:

4.6.6. Determinacdo da Concentracédo de Proteinas em Sistemas 12% Reppal/7%
PEG 8000 com Concentragdes de Cloreto de Sodio entre 0 e 2 molal

Para confirmar se métodcera ou ndo adequado, preparasersistemas 12"
Reppal®% PEG 8000 com varias concentracdes de cloresidie e com 20% (/w)
de lisado, tendse obtidi o seguinte grafico de coeficiente de p@o versus
concentracade NaCl (molal(Figura 49).
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Figura 49 — Grafico do coeficiente de particdo (K) versus com@gdode NacCl

(molal) para sistemas Reppal/PEG 8000 com cloreto de.

Conseguimos, através do gréafico obtido, conclué gom «aumento de cloret
de sédio as proteinas tendem a particionar da dagerior para a fase inferior ¢
sistemas. O valor obtido para a concentracdo del@l e NaCl podera ser um e
experimental ou mesmo um problema do métc

Contudo como os resultados continuaram a ser pooementes e lineares,
método utilizado ndo é o mais adequado e portad foram realizadas me

determinacdes das concentracdes das prott

4.7. Quantificagdo do RNA por Fluorescéncia

A quantificagdo do RNA por fluorescéncia foi utilia para determin a
concentracdo de RNA na fase superior e na faseanfios sistema:

Inicialmente preparc-se uma curva de calibragdo de modo a determinaar
concentracdo total de RNA no lisado,ra que posteriormente se pudesse cal
rendimentos, tendse obtidca curva de calibracdo presente &nexo 6.2.15.). Assim,
sabendo que a intensidade de fluorescéncia obtida 8194 e tendo em conta
diluicdes realizadas, obteve uma concentraotal de RNA no lisado de 1987,8
ng/mL.

Apés determinacdo da concentracao total de RNAsadd tento-se determinar

a concentracdo de RNA nas fases dos sistemas.id3araealizo-se duas curvas (
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calibracdo do RNA, uma para a fase superior e qara a fase inferior, para sistemas
Reppal/PEG 3350, tendo-se obtido as curvas em g6eXd6. e 6.2.17.).

As curvas de calibracdo obtidas posteriormentearserutilizadas para a
determinacdo da concentracdo de RNA nas fasesistesnas mas, ao realizar-se a
determinacdo da concentracdo de plasmideo no Jisadeerificado, como referido
anteriormente, que esta era muito baixa e assimgséicealizou também a determinacéo

do RNA nos lisados.

4.8. Ligagdo do PEG ao Berenil

Foram realizadas varias tentativas de ligacdo derfleao PEG, contudo em
nenhuma delas alcangou-se os resultados pretendielodo-se obtido sempre os
compostos de partida.

O PEG foi modificado de dois modos diferentes delona aumentar a sua
reactividade. O primeiro consistiu na sua reacgio o0 HMDI de forma a termos um
grupo isocianato numa das extremidades do PEGgénga modificacéo foi realizada
de modo a formar um epo6xido numa das extremidadesando deste modo o PEG
mais reactivo.

As condicdes experimentais das reaccoes de ligdg®EG ao Berenil também
foram alteradas. Na primeira reaccédo testada gdmdoi tentada usando o mesmo
protocolo que se utiliza para ligar o PEG a pPEse§unda testada utilizava carbonato
de sodio 1M como base mas a reac¢do continuou afur@monar. O terceiro
procedimento testado envolvia a utilizacdo de tanfpéfato 10 mM pH 5,56. Um pH
tdo baixo foi utilizado pelo facto do berenil amesr diferente comportamento em
solucdo com pHs &cidos e basicos. Contudo, e agesatrias condigdes experimentais
terem sido testadas, nao se conseguiu obter o ig&d®dlao Berenil.

O Berenil apresenta uma estrutura com quatro paissiecais de ligacao,
tornando dificil de prever qual o local de ligagim PEG. Artigos que mencionam o
berenil ndo fazem qualquer referéncia a reactiedadeste. Assim, antes de se tentar
ligar o PEG e o Berenil por outros métodos, degerdrealizado um estudo extensivo
sobre a reactividade do berenil, para mais facitenajustar as condicdes experimentais

para ligar estas duas moléculas.
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Cada vez mais os plasmideos tém sido utilizadogestes clinicos de TG e
vacinas de DNA, e assim é previsivel, que num fufndximo, novos métodos de
purificagdo sejam necessérios para produzir elesvgdantidades destas biomoléculas
em grande escala e a um custo razoavel.

Os SDFA sdo um método de separacao que tem sidadd na recuperacéo e
purificagdo de biomoléculas com éxito, em que s#bzados sais e polimeros
biocompativeis com 0s produtos que se quer recuf@sasistemas mais extensamente
estudados sdo os sistemas Dextrano/PEG, contués &%in a desvantagem do
Dextrano ser um polimero caro. O Hidroxipropilami@tPS) tem sido usado como
substituto deste na recuperacdo e purificagdo deddeculas, contudo nunca foi
utilizado para a recuperacao de plasmideos.

Outros sistemas usados tém ligandos de afinidade apiserem acoplados ao
PEG, aumentam a afinidade do produto de interemsegofase com PEG, sendo assim
mais facilmente purificado. A afinidade do antiot Berenil para o pDNA foi
determinada anteriormente tendo sido obtido redost@romissores.

O objectivo deste trabalho consistia no estuddudes novas abordagens para a
purificacdo de plasmideos em SDFA, sendo uma dedstudo de sistemas HPS/PEG e
a outra a ligacao do Berenil ao PEG para postptigficacdo de plasmideos.

A particdo do pDNA e do RNA foi estudada nos siste HPS/PEG através de
electroforeses em gel de agarose. Foi determinaitm@entracdo de pDNA em cada
fase por fluorescéncia e HIC. Foi também deternareadoncentracdo de proteinas nas
fases utilizando o método de Bradford. A influéridgavarios sais na particdo do pDNA
e do RNA foi estudada.

A particdo do pDNA é diferente em sistemas HPS/REG sistemas Dex/PEG.
Em sistemas com HPS, o pDNA tende a particiondaska superior para a fase inferior
com o0 aumento da concentragédo de sal. Nos sisteona®ex 10, o pDNA particiona
para a fase inferior do sistema, independentem@ateoncentracdo de sal. Ja nos
sistemas com Dex 100, apesar de estes apresentarenmportamento semelhante aos
sistemas com HPS, o pDNA tende a particionar panthaa as fases do sistema,
precipitando também na interfase. Assim, a suligditudo Dex pelo HPS influéncia o
comportamento do pDNA.

A utilizagcdo de PEG com diferentes pesos moleeslaambém influencia o
comportamento do pDNA no sistema, principalmentesestemas contendo lisado. Em

sistemas PEG 3350 e PEG 8000, o pDNA precipitanteafase dos sistemas, enquanto
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em sistemas com PEG 1000, o pDNA particiona pdesea superior dos sistemas para
concentragdes de cloreto de sodio entre 0,2 e 6l&l.n® peso molecular do PEG néo
tem qualquer influéncia na particio do RNA, enamdo-se este sempre na fase
superior do sistema.

A presenca de sais e a concentracao destes iciluiggualmente a particdo do
pDNA. Todos os sais estudados a partir de uma atmag@o critica fazem com que o
PDNA puro se desloque da fase superior para aiféseor do sistema. O cloreto de
sodio, o sulfato de sddio e o citrato de sodio rfaxem o pDNA particione da fase
superior para a inferior com uma concentracdo @entplal, enquanto o cloreto de
amonio faz o mesmo efeito com 0,5 molal. Tambénsaacbes de lise alcalina,
compostas por uma elevada concentragao de salemafam a particdo do pDNA e do
RNA nos sistemas, verificando-se que a particAgpdblA é diferentes quando se
utiliza pDNA puro ou lisado.

Assim, tendo em conta todos os resultados obtigdodemos concluir que o
Hidroxipropilamido demonstra potencial como substit do Dextrano para a
purificacdo de pDNA por SDFA, conseguindo-se okterfases opostas do sistema o
pPDNA e 0 RNA, havendo contudo muito trabalho areatizado com estes sistemas

O outro objectivo deste trabalho, a ligacéo do Bieeo PEG, n&o foi atingido.
Alterando as condigbes experimentais utilizada®dificando o PEG de duas maneiras
diferentes para aumentar a sua reactividade, rngoo&sivel ligar o Berenil ao PEG,
tendo-se obtido sempre apenas 0s reagentes ddapdPrtanto a reactividade do
Berenil deverd ser estudada antes de se realizégugpn outra tentativa de ligacdo ao
PEG.

Como nao se conseguiu realizar toda a caracténzdgs sistemas Reppal/PEG
e nao se conseguiu obter o Berenil ligado ao PEG isgeressante no futuro:

» Estudar a reactividade do Berenil antes de temteamente liga-lo ao PEG;

* Optimizar o0 método de determinacdo da concentrdgdpDNA em sistemas
com Reppal;

» Determinar a concentragdo de RNA nas diferentes fdss sistemas;

» Determinar a concentragéo de gDNA nas diferensesfdos sistemas;

e Determinar a afinidade do pDNA para o Reppal.
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6.1. Plasmideo pVAX1-LacZ

Figura 50
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—Mapa doPlasmideo pVAX®-LacZ.

6.2. Curvasde Calibracgdo

6.2.1. Curva de Calibrag&o do PEG obtida pelo i ndice de Refracgéo
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6.2.2. Curva de Calibrag&o do Reppal obtida pelo I ndice de Refracgao.
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Figura 52 —Curva de Calibracdo do Reppal obtida pelo indicRefkeaccio

6.2.3. Curva de Calibracéo da Glucose pelo M étodo do DNS.
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Figura 53 —Curva de Calibracdo da Glucose pelo Método do [
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6.2.4. Curva de Calibracéo do Reppal pelo Método do DNS.
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Figura 54 —Curva de Calibracdo do Reppal pelo Método do C

6.2.5. Curva de Calibragéo do Reppal pela Rotacdo Optica.
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Figura 55 —Curva de Calibracéo do ppal pela Rotacdo Optica.
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6.2.6. Curva de Calibracdo do DNA com as Fases para Sistemas Reppal/PEG 1000.

40000 r
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25000 | Y =6604x+1029,1
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Figura 56 — Curva de Calibracdo do DNA com as fases para séstdReppal/PE(

1000. Legenda Fase Superiol — Fase Inferior.

6.2.7. Curva de Calibracdo do DNA com as Fases par a Sistemas Reppal/PEG 3350.
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Figura 57 — Curva de Calibracdo do DNA com as fases para sastdReppal/PE(

3350. Legenda Fase Superiol — Fase Inferior.
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6.2.8. Curva de Calibracdo do DNA com as Fases para Sistemas Reppal/PEG 8000.
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Figura 58 — Curva de Calibracdo do DNA com as fases para sastdReppal/PE(

8000. Legenda

Fase Superiol — Fase Inferior.

6.2.9. Curva de Calibracdo do DNA com as Fases para Sistemas Dextrano 10/PEG

3350.
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Figura 59 —Curva de Calibracdo do DNA com as fases para sastéextrano 10/PE

3350. Legenda

Fase Superiol — Fase Inferior.
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6.2.10. Curva de Calibracdo do DNA com as Fases para Sistemas Dextrano
100/PEG 3350.
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Figura 60 — Curva de Calibracdo do DNA cons fases para sistemas Dextri
100/PEG 3350. Legend Fase Superior— Fase Inferior.

6.2.11. Curva de Calibragéo do DNA por HPLC.
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Figura 61 —Curva de Calibragcdo do DNA por HPL
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6.2.12. Curva de Calibragdo do DNA por Fluorescéncia.
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Figura 62 —Curva de Calibragcao do DNA por fluorescén

6.2.13. Curva de Calibracdo obtida para a determinacédo da concentracao de

proteinas no lisado
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Figura 63 — Curva de Calibracdo obtida para a determinacdooteentracdo d

proteinas no lisado.
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6.2.14. Curva de Calibragdo obtida para a determinacdo da concentracao de
proteinas no lisado, com solugdes de lise alcalina como brancos.
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02 - y = 0,0707x 0,6323
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Figura 64 — Curva de Clibracdo obtida para a determinacdo da concentrdei

proteinas no lisado, com solucdes de lise alcatmao branco.

6.2.15. Curva de Calibragdo do RNA.
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Figura 65 —Curva de Calibracao do RN.
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6.2.16. Curva de Calibragdo do RNA para a Fase Superior
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Figura 66 —Curva de Calibracdo do RNA para a fase sup

6.2.17. Curva de Calibracéo do RNA para a Fase Inferior.

Intensidade
12
vl
(==
(==
(==

i y=45,625x - 443,26
R2=0,9983

0 200 400 600 800 1000

Concentracio (ng/mL)

Figura 67 —Curva de Calibracdo do RNA para a fase infe
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