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Abstract

In the last years, the use of plasmid DNA (pDNA) in gene therapy or DNA vaccines has been
proved to be a tool with potential application in the treatment of diseases. Since this
approach uses non-viral vectors, it is safer in terms of oncogene activation and it presents a

decrease of the immune system response.

In this way, the pharmaceutical industry needs to obtain pDNA in larger quantities and free of
contaminants (RNA, genomic DNA, endotoxins, proteins). A technique that allows purifying
pDNA is affinity chromatography (AC). This method is based in specific interactions between
ligands and the pDNA, allowing the elimination of some purification steps. The use of amino
acids as affinity ligands has proven to be a promising approach to purify nucleic acids, since it
is based on the amino acid-nucleotide biospecificity.

L-histidine and L-arginine allowed isolating the supercoiled isoform (sc) of the pDNA,
indicating the presence of specific interactions between the pDNA and the amino acids. In
this work are presented the results of three ligands, L-tyrosine and the dipeptides L-tyrosine-
L-tyrosine and L-tyrosine-L-arginine. The dipeptides were synthetized using chemical
synthesis, which involves the protection of the amine group and the carboxylic group of each
amino acid, the formation of the peptide bond and, finally, deprotection using TFA
(trifluoroacetic) acid. Then, the ligands were immobilized in the Sepharose CL-6B through
their activation by epoxide formation with 1,4-butanediol diglycidyl ether. The support was
characterized by HR-MAS (High Resolution Magic Angle Spinning) NMR (nuclear magnetic
resonance).

The STD-NMR (saturation transfer difference- nuclear magnetic resonance) technique allowed
identifying the preferential groups of the 5’ -mononucleotides that interact with the supports
Sepharose-L-tyrosine, Sepharose-L-tyrosine-L-tyrosine and Sepharose-L-tyrosine-L-arginine
supports. By the SPR (surface plasmon resonance) biosensor, the affinity towards the isoforms
of pVAX1-LacZ is determined at temperatures 10°C and 25°C, and using different buffers
(Tris-HCL 10 mM e Hepes acid 10 mM). Thus, STD-NMR and SPR techniques allow us to
screening of the binding affinity of these ligands to plasmid isoforms for their future

application in AC.

Key words

plasmid DNA; pVAX1-LacZ; L-tyrosine; L-tyrosine-L-tyrosine; L-tyrosine-L-arginine; affinity
chromatography; STD-NMR; SPR
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Resumo

Nos Ultimos anos, a aplicacado de DNA plasmideo (pDNA) em terapia génica ou vacinas de DNA
tem-se revelado uma ferramenta com potencial aplicacdo no tratamento de inUmeras
doencas. Uma vez que esta abordagem recorre a vetores nao-virais, € mais segura em termos
de ativacdo de oncogenes e apresenta uma diminuicdo de reacdes do sistema imunitario.
Deste modo, a indUstria farmacéutica procura obter pDNA em maiores quantidades e isento
de contaminantes (RNA, DNA genomico, endotoxinas, proteinas). Uma técnica que permite
purificar o pDNA é a cromatografia de afinidade (AC). Esta metodologia baseia-se em
interacdes especificas entre ligandos e o pDNA, permitindo a eliminacdo de alguns passos de
purificacdo. A utilizacdo de aminoacidos como ligandos de afinidade revelou ser uma
abordagem promissora para purificar acidos nucleicos, pois baseia-se na bioespecificidade
aminoacido-nucleotido. A L-histidina e a L-arginina permitiram isolar a isoforma
superenrolada (sc) do pDNA, indicando a presenca de interacdes especificas entre o pDNA e os
aminoacidos. Neste trabalho sao apresentados os resultados de trés ligandos, a L-tirosina e os
dipeptideos L-tirosina-L-tirosina e L-tirosina-L-arginina. Os dipeptideos foram sintetizados de
acordo com o método classico de sintese quimica, que envolve a protecao do grupo amina e
do grupo carboxilico de cada aminoacido, e posterior formacao da ligacao peptidica e por fim
desprotecdo usando TFA (acido trifluoracético). De seguida, os ligandos foram imobilizados na
Sepharose CL-6B através da ativacdo dos grupos epoxi com o reagente 1,4-butanediol
diglicidil éter. O suporte foi caracterizado por HR-MAS (Ressonancia Magnética de Alta
Resolucdo de Angulo Magico) RMN. A técnica de STD-RMN (Diferenca da Transferéncia de
saturacao por ressonancia magnética nuclear) permitiu identificar os grupos preferenciais dos
5" -mononucledtidos que interagem com os suportes Sepharose-L-tirosina, Sepharose-L-
tirosina-L-tirosina e Sepharose-L-tirosina-L-arginina. Utilizando a técnica de RPS (Ressonancia
Plasmonica de Superficie), foi analisada a afinidade de cada um dos ligandos em estudo em
relacao a cada uma das isoformas de pVAX1-LacZ a diferentes temperaturas (T=10°C e 25°C)
e usando diferentes tampdes (Tris-HCl 10 mM e Hepes acido 10 mM). Desta forma, a utilizacao
das técnicas STD-RMN e SPR permitiu fazer o screening das interacées dos suportes-5’-
mononucledtidos e determinar a afinidade do complexo ligando: pDNA, para futura aplicacao
em AC.

Palavras-Chave

DNA plasmideo; pVAX1-LacZ; L-tirosina; L-tirosina-L-tirosina; L-tirosina-L-arginina;
cromatografia de afinidade; STD-NMR; SPR;
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Capitulo 1: Introducao

1.1- Aplicacao terapéutica de DNA plasmideo (pDNA)

Atualmente doentes com fibrose cistica, malaria, hepatite B, problemas cardiovasculares ou
com doencas de origem neoplasica, entre outras, veem na terapia génica ou em vacinas de
DNA uma nova oportunidade de cura ou diminuicdo de sintomas cronicos associados a estas
mesmas doencas['lZl, Apesar de em alguns estudos clinicos em humanos ndo serem obtidos os
resultados desejados, demonstrando que este tipo de vacinas para humanos podera ter ainda
uma baixa imunogenicidade, estes mesmos estudos provaram também, que o uso de pDNA
como vetor ndo-viral, é na realidade, uma forma segura de imunizacdo havendo uma
diminuicdo da probabilidade de ocorrer ativacao de oncogenes ou reacoes a nivel de sistema
imunologico. E necessario salientar que ja existem vacinas de pDNA aprovadas, desde 2005,
para uso em medicina veterinaria, particularmente em doencas como: melanoma canino ou
infecao por virus do nilo ocidentall?. Logo, irrefutavelmente, o DNA tornou-se crucial na area
terapéutica, permitindo uma entrega eficiente e segura de genes no alvo terapéutico. Tendo
em vista estas vantagens, o pDNA passou a ser objeto de investigacao na biotecnologia
farmacéutica, visto haver uma necessidade de o obter cada vez mais purificado e em larga
escala, respeitando as normas de agéncias reguladoras, e utilizando processos que sejam

eficazes, rapidos e de baixo custol*l.

Este tipo de vetor bacteriano, consiste numa pequena molécula de DNA de dupla hélice
circular que se encontra no citosol da bactéria hospedeira, tendo uma capacidade de
replicacdo independente do genoma desta. Apesar de ocorrer de forma espontanea em
bactérias, pode ser modificado através de técnicas de engenharia genética, inserindo genes
de interesse para expressar determinadas proteinas (uma vez que o pDNA contém zonas
promotoras e de regulacao) e pode ser inserido num hospedeiro bacteriano, que por sua vez o
ira passar as células-filhas durante a divisao celular. Esta incorporacdo do plasmideo
modificado (ou seja, plasmideo recombinante) no hospedeiro da-se através de um processo
chamado transformacdo em que as células sdo previamente sujeitas a um conjunto de
condicoes que as tornam competentes e capazes de receberem este DNA. Por métodos de
selecdo, como genes de resisténcia a antibidticos, eliminam-se as bactérias que nao foram
transformadas e aquelas que contém o gene de interesse sao colocadas em cultura de forma a

conseguir obter grandes quantidade de biomassa com o DNA recombinantel®l.

1.1.1. Estrutura do pDNA

s

Como todas as moléculas de DNA de cadeia dupla, um plasmideo é constituido por duas
cadeias lineares de desoxirribonucleotidos antiparalelas e ligadas entre si por pontes de

hidrogénio estabelecidas entre purinas e pirimidinas complementares. No caso particular do
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pDNA, as duas extremidades da dupla cadeia de DNA encontram-se ligadas covalentemente,
isto €, os dois esqueletos fosfodiéster encontram-se intactos, formando, assim, um loop
fechado, o que lhe permite ter forma circular. O tamanho desta molécula pode variar entre 1
a 1000 quilo pares de bases (kbp) e pode adquirir diferentes conformacoes (isoformas) que

variam na sua estabilidadedIell7],

As principais conformacdes (figura 1) do pDNA sao o superenrolado (sc), circular aberto (oc) e
linear (ln). A forma superenrolada advém do facto do eixo da hélice se conseguir enrolar no
espaco formando uma conformacdo com alto nivel de organizacdo estrutural, compacta e
funcional bastante eficaz para replicar ou induzir expressdo de genesMlIClBI®l A quebra,
quimica ou enzimatica, de uma ligacao fosfodiéster numa das cadeias vai permitir que a
cadeia quebrada rode sobre a cadeia intacta, deixando de haver qualquer superenrolamento.
O resultado € uma molécula com uma forma circular, denominada por circular aberta (oc).
Por sua vez, uma isoforma circular aberta diz-se relaxada se nao existir qualquer quebra nas
cadeias do DNA. Quando o corte ocorre em ambas as cadeias da dupla hélice, o pDNA adquire
uma conformacao linear (ln). Esta ultima situacdo pode suceder-se quando o plasmideo é
armazenado a temperatura ambiente com um pH entre 7,5 e 8,5 Bl. Quando ocorre um
desemparelhamento das duas cadeias complementares, a molécula assume uma conformacao
desnaturada. A quebra das pontes de hidrogénio que ligam as duas cadeias (desnaturacao)
pode ocorrer pelo aumento de temperatura, por acdo de nucleases ou ainda pela existéncia
de sequéncias na dupla hélice, denominadas hot spots, que favorecem a separacao das duas
cadeias.

Regra geral, plasmideos obtidos a partir de fermentacdo em E. coli estdao, na sua maioria, na
isoforma sc, no entanto podem igualmente surgir as restantes isoformas. A conformacao
linear (In) é a que apresenta menor aplicacdo em termos terapéuticos, uma vez que pode
sofrer uma degradacdo intracelular mais rapida e aumentar o risco de eventos de

recombinacdo com o DNA gendémico (gDNA)I'0L,

DNA Circular
(plasmideo relaxado)

DHA linear DNA superenrolado

>~
E
& .
b;[% | Sem ramificacdes
(&

g )

Cl/

Com ramificactes

Figura 1: Diferentes isoformas de pDNA: Linear (In), Circular aberto (oc) e Superenrolado (sc)
(Adaptado de ['1),
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E possivel observar estas diferentes isoformas do mesmo plasmideo recorrendo a
electroforese em géis de agarose. Devido a sua natureza polianionica, as moléculas de DNA
migram em direcao ao anodo (carregado positivamente). Por outro lado, e uma vez que o gel
de agarose é poroso, as moléculas mais compactas e com tamanho mais pequeno irdao migrar
mais quando sujeitas a aplicacdo de um campo elétricol®. Assim, a isoforma superenrolada,
sendo a mais compacta de todas as isoformas, migra mais, seguida da isoforma linear,

enquanto a conformacao circular aberta surge mais préxima do polo negativo.

Tamanho (bp) M 5C oc In

10037
6000

200

Figura 2: Eletroforese obtida para as isoforma sc, isoforma oc e isoforma ln a partir de amostras
obtidas de lisados purificados aplicados nos ensaios de biosensor Biacore T200. Marcador utilizado:

HyperLadder™.

1.1.2. pDNA como vetor

Um vetor € uma molécula de DNA que permite fazer clonagem de um gene de interesse e
servir como veiculo de expressao de proteinas em células eucariotas ou procariotas. O gene
que se pretende clonar é introduzido num vetor, que é inserido numa célula hospedeira sem
ser integrado no genoma do hospedeiro, tendo por isso uma replicacdo independentel“lB],
Existem vetores virais (como os fagos) e ndo-virais (como plasmideos), sendo estes Ultimos
mais seguros e faceis de manipularl!l®l, A maioria dos vetores nao-virais é produzida no
hospedeiro E. coli que é uma bactéria amplamente estudada com o genoma conhecido, facil
de transformar e que tem elevado rendimento a nivel de producao de biomassa. O principal
vetor usado nesta bactéria permite a clonagem de fragmentos de DNA com tamanho até 103
pares de base. A sua estrutura contém varios elementos essenciais, como a origem de
replicacao, que origina um elevado nimero de copias (500-700 copias por célula) e permite,
assim, obter um rendimento elevado de pDNA; uma marca de selecao bacteriana, de
resisténcia a um antibidtico (e.g., canamicina); um local de clonagem mdltipla a jusante do

promotor, em que ha sequéncias de reconhecimento para diferentes tipos de enzimas de

3
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restricdo; uma sequéncia de poliadenilacdo, que estabiliza os transcritos e aumenta a
eficiéncia do promotor e um promotor eucariotico forte, normalmente de origem viral. Para
confirmar a insercao do DNA no vetor, o local de clonagem multipla esta localizado no
interior da sequéncia de um gene que expressa uma proteina cuja atividade origina um
produto corado e possibilita a sua visualizacao. Como exemplo, pode ser descrito o caso do
gene codificante para a B-galactosidase (lacZ), uma enzima que permite converter um
substrato cromogénico especifico num substrato de cor azul. Desta forma, se o vetor ndo se
encontrar clonado com o gene de interesse, a bactéria hospedeira ira apresentar cor
azulada[5], no caso da clonagem ser bem sucedida a coldnia de E. coli apresenta cor branca.
Um vetor indicado para a E. coli e atualmente comercializado é o pVAX1-LacZ (figura 3). Este
vetor tem um tamanho de 6,1 kbp, apresenta o gene de resisténcia a canamicina (para que se
possa fazer a selecao das bactérias recombinantes) e tem apresentado alto rendimento

durante o processo de replicacao (Invitrogen Catalog. no. V260-20).

Figura 3: Esquema do vetor pVax1-LacZ (adaptado de Invitrogen Catalog. no. V260-20).

1.1.3. Producao e Purificacao de pDNA

A producao recombinante de um plasmideo para aplicacao em terapia génica ou como vacina
de DNA, inicia-se com uma etapa de desenho e construcao do vetor, passando posteriormente
pela transformacdo do hospedeiro, seguido da producdo do plasmideo e por fim a sua

purificacaol’l.
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Figura 4: As trés primeiras etapas para a criacao de um produto que tem como base pDNA, neste

caso uma vacina de pDNA (Adaptado de []).

Como foi referido anteriormente, o hospedeiro bacteriano mais utilizado é a E.coli para a
producao de plasmideos, que apos sofrer transformacao € cultivada em meios de fermentacao
com condicoes de pH e temperatura ideais para que se consiga atingir um elevado rendimento
ao nivel de biomassa (figura 4). Durante este processo, a conformacdo do pDNA é mantida
predominantemente na forma superenrolada. Contudo, durante a manipulacdo associada a
fermentacdo, purificacdo e armazenamento, uma parte destas moléculas sofre cortes de
cadeia simples ou dupla, formando assim, espécies circulares abertas e lineares,
respetivamente. Desta forma, e posteriormente, torna-se essencial promover a separacao
destas espécies e eliminar outros contaminantes para obter pDNA superenrolado de elevada

pureza.

A extracdo do pDNA é frequentemente realizada através de lise alcalina seguida de
neutralizacdo. A maior parte dos contaminantes que advém dessa lise tém caracteristicas
quimicas semelhantes ao plasmideo, nomeadamente a carga negativa (RNA, endotoxinas,
gDNA), tamanho (endotoxinas, gDNA) ou hidrofobicidade (endotoxinas, gDNA)PIZI31 - A
remocao de endotoxinas € muito importante tendo em conta que estes componentes podem
provocar sindrome de choque toxicol®l. Uma vez que a isoforma sc tem maior interesse do
ponto de vista farmacéutico vai haver necessidade de separar esta isoforma das restantes. A
agéncia reguladora americana, FDA (Food and Drug Administration) e a WHO (World Health
Organization) (tabela 1) recomenda que as vacinas de DNA contenham mais de 80% do
plasmideo na sua conformacao scl'?l. Esta recomendacio é baseada na percecdo de que a
isoforma sc tem uma atividade bioldgica superior, quando comparada com outras

isoformaseIEI®l,  Empiricamente é expectavel que a molécula superenrolada, mais
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compacta, seja mais estavel e que possibilite mais eficientemente a transfeccao de células-

alvo.

Tabela 1: Constituicao do lisado que se obtém a partir da E.coli e os niveis de pureza exigidos pelas

diferentes agéncias reguladoras: a FDA e a WHO (adaptado de [12]).

Constitui¢do do lisado bacteriano: Produto Final
Problemas Niveis de referéncia
55% Proteinas 21% RNA: Endotoxinas <10 E.U./mg pDNA
3% LPS -53% 23S rRNA gDNA <2ug/mg pDNA
3% gDNA genomico -27% 16S rRNA RNA <0,2pg/mg pDNA
<3% Plasmideo -2% 5S rRNA Proteinas <3ug/mg pDNA
15% Outros -14% tRNA %sc sobre %oc >97%
-4% mRNA

Por conseguinte, sdao necessarios varios passos de purificacdo para obtencdo da isoforma sc,
sendo que as técnicas cromatograficas sao apontadas como cruciais na purificacdo ou
quantificacdo do pDNAUI®L, A figura 5 esquematiza os passos que se seguem a fermentacao,

para que se possa obter um produto passivel de ser usado com fins farmacéuticos.

| Fermentacao I

| 0

\og~ _J\ &~ ) I Lise celular |

J

Isolamento e
purificacio
cromatografica

,,—,-f?“ pDNA purificado para

/A_':-‘ : uso farmaceutico

Figura 5: Extracéo e purificacdo do pDNA (Adaptado del'3).

No entanto, a quantidade dos contaminantes obtidos apos a lise alcalina, pode ser diminuida
antes do uso de técnicas cromatograficas, por exemplo, no caso da remocdo de RNA, podem
ser utilizadas enzimas que promovem a sua clivagem, como a RNasel'Zl, Pode também
recorrer-se a passos de purificacdo usando métodos nao-cromatograficos, tais como: sistema
de extracao de duas fases aquosas, filtracdo tangencial ou precipitacao seletiva através de

isopropanol, polietileno glicol (PEG), sais caotropicos, entre outros®!™l, No entanto, para
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conseguir respeitar todas as exigéncias feitas por parte das agéncias reguladoras, ha uma
preferéncia pelos métodos cromatograficos devido a sua robustez, aplicabilidade e menores

custos de manipulacao ['4,

1.1.4. Técnicas Cromatograficas para a Purificacao do pDNA

As técnicas cromatograficas exploram as diferentes propriedades das moléculas (carga,
tamanho ou hidrofobicidade) para promover a sua separacao numa amostra complexa. Apesar
de cada uma das técnicas apresentar algumas limitacdes, estas podem ser superadas com
solucdes simples e acessiveis (Tabela 2). Por conseguinte, a cromatografia € amplamente

usada na purificacdo do pDNAI®!,

Tabela 2: Limitacoes e solucdes de técnicas cromatograficas para a purificacdo de pDNA (adaptado de
[61),

Limitagoes Solucoes

Semelhancas fisicas e quimicas entre as | Diminuir a quantidade de impurezas antes da
impurezas e pDNA pode levar a menos | cromatografia (através de técnicas como:
seletividade e co-eluicao das impurezas com o | precipitacdo seletiva com sais; filtracao
pDNA. tangencial).

Alta viscosidade das solucoes de alimentacdo | -Evitar a formacao de granulos;

que pode levar a maior queda de pressao e a | -Diluir a amostra aplicada ou usar tecnologias de

taxas de fluxo baixas. leito expandido.

pDNA e RNA de alto peso molecular ou grande | -Compactar pDNA;

tamanho e pequenos poros da matriz provocam: | -Diminuir o tamanho do granulo;

-Baixos coeficientes de difusao; -Uso de granulos com superporos;

-Picos de eluicao largos e baixa recuperacao; -Uso de camadas de membranas e mondlitos;
-Baixa taxa de fluxo, longos tempos de | -Pré-digestdo de RNA de alto peso molecular com
separacao; RNase.

- Menor capacidade de retencao de pDNA
devido a falta de acessibilidade.

As técnicas cromatograficas mais utilizadas na purificacdo do pDNA sao: cromatografia de
troca-anidnica (AEC), cromatografia de interacao hidrofébica (HIC), cromatografia de
exclusdo molecular (SEC), cromatografia de fase reversa (RPLC) e cromatografia de
afinidade (AC)I7IPIN2I04],

¢ Cromatografia de troca-aniénica (AEC)

E uma das técnicas cromatograficas mais usadas na captura, purificacdo ou quantificacdo do
pDNA dado que permite uma separacao rapida dos componentes da amostra, utiliza volumes
reduzidos de solventes e a regeneracao das colunas pode ser realizada com hidroxido de
sodio. Esta metodologia baseia-se na interacao entre os grupos fosfatos do pDNA, carregados
negativamente, e uma fase estacionaria carregada positivamentel®ll7I'3] A intensidade destas
interacdes esta relacionada com a densidade das cargas locais. Deste modo, a introducao de
um gradiente de sal faz com que o pDNA elua em ordem crescente de densidade de carga,

influenciado pelo comprimento da cadeia e isoformaléll’>l,
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E de salientar que a separacdo das isoformas pode ser conseguida, considerando que a
isoforma sc apresenta uma densidade de carga local superior a isoforma oc, devido ao seu
elevado grau de compactacao. Por conseguinte, a isoforma sc elui depois da isoforma oc [6113],
Esta técnica apresenta alguma seletividade para o pDNA na presenca de outros contaminantes
como RNA, endotoxinas ou residuos de proteinas, apesar de no caso das endotoxinas existir o

problema de por vezes estas co-eluirem com o pDNALI2,

e Cromatografia de interacado hidrofébica (HIC)

A cromatografia de interacdo hidrofobica explora as diferencas de hidrofobicidade entre o
pDNA e os restantes contaminantes do lisado, para promover a separacao dos componentes.
Desta maneira, é possivel separar pDNA das impurezas mais hidrofobicas (RNA, gDNA,
oligonucledtidos e pDNA desnaturado). Na presenca de elevadas concentragdes de sal, como o
sulfato de amonio, o pDNA que apresenta uma estrutura em dupla hélice, pode ter as bases
hidrofébicas menos expostas, o que faz com que seja o primeiro a eluir tendo em atencao que
a interacao hidrofobica com a fase estacionaria da HIC é mais fraca. A cadeia simples dos
acidos nucleicos das impurezas pode permitir que se estabelecam ligagdes mais fortes com os
ligandos hidrofdbicos!®ll'é] favorecendo a sua retencdo. No caso das endotoxinas, estas sdo
altamente hidrofébicas quando comparadas com o pDNA, logo também ficam retidas na

matriz por mais tempol'él,

e Cromatografia de exclusdao molecular (SEC)
A cromatografia de exclusao molecular separa os contaminantes do pDNA tendo em conta a
diferenca de tamanho. Este nao é o método preferencial para ser usado como passo inicial de
purificacdo, mas permite a separacao do pDNA de RNA, DNA gendémico e endotoxinas.
Dependendo da matriz selecionada e da sua gama de fracionamento, esta metodologia
também pode permitir separar a isoforma sc das restantes, uma vez que devido ao
superenrolamento do plasmideo, este apresenta um raio hidrodindamico diferentel’]. Nesta
técnica as primeiras espécies a eluir sdao os contaminantes com maior peso molecular (como o
gDNA, multimeros de pDNA e pDNA oc), eluindo a isoforma sc apos a saida do pDNA octl. O

RNA por apresentar uma menor dimensao elui no final do ensaio cromatografico.

Contudo, este método apresenta a desvantagem de nao ser possivel obter resolucdo adequada
quando se tenta separar acidos nucleicos com elevado peso molecular ou conformacdes mais
complexas, devido a falta de uma fase estacionaria adequada. Todavia, este problema foi
superado com o uso de um compésito de poliacrilamida/dextrano, rigido e muito poroso, na
fase estacionarial®l. Alguns estudos mostram também que a SEC em conjunto com a tecnologia
de leito expandido (SMB) permitem a obtencao de um elevado rendimento de pDNA sc

purol/l71,
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e Cromatografia de fase reversa (RPLC)

Este tipo de cromatografia baseia-se na interacao das regides hidrofébicas da molécula com
os ligandos apolares imobilizados na fase estacionarial''l. As moléculas sdo eluidas por ordem
crescente de hidrofobicidade (propriedade que vai depender do comprimento da cadeia,
composicao quimica e estrutura secundaria). No caso de pDNA parcialmente desnaturado, o
seu tempo de retencao é mais elevado, devido ao fato de apresentar uma maior exposicao de
bases hidrofébicas. Uma maior exposicao das bases hidrofobicas ocorre também na presenca
de zonas ricas em AT (adenina-timina) ou na presenca de oligonucleoétidos de cadeia simples.
Desta forma, quanto maior a exposicao de bases hidrofdbicas maior o tempo de retencao. Por
conseguinte, o esperado para RPLC é que o DNA de cadeia simples fique retido por mais

tempo que o DNA de cadeia dupla e a isoforma oc elua antes da isoforma sclél.

A desvantagem desta técnica é a toxicidade e volatilidade dos solventes organicos que sao
necessarios para os ensaios. Deste modo, recorre-se preferencialmente a cromatografia de
interacao hidrofébica (HIC) que explora a hidrofobicidade dos acidos nucleicos, sem utilizar

solventes organicos!1l'!],

e Cromatografia de afinidade (AC)

A cromatografia de afinidade baseia-se no reconhecimento molecular tendo por base a
estrutura quimica da molécula que se pretende purificar. Devido a sua seletividade, a AC tem
a vantagem de permitir a eliminacao de varias etapas do processo de purificacdo do pDNA,
aumentando os rendimentos e diminuindo custos. No entanto, existem algumas limitacdes em
termos de robustez, interacao e seletividade dos ligandos dos suportes de afinidade havendo
necessidade de desenvolver novos ligandos com maior capacidade de ligacdo e durabilidadel”..
Esta técnica cromatografica vai ser mais detalhada no ponto “1.2 Cromatografia de

afinidade”.

A escolha da técnica cromatografica a utilizar depende das impurezas bem como da
quantidade de pDNA que é necessario purificar, tendo sempre em atencdo as vantagens e
desvantagens de cada uma das técnicasl® (Tabela 3). Mas, independentemente da técnica
cromatografica utilizada, o rendimento desta, depende em parte, da escolha da matriz e do
ligando. No caso da matriz, esta deve ser inerte para nao influenciar as interacées entre o
ligando e a biomolécula. Esta fase estacionaria deve apresentar uma consisténcia solida,
porosa, impedir adsorcdo ndo especifica, ter capacidade de ligacao, manter as propriedades
do fluxo durante os ensaios, ser de baixo custo, simples de usar, regenerar e reutilizart®ll3],

A fase estacionaria pode ser constituida por diferentes tipos de materiais: polimeros
sintéticos (como derivados de poliacrilamida); materiais inorganicos (hidroxiapatite, silica
entre outros); compositos (metacrilato) e polimeros naturais (celulose, agarose, dextrano ou
quitosano). Os polimeros naturais sdo muitas vezes usados na purificacdo de pDNA devido ao
fato de apresentarem niveis baixos de adsorcdo nao especifica. No caso dos polimeros

sintéticos, como sao mais hidrofobicos do que os naturais, € necessario revestir a superficie
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para evitar perdas de pDNA; nos materiais inorganicos, pode haver problemas com o fluxo e
no caso dos compositos permitem a aplicacdo de elevados fluxos sem que haja perda da
capacidade de ligacao do pDNA. Para melhorar o rendimento de purificacao, por vezes, as

matrizes acabam por ser uma mistura deste tipo de materiaist'3l.

Tabela 3: Vantagens e desvantagens de algumas técnicas cromatograficas para purificacdo de pDNA

(adaptado de [6]),

Cromatografia Vantagens Desvantagens
-Separa  endotoxinas, gDNA, | -Baixos volumes de alimentacao
RNA de baixo e alto peso | e baixas concentracoes;
SEC molecular, oligonucleotidos, | -Tempo de corrida longo para
proteinas e isoformas de pDNA. | se obter grande resolucao;
-Diluicao do produto;
-Limitacdo no aumento de
escala.
-Concentracao de pDNA; -Baixa capacidade;
-Rapido e simples; -A co-eluicdio de pDNA com
-Remocao eficiente de | endotoxinas e RNA de elevado
AEC impurezas com baixa | peso molecular;
densidade; -E dificil obter resolucdo para
-Algumas fases estacionarias | pDNA sc, outras isoformas,
permitem a separacao de | gDNA.
isoformas de pDNA.
-Eluicdo de pDNA em solventes | -Perda de integridade do pDNA;
RPLC volateis; -Problemas de seguranca
-Separa impurezas do pDNA; relacionados com os solventes;
-Separa isoformas de pDNA. -Processo demorado.
-Separa endotoxinas e acidos | -Em algumas situacdes, o pDNA
nucleicos com uma cadeia | elui em altas concentracoes de
HIC simples; sal;
-Certas fases  estacionarias | -Em alguns casos, o pDNA
separam isoformas de pDNA; apresenta um grau de diluicao
Processo rapido. consideravel.

Em relacdo ao ligando, o fundamental é este apresentar uma afinidade e cinética indicada
para que o pDNA possa ser capturado e depois eluidol'®l. E de salientar que deve ser estavel,
nao ser toxico, especifico para a biomolécula que se pretende purificar e ser inerte perante
0s outros componentes da mistura. Ao imobilizar-se um ligando numa matriz, consegue-se
obter mais seletividade e especificidade para a biomolécula alvo, dai que os beneficios desta
seletividade sejam aplicados a purificacdo do pDNA. Por vezes ha insercao de um espacador
entre o ligando e a matriz com o intuito de melhorar o acesso ao ligando e impedir a

interacdo com a matriz ['31,

1.2 Cromatografia de Afinidade (AC)

Esta técnica, como foi sumariamente descrito no topico anterior, faz uso de interacoes
especificas que ocorrem entre os ligandos imobilizados numa matriz e a biomolécula alvo que

se encontra na fase movel. Estes ensaios sdo realizados sob condicdes que favorecem a

10
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ligacdo ao suporte, recuperando o pDNA apds a aplicacao de condicdes que favorecam a sua
eluicdo. Devido ao facto de esta técnica ser seletiva, a cromatografia de afinidade pode

eliminar alguns passos da purificacao (figura 6)71'8],

Processo comum Processo melhorado

Fermentacio
M

-

Lise alcalina

Concentracao/ Adicdo de sulfato
de amonio/ Filtragdo

A ——

oL

Cromatografia de interacdco hidrofobica L4

=L L Cromatografia de Afinidade

Cromatografia de troca anionica

Cromatografia de exclusdo de tamanho

Concentracdo (opcional)

L

Produto final

Figura 6: Técnicas aplicadas que podem ser eliminadas quando se utiliza a cromatografia de
afinidade (adaptado de [8]),

Existem alguns subtipos deste tipo de cromatografia como a cromatografia de afinidade com
metal imobilizado (IMAC), a cromatografia de afinidade de tripla-hélice (THAC), a
cromatografia de afinidade com proteinas imobilizadas e a cromatografia de afinidade com

aminoacidos imobilizados.

e Cromatografia de afinidade com metal imobilizado (IMAC)

Nesta estratégia cromatografica, as interacoes ocorrem entre os ides do metal imobilizado no
suporte e a molécula alvo, provocando uma separacgao eficiente. Um dos suportes utilizados
tem sido uma resina de acido iminodiacético (IDA) carregado com Cu?*. No caso da purificacao
de pDNA, esta é a biomolécula menos retida, enquanto o RNA e pDNA desnaturado se ligam
mais fortemente ao suportel®l’l, Na purificacao de proteinas, a IMAC tem em conta a
afinidade dos aminoacidos expostos a superficie (principalmente a histidina) para com os ides
metalicos do suporte. Os residuos de L-histidina expostos sao fundamentais, sendo que sao os
azotos presentes no anel de imidazol que interagem preferencialmente com os idoes

metalicos!'®l. Uma vez que as bases azotadas guanina e adenina apresentam na sua

11
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constituicao anéis imidazol, os acidos nucleicos em cadeia Unica também tém maior afinidade
para os ides metalicos imobilizados nos suportes de IMAC. Desta forma, a técnica de
cromatografia de afinidade com metal imobilizado é aplicada a purificacdo de acidos

nucleicos, nomeadamente pDNA, e proteinas29.

¢ Cromatografia de afinidade de tripla-hélice (THAC)

Esta técnica cromatografica baseia-se na formacao de pontes de hidrogénio entre a timina e a
adenina ou entre a citosina protonada e a guanina, de forma a formarem o triplex TAT ou o
triplex CGC*. Os nucledtidos do pDNA interagem com as bases complementares que se
encontram no oligonucleotido biotinilado ligado covalentemente a fase estacionarial®ll’l, Um
exemplo da aplicacdo desta técnica é a purificacdo do plasmideo pXL2563, que contém a
sequéncia poli-GAA. Neste caso, a sequéncia poli-GAA liga-se a sequéncia complementar CTT
do oligonucledtido ligado covalentemente a coluna. Esta técnica pode ser aplicada a
plasmideos que contenham uma sequéncia especifica e complementar ao oligonucleétido
imobilizado, no entanto esta sequéncia tera de ser inserida previamente durante a construcao

do vetorl’],

® Cromatografia de afinidade com proteinas imobilizadas

A cromatografia de afinidade com proteinas imobilizadas explora basicamente as interacoes
de proteinas com o pDNA. Uma vez que a THAC estava limitada a certas sequéncias de DNA e
apresentava uma cinética de ligacdo lenta, investigou-se o uso de sequéncias especificas de
proteinas que interagem com o pDNALIZ!, Um dos casos € a criacao de uma proteina bi-
funcional: o complexo glutationa S-transferase-Zinc Finger (complexo GST-ZF). Este complexo
GST-ZF liga-se a um oligonucledtido que contém a sequéncia de reconhecimento especifica de
DNA. O oligonucleédtido é previamente inserido no plasmideo que se pretende purificar.
Enquanto o dominio ZF reconhece a sequéncia no plasmideo, a proteina GST interage com a
glutationa imobilizada na Sepharose. Desta forma, permite a retencdo do plasmideo de

interessel?2],

Proteina Bi-funcional

 rE Ry
GST-ZF

Plasmideo

Sepharose Glutationa

Figura 7: Representacao esquematica da cromatografia de afinidade com proteinas imobilizadas
utilizando o complexo GST-ZF (adaptado del??]).
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e Cromatografia de afinidade com aminoacidos imobilizados

Esta cromatografia tira beneficios da interacdo que ocorre entre os acidos nucleicos e as
proteinas. Baseia-se nas ligacdes que ocorrem naturalmente em sistemas bioldgicos!”), e no
conhecimento prévio das interacdes entre os aminoacidos e os nucleotidos, podendo aplicar-
se a purificacao do pDNA.

Nos Ultimos anos, os aminoacidos L-histidina, L-lisina e L-argininal'4231i241(23] foram estudados
como ligandos de AC para purificacdo da isoforma sc de varios plasmideos. Para além da
aplicacao no processo de purificacdo de pDNA, os suportes de L-arginina e L-histidina também

foram utilizados para purificar anticorpos como o IgG1 de rato(?l,

A L-histidina interage com proteinas, aminoacidos e catides metalicos de formas diferentes.
Estas diferentes interacdes fazem com que seja aplicado a biomoléculas diferentes como a
purificacdo de pDNA sc, de RNA ou proteinasl®l. Na purificacdo de pDNA, apds a injecdo do
lisado, a eluicdo ocorre através da aplicacdo de uma diminuicdo na concentracao de sulfato
de amonio (2,5 M a 0 M). Os resultados obtidos demonstraram uma forte ligacdo com o RNA,
uma vez que tendo cadeia simples, apresenta uma maior exposicao dos seus nucledtidos e
facilita a interacdo. Por conseguinte, o RNA elui imediatamente apds a eluicao da isoforma
sc, sendo que este suporte apresenta uma grande seletividade para esta isoforma. Devido a
deformacdes provocadas pela torcao da cadeia da isoforma sc, esta tem as bases mais
expostas do que a isoforma oc. Desta forma a isoforma oc é a primeira a eluir e consegue-se

uma separacao entre a isoforma oc e a isoforma sc 2%,

No caso da L-lisina, o estudo permitiu comprovar que este suporte permite fazer a separacao
entre as diferentes isoformas de pDNA, a sc e a oc. As eluicoes foram realizadas usando
tampdes em que a percentagem de cloreto de sodio ia aumentando até atingir uma
concentracao final de 2 M. Verificou-se para este suporte, tal como no suporte de L-histidina,
que a isoforma oc elui antes da eluicao da isoforma scf?3l.

O suporte L-arginina foi testado sob condicoes de eluicdo em que houve um aumento gradual
da concentracao de cloreto de sddio. Para a L-arginina a ordem de eluicdo variou perante a
que foi obtida para a L-histidina, pois da isoforma sc eluiu apés o RNA ao usar-se uma
concentracao de 300mM de cloreto de sdédio. Ainda neste estudo, a isoforma oc e o gDNA
eluiram ambas a concentracdo de 240 mM de cloreto de sodiol?’l. A ordem de eluicdo e as
condicles de interacao utilizadas em cada um dos suportes L-histidina, L-lisina e L-arginina,

encontram-se resumidas na tabela 4.
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Tabela 4: Caracterizacdo da interacdo de aminoacidos que funcionam como ligandos em cromatografia
de afinidade (adaptado [#4).

Ligando aminodcido Condicoes de interacdo Ordem de eluicdo
Altas concentracées de sal, PDNA oc- gDNA-
His promovem a retencao de acidos pDNA sc-RNA
nucleicos
Acidos nucleicos ligam-se a matriz pDNA oc- gDNA-
Arg em concentracoes de sais mais RNA- pDNA sc
baixas
Acidos nucleicos ligam-se a matriz | pDNA oc- pDNA sc
Lys em concentracoes de sais mais
baixas

Também suportes de derivados de aminoacidos tém sido utilizados na AC para purificar pDNA,
nomeadamente o suporte de histamina que é um derivado da L-histidinalll'¥, O mondlito de
histamina foi estudado por dois métodos: um em que se usava um gradiente decrescente de
sulfato de amonio e outro em que se recorria a um gradiente crescente de cloreto de sodio. O
ensaio com melhores resultados foi aquele em que se utilizava cloreto de sddio, em que se
obteve pVAX1-LacZ sc com 99% de purezal?®l,

Alguns dos aminoacidos tém na sua composicdo um anel aromatico (como é o caso da L-
fenilalanina, o L-triptofano e a L-tirosina), o qual pode promover ligacées por empilhamento

m- com as bases do pDNAPL,

1.3 Desenvolvimento do ligando (dipeptideo)

Visto que os suportes de aminoacidos tém sido utilizados na AC para purificar o pDNA (topico
1.2) permitindo obter maioritariamente a forma sc, ir-se-a explorar a utilizacdo de

dipeptideos como ligandos de afinidade.

1.3.1 Sintese quimica do dipeptideo

A sintese geral de um dipeptideo envolve a formacdo da ligacao peptidica entre o grupo
carboxilo de um aminoacido e o grupo amina do outro aminoacido, havendo libertacao de
uma molécula de agua. A técnica classica de sintese de dipeptideos envolve a protecdo do
grupo amina do primeiro aminoacido antes de ativa-lo para poder reagir. Em relacao ao grupo
carboxilico, este deve ser transformado num éster ou num anidrido misto. O DCC
(dicilohexilcarbodiimida) também pode ser utilizado para ativar o grupo carboxilico. Apds o
dipeptideo estar formado, desprotege-se retirando-se os grupos protetores através de

metodologias adequadas a cada aminoacido?l.

Em geral utiliza-se o dicarbonato de di-tert-butil (Boc) ou o cloroformato-9-fluorenilmetila
(Fmoc) entre outros, para proteger o grupo amina do aminoacido. Estes grupos protetores

evitam a epimerizacdo durante o coupling do dipeptideo, facilitam a solubilidade e a sua
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remocao apds coupling, nao afetam a integridade do péptido e evitam acilagdes adicionais
1301,

O grupo carboxilo do segundo aminoacido pode ser protegido, por exemplo, com um grupo
metil ou etil, benzil, 9-fluorenilmetil (Fm), sendo estes removidos com uma base. Também se
podem usar outras substancias, como é o caso do 2,4-dimetoxibenzil (Dmb), que ja exigem

que sejam removidas através acidos!30,

0 método de Merrifield, também chamado de Sintese do Peptideo em Fase Solida (SPPS), é
outro exemplo de sintese de péptidos. Esta técnica inicia-se com a ligacdo do péptido a resina
através do grupo carboxilo, sendo que este péptido ja se encontra protegido no grupo amina.
Essa ligacdo é feita com um “agente de ligacdo”, como a diisopropilcarbodiimida ou DCC, que
forma a ligacdo amida com o suporte. Apds este passo, o aminoacido protegido liga uma das
extremidades a resina (através do grupo carboxilico do aminoacido). O passo seguinte
consiste numa lavagem (com agua) para retirar o excesso do reagente utilizado
anteriormente, depois retira-se o grupo protetor (por exemplo com piperidina), volta-se a
fazer outra lavagem e o ciclo recomeca com a insercao de mais um aminoacido protegido. A
etapa final consiste na separacao do polipéptido do suporte, o que pode acontecer usando
acido trifluoroacético®311321, A escolha da resina, tal como a escolha do grupo protetor,

também depende dos aminoacidos utilizados!3,

Nesta técnica também sao utilizados os grupos protetores Boc e o Fmoc. Sendo que no caso
do primeiro, para se obter o péptido livre recorre-se a uma solucdo de acido forte enquanto
que para o segundo se aplica uma solucao de acido fracol®*?. O Fmoc apresenta a vantagem de
ter uma excelente seletividade na sua remocao comparativamente com outros grupos
protetores, alem de que é possivel controlar ao longo da sintese através de espectrometria de
massa, a sua remocao em cada ciclo. Também é melhor do que o Boc, pois este ao ser
retirado com acidos fortes pode remover aminoacidos da resinal?’l,

O método SPPS tem a vantagem de serem efetuadas lavagens em cada etapa, havendo
eliminacao dos reagentes em excesso, produtos secundarios e solventes, evitando assim uma
purificacdo intermediaria, sendo apenas necessario uma purificacao final através do método
de HPLC. Outra vantagem € que a insercdo de cada aminoacido é mais rapida do que a sintese
classica, tem melhores rendimentos e atualmente ja existem sintetizadores de péptidos
automaticos!?’l,

No entanto, para ultrapassar a limitacdo do peso molecular no método SPPS foram
desenvolvidos outros métodos para a sintese de peptideos tais, como: método de tioéster, de
condensacao do segmento tiocarboxil, ligacdo quimica, ligacdo quimica nativa, entre outros.

A maioria destes métodos nao recorre a grupos de protecéol32l,

Os dipeptideos sintetizados neste trabalho foram L-tirosina-L-tirosina e L-tirosina-L-arginina.
Utilizou-se o método de sintese classico no qual se protegeu o grupo amina da primeira L-

tirosina com o grupo protetor Boc e o grupo carboxilo da segunda L-tirosina, ou L-arginina no
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caso do L-tirosina-L-arginina, com um grupo metil. Apds o coupling com DCC, a desprotecao
foi efetuada com um acido forte como acido trifluoroacético.

Posteriormente e apds sintese dos dipeptideos L-tirosina-L-tirosina e L-tirosina-L-arginina
procedeu-se a sua imobilizacdo na Sepharose CL-6B previamente ativada pelo método
epoxido. Neste método, os grupos hidroxilos da Sepharose CL-6B sdo ativados com uma
solucio de hidroxido de sodio com borohidreto de sodio. E depois acrescentado 1,4-
butanediol diglicidil éter que permite o posterior coupling com o ligando. Para além de se ter
imobilizado os dipeptideos L-tirosina-L-tirosina e L-tirosina-L-arginina, também foi

imobilizado o aminoacido L-tirosina para comparacdo com os suportes dos dipeptideos.

1.4 Técnicas de analise de interacdo do suporte com o pDNA

Apds a sintese dos dipeptideos L-tirosina-L-tirosina e L-tirosina-L-arginina procedeu-se ao
estudo das interacdes/afinidade com nucleétidos e isoformas de um plasmideo.

As técnicas utilizadas foram: diferenca da transferéncia de saturacdo por ressonancia
magnética nuclear (STD-RMN) e ressonancia plasmonica de superficie (RPS) utilizando um
biosensor 6ético. Os resultados obtidos a partir destas metodologias dao informagoes
estruturais para possivel aplicagao em ACB4,

Em termos estruturais, a imobilizacdo do ligando a Sepharose CL-6B pode ser estudado pela
técnica de HR-MAS.

1.4.1 Diferenca da Transferéncia de saturacao por ressonancia magnética
nuclear (STD-RMN)

A técnica de STD-RMN permite detetar os locais de ligacdo envolvidos na interacdo de
moléculas de baixo peso molecular e biomoléculas, como é o caso de complexos ligando-
proteina e do sistema nucleotidos-suportes!®l. Esta capacidade advém de uma troca lenta
entre o estado de ligacao e o estado livre em que se mantem a possibilidade de haver uma
transferéncia de difusdao. Sendo assim, os sinais do ligando livre ou do ligando ja ligado
aparecem de forma distinta e podem ser identificados. H4 muito tempo que esta técnica é
usada para caracterizar a ligacao de complexos recetor-ligante que tenham fortes ligacoes(*¢l.
Basicamente esta técnica consiste na irradiacao seletiva dos sinais da biomolécula e apos
saturacdo com uma dada frequéncia ha transferéncia da radiacdo por difusao para os sinais da
molécula mais pequena que se encontra nas vizinhangas da biomolécula. Essa frequéncia de
irradiacao é escolhida para um valor em que apenas se detetem os sinais da biomolécula e
onde nado se detetem os sinais da molécula mais pequena. O espectro de STD é obtido pela
subtracdo do espectro onde a biomolécula foi saturada e um de referéncia (sem irradiacao)
1331371, Qs sinais do ligando mais proximos da biomolécula tém STD mais intensos, uma vez que

existe transferéncia de saturacao mais eficientell,
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Mapa epitopo das partes
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biologicamente ativo
a partir da mistura

Figura 8: Representacdo do STD-RMN aplicado a uma proteina (adaptado del*®l),

No entanto a sensibilidade da técnica de STD-RMN pode ser afetada pela dissociacdo do
complexo, o excesso de ligando utilizado e pela eficiéncia do spin de difusao da

biomoléculal?”.

1.4.2 Ressonancia Magnética de Alta Resolucdo de Angulo Magico (HR-MAS
RMN)

A técnica de HR-MAS permite estudar amostras num estado heterogéneo entre liquido e sélido
[38], Desta forma, permite a detecao, identificacdo e quantificacdo de compostos ligados a um
suportel®’l, Nesta experiéncia a amostra é previamente sujeita a um swelling dentro do rotor
com o solvente deuterado mais adequado. Este rotor é depois colocado segundo um angulo de
54,7 graus (angulo magico), resultando espectros de RMN de alta resolucdo para a
caracterizacao de suportes®?l. Isto acontece, porque ao se colocar a amostra a girar a uma
velocidade moderada de alguns kHz (4000) ha alteracbes nas interacoes mais fracas
(suscetibilidade magnética em heterogeneidade) mas mantem as interacdes mais fortes
inalteradas. Logo, numa amostra heterogénea, a fase solida passa despercebida devido a
interacOes dipolares, ao passo que a fase liquida aparece com regides bem definidas e
semelhantes aquelas que se obtém numa fase liquida homogéneal?®!.

Utilizando esta técnica e fazendo swelling com um solvente como o cloroférmio, é possivel
caracterizar estruturalmente o suporte Sepharose-L-tirosina, suporte Sepharose-L-tirosina-L-

tirosina e suporte Sepharose-L-tirosina-L-arginina.

1.4.3 Ressonancia plasmonica de superficie (RPS)

A RPS baseada num biosensor otico permite a medicao da afinidade e/ou cinética de
complexos formados, sem recorrer a marcacao das moléculas com marcadores fluorescentes
ou radioisotopos 4!, Esta técnica permite analisar a formacao de diversos complexos tais

como péptidos, proteinas, oligonucleotidos, lipidos, fagos, virus entre outras [4'l. Apresenta
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outras vantagens tais como utilizacao de quantidades reduzidas de amostra, monitorizacao do

equilibrio, capacidade maxima de ligacao de um ligando, entre outras 01411,

O principio da RPS utilizando o biosensor ético consiste na formacao dos plasmons (resultam
da interacao dos fotdes de luz com os eletrdes livres do ouro), que posteriormente interagem
com os complexos formados e provocam uma alteracao do angulo de refracao sendo detetado
e registado num sensograma em funcao do tempo!'l. Estes ensaios consistem na imobilizacao
de um ligando numa superficie, sob a qual passa uma solucdo com o analito (figura 9). A
associacao e dissociacdao do complexo analito-ligando vao provocar alteracdes no indice de
refracao. A partir desses dados consegue-se obter a concentracao ativa de analito em solucao
e as constantes de afinidade e constantes cinéticas da ligacaol*!l.

A imobilizacdo do ligando da-se num sensor-chip. Este chip consiste numa lamina de vidro
revestida a ouro (ou outro metal) que apresenta uma matriz. Esta matriz é variavel sendo a
mais utilizada a matriz de carboxilmetil dextranol“!l.

A utilizacdo da técnica de RPS permite tracar o perfil de associacdo/dissociacao, calcular a
constante de dissociacao (Kp) e consequentemente avaliar a afinidade das isoformas do
plasmideo pVAX1-LacZ com os ligandos L-tirosina e os dipeptideos L-tirosina-L-tirosina e L-
tirosina-L-arginina. O RPS também possibilita a determinacdo das condicdes experimentais

para promover a associacao/dissociacdo de cada isoforma do plasmideo ao ligando.

Detetor

Ligando

| » 4 A% A '“' ""'_'—Anah'to

= P

Figura 9: Esquema de uma experiencia baseada em RPS (adaptado 1),
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Capitulo 2: Materiais e Métodos

2.1. Sintese quimica do ligando L-tirosina-L-tirosina

A sintese do dipeptideo L-tirosina-L-tirosina foi realizada pelo método quimico classico no
qual protegeu o grupo amina do primeiro aminoacido e o grupo carboxilico da segunda L-
tirosina para evitar ligacées ndo especificas. O grupo carboxilo foi protegido através de um
grupo metilo formando-se um éster, enquanto que o grupo amina foi bloqueado com o grupo

Boc de forma a que nao haja acilacées adicionais.

2.1.1. Sintese quimica do intermediario L-tirosina éster

I
H,N (IZH—C—OH
CH,
SOCl, Q
- (o}
—+ CH;0OH 10°C : CH
Pt
(@]
NH,
HO
OH L-tirosina metil éster
L-tirosina

Figura 10: Sintese do intermediario L-tirosina metil éster.

Num baldo colocou-se metanol (9,6 mL) a T=-10°C e adicionou-se cloreto de tionilo (0,15 mol,
1,14 mL) gota a gota. Seguidamente adicionou-se a L-tirosina (0,013 mol, 2,4 g) e a solucao
ficou a agitar durante 1 h mantendo-se a temperatura igual ou inferior a -10°C. Retirou-se a
reacao do banho de gelo ficando a mistura a agitar a temperatura ambiente durante 2 h.
Depois, colocou-se a reacao em refluxo a T=50°C durante 30 min. Seguidamente concentrou-
se a mistura no evaporador rotativo e colocou-se a solucao em gelo para precipitar.
Adicionou-se, posteriormente 10 mL de acetato de etilo o que promoveu a precipitacao.
Filtrou-se e tratou-se o filtrante. Obteve-se um sélido branco que foi seco na estufa de vacuo

a T=55°C, durante 24 h. Este protocolo foi baseado num método anteriormente descrito!2l,

A caracterizacao do composto L-tirosina metil éster foi realizada por espectroscopia de RMN e

espectrometria de massa de alta resolucao.

Espectro '"H RMN (DMSO-d,, 400 MHz, &, ppm): 3,07 (2H, quinteto, CH,), 3,74 (3H,
singleto,CHs), 4,2 (1H, tripleto, H,), 6,7 e 7,06 (4H, multipleto, ArH), 8,6 (2H, s, NH,), 9,52
(1H, singleto, OH).
ESI-MS: m/z: 196,09 [L+H]*
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2.1.2. Sintese quimica do intermediario Boc-L-tirosina

OH

L-tirosina

0}
H
HsC 0 N,
OH

HsC

(tBu0,C),0 CH, O
Et;N
Dioxano/H,O
.. OH
Boc-L-tirosina
OH

+ co, +

2-metilpropan-2-ol

Figura 11: Sintese do intermediario Boc-L-tirosina.

Num bala@o colocou-se 1,4-dioxano e H,0 numa proporcao de 1:1 (v total=50 mL) e adicionou-

se L-tirosina (13,8 mmol, 2,5 g), ficando a agitar durante 2 h. Depois acrescentou-se

trietilamina (19,9 mmol, 2,9 mL) gota a gota, e apo6s 10 min a agitar a temperatura ambiente

colocou-se a reacao num banho de gelo antes de se adicionar o Boc (15,2 mmol, 3,3 g). A

reacao permaneceu no gelo por mais 1 h e posteriormente deixou-se a agitar a temperatura

ambiente durante 42 h. Para que o dioxido de carbono formado fosse libertado, desenvolveu-

se a reacao com o baldao aberto. Evaporaram-se os solventes e adicionou-se HCl 1M, o que

promoveu a formacao de um precipitado castanho. Extraiu-se com acetato de etilo (3x50 mL)

e evaporaram-se as fases organicas. Por fim fez-se uma lavagem com uma solucao saturada

de NaCl (2x25 ml)31,

A caracterizacao do composto Boc-L-tirosina foi realizada por espectroscopia de RMN e

espectrometria de massa de alta resolucao.

Espectro 'H RMN (CDCl;, 400 MHz, &, ppm): 1,34 (9H, singleto, Boc), 2,95 (2H, multipleto,
CH,), 4,47 (1H, multipleto, Hy), 5,02 (1H, singleto, NH), 5,77 (1H, singleto, OH) 6,7 e 6,9 (4H,

2 dupletos, ArH).

ESI-MS: m/z: 286,13 [L+H]*
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2.1.3. Sintese quimica do dipeptideo L-tirosina-L-tirosina protegido

0

0
H.C §
CH 3 /),
o ’ e OH
HaC
NH, CHs o
» +

Boc-L-tirosina
L-tirosina metil éster

OH

DCC 0°C
THF
OH
0
OCH;
N
H
HN o)
HO \
1
Fo —|_
o)
=N
CH, N/C
HC CH,
DCU

N-Boc-L-tirosina-L-tirosina metil éster
Figura 12: Sintese do dipeptideo L-tirosina-L-tirosina protegido.

Uma vez que na literatura ndo estava documentado o coupling para o dipeptideo L-tirosina-L-
tirosina protegido, optou-se por utilizar um protocolo geral de sintese de dipeptideos“sl. Num
balao de 100 mL, colocado previamente a aproximadamente T=0°C dissolveu-se Boc-L-tirosina
(3,6 mmol, 1 g) em 30 ml de tetrahidrofurano (THF), resultando uma solucao de cor creme.
Num copo dissolveu-se o DCC (3,6 mmol, 0,74 g) em 10 mL de THF e ap6s 15 min adicionou-se
ao baldao. A adicao foi efetuada gota-a-gota, uma vez que o DCC funciona como base e
promove a formacdo da amida reagindo com o grupo carboxilo. De seguida, e apds 15 min
adicionou-se gota a gota L-tirosina metil éster (3.6 mmol, 0,7 g) e 25 ml de THF. Apo6s 15 min,

retirou-se o balao do gelo e ficou a agitar, a temperatura ambiente, durante 40 h.

O work-up da reacao iniciou-se através de uma filtracao na qual se recolhe o filtrado e foi

posteriormente evaporado e lavado com fracoes de hexano (2x50mL). Evaporou-se o hexano e
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extraiu-se com dietil éter (3x100 mL), recolhendo-se as fases organicas Estas foram
posteriormente evaporadas e o sélido foi seco na estufa de vacuo a T=55°C.

A caracterizacao do produto formado foi efetuada por espectroscopia de RMN utilizando como
solvente o CDCl;, o que demonstrou que, para além da estrutura pretendida também se
encontrava DCU (dicicloureia), um dos subprodutos da reacao. Desta forma, foram feitas duas
recristalizacées: a primeira com cloroformio, formando-se um precipitado que se removeu
(DCU); e uma segunda lavagem, com éter de petroleo precipitando um sélido branco,

removido por filtracao que era o DCU.

A caracterizacao do dipeptideo L-tirosina-L-tirosina protegido foi realizada por espectroscopia

de RMN e espectrometria de massa de alta resolucao.

Espectro 'TH RMN (CDCl;, 400 MHz, J, ppm): 1,14 -1,34 (12H, multipleto sem resolucdo,CHs; e
Boc), 2,9 (2H, multipleto, CH,), 3,02 (2H, multipleto, CH;), 3,4 (1H, multipleto, H.), 3,69 (1H
multipleto, H,), 4,55 (1H,singleto, OH), 5,07 (1H, singleto, OH), 6,67, 6,74, 6,93 e 6,99 (8H, 4

dupletos, ArH).
ESI-MS: m/z: 459,21 [L+H]*

2.1.4. Sintese quimica do dipeptideo L-tirosina-L-tirosina

o}
OCHj
TFA 90°C
HN
HO ':
o

CHj

H

HC CH,
N-Boc-L-tirosina-L-tirosina metil éster L-tirosina-L-tirosina

Figura 13: Desprotecao do dipeptideo L-tirosina-L-tirosina.

Num baldao de 50 mL dissolveu-se L-tirosina-L-tirosina protegido (1,02 mmol, 466 mg) na
solucao de 90% de TFA e 10% de diclorometano (v =3 mL). A mistura ficou a agitar durante 1 h
a temperatura ambiente e posteriormente colocou-se em refluxo a T=90°C. Apo6s 24 h em
refluxo, colocou-se a temperatura ambiente e basificou-se com solucdo 5 M de NaOH pH 14.
De seguida evaporou-se e extraiu-se com dietil éter (3x100 mL). Durante a evaporacdo das
fases organicas formou-se um precipitado branco (que correspondia aos produtos criados pela

quebra de ligacdes entre os grupos protectores e a molécula final), filtrando-se e eliminando-
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se 0 solido. Terminada a evaporacao do dietil éter, o composto alaranjado foi seco na estufa

de vacuo.

A caracterizacdo do dipeptideo L-tirosina-L-tirosina desprotegido foi realizada por

espectroscopia de RMN e espectrometria de massa de alta resolucao.

Espectro '"H RMN (DMSO-d,,d8, ppm): 2,9 (2H, multipleto, CH,), 3,1 (2H, multipleto, CH), 3,9
(1H, multipleto, Hy), 4,11 (1H, multipleto, Hy), 5,46 (1H,singleto, OH,), 6,8; 6,9; 7,1 e 7,2
(8H, 4 dupletos, ArH).

ESI-MS: m/z: 349,29[L+H]*

2.2. Imobilizacao da L-tirosina, L-tirosina-tirosina e L-tirosina-L-

arginina na Sepharose CL-6B

H
—O-CH,CHCH,O(CH,),—O- CHz—CH N—CH—C—OH
OH
A) [ ]
0o o]
" |l « |
—0O~-CH;CHCH;0(CH2)4—0-CH,— CH N—(le C—N— (\:H c—
OH CH,
B)
°| ﬁ
0O-CH,CHCH,O(CH,)s—0- CHZ—CH N—CI:H c— ——ClH—C—OH
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Figura 14: A) Sepharose- L-tirosina; B) Sepharose- L-tirosina-L-tirosina e C) Sepharose- L-tirosina-L-
arginina.

Imobilizaram-se o aminoacido L-tirosina e os dipeptideos L-tirosina-L-tirosina e L-tirosina-L-
arginina na Sepharose CL-6B (Sigma-Aldrich, EUA). Inicialmente procedeu-se a ativacdo dos

grupos hidroxilos da Sepharose CL-6B e depois imobilizou-se o ligando!*l. Antes de se iniciar o
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processo de imobilizacdo, a Sepharose foi lavada com 300 mL de agua mili-Q (purificada por:
Milli-Q system da Millipore, Billerica, MA, EUA). A ativacao dos grupos hidroxilo da Sepharose
CL-6B foi realizada de acordo com o seguinte protocolo: a 5 g de Sepharose CL-6B adicionou-
se uma solucao de NaOH 0,6 M com NaBH, 1,32 mM e apds 15 min adicionou-se 5 mL de 1,4-
butanediol diglicidil éter. A Sepharose CL-6B ficou a agitar num orbital a 110 rpm e T=25°C
durante 6 h. Posteriormente dissolveu-se cada ligando (L-tirosina (8,27 mmol, 1,5 g), L-
tirosina-L-tirosina (0,2 mmol, 70 mg) e L-tirosina-L-arginina (0,2 mmol, 70 mg)) numa solucao
de carbonato de sodio 2 M em que o volume utilizado desta solucdo dependeu da solubilidade
de cada ligando. Assim sendo adicionou-se 14 mL, 7 mL e 5 mL para a L-tirosina, L-tirosina-L-
tirosina e L-tirosina-L-arginina, respetivamente. E de salientar que se utilizou 2x mais ligando
em relacdo a Sepharose CL-6B ativada, e que nesta situacdo, devido ao fato de os ligandos
serem aminoacidos, temos de ter em conta o pH a que estes se encontram uma vez que para
favorecer a ligacao covalente a matriz, os aminoacidos tém de se encontrar na forma -NH,".
Apos adicao da Sepharose CL-6B ativada a solucao de cada ligando em carbonato de sodio, a
mistura ficou a incubar no orbital a 110 rpm e T=55 °C, durante 16 h. Por fim lavou-se varias
vezes a mistura com acetona-agua mili-Q (1:9; 3:7; 5:5; 8:2 v/v) as quais se seguiram varias

lavagens com agua mili-Q (3x100 mL). Os suportes foram armazenados a T=4°C#31l46],

2.2.1. Interacao dos suportes Sepharose-L-tirosina, Sepharose-L-tirosina-L-
tirosina e Sepharose-L-tirosina-L-arginina por STD-RMN com 5°-
mononucleotidos

Utilizando o espectrometro Bruker Avance Il 600 MHz equipado com a criosonda QCI e a
T=25°C realizaram-se as experiéncias de STD-RMN para obter as interacdes entre o suporte e
os 5’-mononucleotidos (5’-AMP, 5’-CMP, 5’-GMP e 5’-TMP), que servem como modelos mais
simples de acidos nucleicos, nomeadamente pDNA, para a compreensao dos locais de ligacao
preferenciais ao suporte. O excesso utilizado no tubo de RMN de cada 5’-mononucleétido foi
de quatro vezes mais em relacao ao suporte.

Para cada experiéncia foram preparados dois brancos, um com 5’-mononucleétido+solucao
tampao e o outro com o suporte+solucdo tampao. A mistura 5’-mononucleétido+suporte, foi
posteriormente preparada nas mesma concentracbes. Os brancos permitiram, nado so,
selecionar as frequéncias utilizadas na irradiacdo dos protdes do suporte como também
clarificar a analise dos espectros de STD. As frequéncias a irradiar do suporte foram

escolhidas onde nao havia sinais dos 5’-mononucleotidos.

Desta forma, para a Sepharose- L-tirosina usaram-se as seguintes irradiacdes: 1157 Hz para 5’-
AMP, 1649 Hz para o 5’-CMP, 4134 Hz para 5’-GMP e 436 Hz para 5’-TMP. No caso da
Sepharose-L-tirosina-L-tirosina as irradiacoes utilizadas foram: 1048 Hz para 5’-AMP, 789 Hz
para o 5’-CMP, 1814 Hz para 5’-GMP e 436 Hz para 5’-TMP. Para a Sepharose-L-tirosina-L-
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arginina usou-se 800 Hz para 5’-AMP, 700 Hz para o 5’-TMP e 1344 Hz tanto para 5’-CMP como
para 5’-GMP.

Os 5’-mononucledtidos e cada suporte foram dissolvidos em tampao fosfato de potassio 100
mM a pH=8. Este tampao foi preparado em 90% de agua mili-Q e 10% D,0. O pH de cada um
dos 5’-mononucleodtidos foi ajustado para pH 8 e regra geral, a concentracdo de cada um era
de 206 mM. Em relacao aos suportes a concentracao do suporte L-tirosina foi de 56 mM e para
os restantes foi 35 mM.

Cada tubo de RMN de 5 mm foi preparado da seguinte maneira: 300 puL de suporte + 300 pL de
5’-mononucledtido + 10 uL TSP 100 mM.

Para cada 5’-mononucleétido foi preparado um branco: 300 pL de 5’-mononucleotido + 300 pL
de tampao + 10 pL TSP 100 mM. Foi também preparado um branco para cada um dos suportes
a ser analisado: 300 pL de suporte + 300 pL de tampao + 10 pL TSP 100 mM.

Os sinais de 1H dos 5’-mononucledtidos foram previamente identificados.

Os espectros de STD resultaram da subtracao do espectro on-resonance do off-resonance, ou
seja subtraiu-se o espectro onde se irradiou o suporte do da referéncia. A percentagem de
cada sinal referente a interacao de cada 5’-mononucleétido foi calculado de acordo com a
expressao (lo-lsq)/ lg, em que Iyq € a intensidade do pico no espetro de std e |y é a
intensidade do sinal no espectro off-resonance. Cada sinal de STD foi normalizado e expresso

em %. 471,

2.2.2. Caracterizacao dos suportes através de HR-MAS RMN

Estes ensaios foram realizados no espectrometro Bruker Avance Ill 400MHz equipado com a
sonda HR-MAS. Cerca de 12 mg de cada suporte foi inserido num rotor de zircénica com
capacidade de 12 pL, e o swelling foi realizado com CDCl; e DMSO-d, durante 2-10 h. O rotor
foi colocado na sonda no angulo magico (54,7 graus), rodando a 4000 Hz. Houve necessidade
de corrigir o tunning, o matching, fazer o lock (para este solvente em especifico) e alterar o
shim para homogeneizar o campo magnético a que se sujeitou a amostra. Depois ajustados
estes parametros, iniciou-se a aquisicao de espetros de 'H e bidimensionais. Estes espetros

foram depois processados com o software Topspin 3.103%,

2.3. Producao e purificacdo do plasmideo pVAX1-LacZ
2.3.1. Cultura de E. coli DH5a para producao de pDNA

Para a obtencdo do plasmideo pVAX1- LacZ de 6,05 kbp, recorreu-se a transformacédo da
estirpe bacteriana E. coli DH5a (Invitrogen, EUA). Este sistema de expressao foi pré -cultivado
num meio LB (Luria-Bertani) agar suplementado com 30 pg/mL de canamicina (Sigma-Aldrich,
EUA) o que permitiu fazer a seleccao das E. coli transformadas com o plasmideo de interesse.

Apds este passo, inoculou-se a pré-fermentacdao que continha o meio TB, com a mesma
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constituicao daquele que posteriormente é utilizado na fermentacao: 20 g/L triptona, 24 g/L
extrato de levedura, 4 mL/L glicerol, 0,017 M KH,PO,4, 0,072 M K,HPO, com 30 pg/mL de
canamicina. Colocou-se a pré-fermentacao num agitador orbital a T=37°C com agitacao de
250 rpm e mantendo sempre a cultura em condicdo aerdbia. O controlo de crescimento
efectuou-se através da medicdo da densidade optica (Ultrospec 3000 UV/Visible
Spectrophotometer (Pharmacia Biotech, Cambridge, Inglaterra)) a um comprimento de onda
de 600 nm (DO4q). Quando a pré-fermentacao atingiu uma DOgg ~2,6, que corresponde a uma
fase de crescimento exponencial, transferiu-se uma quantidade de pré-fermentacao para o
meio de fermentacao, de forma a ser iniciada com uma DOy ~0,2. A fermentacao deu-se sob
as condicbes de crescimento e controlo ja aplicadas na pré-fermentacdo, sendo a
fermentacao interrompida quando a DO¢ se apresentava com valores entre 5 e 9 o que
correspondeu a uma fase de crescimento exponencial (fase log). E de salientar que um
crescimento elevado, resultante de uma fermentacao com DOgy muito elevada, pode
dificultar a lise celular, o que pode resultar na recuperacao de DNA plasmideo menos puro e
em menor quantidade. Apds a fermentacao, transferiu-se o meio de cultura para tubos de
centrifugacado e centrifugou-se a 4500 rpm e a T=4°C (centrifuga Allegra x-22R) em ciclos de
10 min até todo o meio ter sido centrifugado. Descartou-se o sobrenadante e armazenou-se o
pellet de células a T=-20°C[l,

2.3.2. Lise celular e purificacao do plasmideo pVAX1-LacZ

O DNA plasmideo foi extraido utilizando o kit NZYMaxiprep da Nzytech, adequado para

promover a lise alcalina das células de E. coli e purificar o pDNA nativo (oc+sc).

Ao pellet de células obtido na fermentacdao de 250 mL de meio, adicionou-se 20 mL de
tampao que continha 50 mM Tris-HCl, 10 mM de EDTA (pH=8) e 100 pg/mL de RNase.
Ressuspendeu-se utilizando agitacao de um vortex. O passo seguinte foi a lise alcalina das
células recorrendo a 20 mL de 200 mM NaOH com 1% (w/v) SDS. Agitou-se lentamente a
temperatura ambiente durante 5 min. De seguida, adicionou-se 20 mL de uma solucao de
acetato de potassio 3 M com posterior incubacao em gelo durante 20 min., o que permitiu a
precipitacao de gDNA (DNA genémico), proteinas e contaminantes celulares. Para remover
este precipitado, efectuou-se um passo de centrifugacao a 20 000 x g durante 30 min a T=4 °C
(centrifuga Allegra 25 R). Seguidamente centrifugou-se durante 15 min adicionais, de forma a

clarificar o extracto obtido.

0 sobrenadante que advém da centrifugacao, € entao colocado nas colunas especificas para a
purificacdo do pDNA, que contém uma resina anionica. Esta interaccdo é promovida através
de condicdes de pH e concentracao de sal controladas, nomeadamente 750 mM NaCl, 50 mM
MOPS, 15 % isopropanol (v/v), 0,15 % Triton® X-100 (v/v) a pH 7,0. Uma lavagem com uma
solucao de 1,0 M NaCl, 50 mM MOPS, 15% isopropanol (v/v) a pH 7,0, permite remover os
contaminantes e posteriormente, utilizando um tampao com elevada concentracao de sal

(1,25 M NaCl, 50 mM Tris-HCl, 15% isopropanol (v/v) com pH 8,5) promove-se a eluicao do
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pDNA. De seguida, concentrou-se o pDNA através da adicao de 0,7 volumes de isopropanol a
T=-20°C, fez-se uma ligeira agitacao do tubo onde se encontrava esta solucao e deixou-se a
incubar no gelo durante 20 min. Apos incubacao, centrifugou-se a 15 000 x g durante 30 min a
T=4°C. Descartou-se o sobrenadante e deixou-se secar o pellet durante 5-10 min, a
temperatura ambiente. Ressuspendeu-se, depois, o pellet em 2 mL de agua mili-Q.

Para quantificar o pDNA obtido, recorreu-se ao espectofotdmetro onde se determinou a
aborvancia a 260 nm e 280 nm; a pureza e as isoformas obtidas foram verificadas através de

uma electroforese em gel de agarose. O pDNA recolhido foi armazenado a T=-80°C[48l,

2.3.3. Electroforese de agarose

O controlo do produto obtido a partir da lise alcalina foi feito através da analise de
electroforese em gel de agarose. Este gel foi preparado com 1% de agarose em tampao de TAE
(40 mM Tris Base, 20 mM de acido acético e 1 mM de EDTA a pH=8,0) com 1 pg/mL de green
safe. Aplicou-se um campo eléctrico com uma poténcia de 110 V durante 40 min. O gel foi
analisado através do sistema de luz UV da UVITEC Cambridge system (Uvitec Limited,
Cambridge, UK)PL,

2.3.4 Preparacao das diferentes isoformas do plasmideo pVAX1-LacZ

Com o intuito de se obter a isoforma sc em maior quantidade, a fermentacao foi interrompida
na fase de crescimento exponencial (DO4y entre 5 e 9). Apds a lise alcalina, utilizaram-se
colunas do kit NZYMaxiprep da Nzytech, seguindo o procedimento descrito pelo fabricante de
forma a obter-se a isoforma sc o mais purificada possivel.

Tanto a isoforma circular aberta (oc) como a isoforma linear (ln), foram obtidas a partir da
superenrolada. No caso da circular aberta, a amostra de superenrolado (sc) ficou a
temperatura ambiente (T=25°C) até converter em circular aberta (oc). Esta mudanca foi
controlada através da realizacdo de varias electroforeses (neste caso, 3 electroforeses) e
demorou cerca de 3 dias. Ja no caso da isoforma linear, a amostra de supernrolado foi sujeita
a uma digestdo enzimatica com a enzima Hind Ill, a amostra foi incubada a T=37°C durante 1
h. Mais uma vez, a producao da isoforma ln foi confirmada pela tecnica de electroforese e

armazenada a T=-80°C.

2.4. Analise da interacdao das isoformas do plasmideo pVAX1-
LacZ com L-tirosina e os dipeptideos L-tirosina-L-tirosina e L-

tirosina-L-arginina
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2.4.1. Imobilizacao dos ligandos no chip CM5

Os ligandos L-tirosina, L-tirosina-L-tirosina e L-tirosina-L-arginina foram imobilizados, de
forma independente em cada célula de fluxo num chip CM5. A técnica de RPS utilizando o
biosensor Biacore T200 permitiu determinar as condicGes experimentais para promover a
associacao/dissociacao de cada isoforma do plasmideo ao ligando. Estas condicbes serao
posteriormente exploradas com o suporte Sepharose-L-tirosina em cromatografia de
afinidade. Este chip apresenta uma superficie de vidro revestida a ouro, que apresenta na sua
superficie uma matriz de dextrano caboximetilado (figura 15). E o mais indicado para

peptideos, proteinas, acidos nucleicos ou carbohidratos.

Matriz de dextrano

Serles 5 CM 5 @

—)

Q Biacore Sensor Chip é\

Figura 15: Esquema da estrutura do chip CM5 (adaptado Biacore sensor surface Handbook)

O método utilizado para a imobilizacdo (figura 16) foi o método amina em que os grupos
carboxilos do dextrano sdo ativados recorrendo a mistura EDC (0,4 M 1-etil-3- (3-
dimetilaminopropil) -carbodiimida) e NHS (0,1 M N-hidroxisucinimida), permitindo a formacao
de esteres reativos, os quais, posteriormente, vao reagir com o grupo amina do ligando
ligando-se covalentemente a matriz de dextrano.

O protocolo aplicado foi o seguinte: o chip ficou a estabilizar dentro do biosensor durante
algumas horas. O tampao de corrida foi HBS-N (0,1M HEPES e 1,5M NaCl). Cada ligando foi
dissolvido numa solucao de tampao borato 100 mM e pH superior a 9,1 (uma vez que o

aminoacido para se ligar tem de estar na forma de NHy’).
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Figura 16: Esquema da imobilizacado do ligando L-tirosina no chip CM5. O mesmo método foi aplicado aos

ligandos L-tirosina-L-arginina e L-tirosina-L-tirosina.

Inicialmente, injetou-se uma mistura de 1:1 de NHS 0,1 M e 0,4 M de EDC a uma velocidade
de fluxo de 10 pyL / min e tempo de contato de 420 s. De seguida, injetou-se o ligando a
velocidade de fluxo de 2 pL/min e tempo de contato de 420 s. Posteriormente bloqueou-se os
esteres reativos que nao reagiram com -NH2 do ligando com solucao 1 M etanolamina-HCl a
pH=8,5. O protocolo foi efetuado para cada um dos ligandos em separado. A célula de fluxo 1
foi colocada como branco, isto é, a ativacdo foi igual as das restantes células de fluxo mas

sem imobilizacao do ligando.

2.4.2. Ensaios de afinidade das isoformas do plasmideo pVAX1-LacZ com os
ligandos L-tirosina e os dipeptideos L-tirosina-L-tirosina e L-tirosina-L-arginina
imobilizados na superficie do chip CM5

0 perfil de associacdo/dissociacao das isoformas do plasmideo pVAX1-LacZ com os ligandos L-
tirosina e os dipeptideos L-tirosina-L-tirosina e L-tirosina-L-arginina imobilizados foi avaliado
em dois tampdes de corrida (Tris-HCl 10 mM e Hepes acido 10 mM) e a duas temperaturas
diferentes T=10°C e 25°C. As concentracoes injetadas de cada isoforma foram escolhidas
tendo em conta a saturacao da superficie dos ligandos em cada célula de fluxo. Seguidamente

preparam-se solucdes mais diluidas de plasmideo perfazendo um total de cerca 10 tubos.

Todos os ensaios foram realizados com velocidade de fluxo de 2 yL/min e tempo de contacto
420 s e realizados duplicados. No caso da isoforma sc, em Tris-HCl e Hepes acido, e para
T=10°C e 25°C a gama de concentracdes utilizadas foi 0,13 mM a 0,25 pM. No caso da isoforma

In, em Tris-HCl e Hepes acido, e para T=10°C e 25°C a gama de concentragdes utilizadas foi
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0,125 mM 0,24 uM. Para a isoforma oc, nos mesmos tampdes e para T=10°C e 25°C a gama de

concentracodes utilizadas foi 0,5 mM a 0, 48 pM.

A subtracao da resposta da célula de referéncia para cada célula de fluxo permite eliminar as
interacdes nao especificas das isoformas com a matriz e artefactos do detetor. O perfil de
associacao e dissociacdo ligando-isoforma pDNA permitiu apenas fazer calculos de afinidade
para valores imediatamente antes da dissociacao entre 300-400 s.

Desta forma, a constante de equilibrio pode ser obtida a partir de um grafico RU (unidade de
ressonancia) em funcdo da Cuaito (M). Em que a constante de equilibrio é obtida por: Req=
(Kax[1%Rmax)/ (1+Kax[]xn). Esta constante é o inverso da constante de equilibrio de dissociacao
(Kp). Considera-se valor de baixa afinidade quando a ordem de grandeza de K; varia entre 104
e 10, valores com ordem de grandeza inferior a estes, sao considerados de alta afinidade. Na
curva que permite o calculo de Kp, o R.q tem de corresponder a metade do Rn.x que indica a
capacidade de ligacdo maxima a superficie.

0 grafico que permite o calculo de K, é obtido a partir de sensogramas que correspondem ao
RU vs tempo (s), no qual aparecem curvas distintas para cada concentracao. Estes
sensogramas permitem distinguir o momento de injecdo do analito, seguido da
associacao/dissociacao entre analito e ligando. Os sensogramas obtidos foram processados e

analisados no software BlAevaluation v.4.1 (GE Healthcare).
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Capitulo 3: Resultados e Discussao

3.1. Sintese quimica dos ligandos L-tirosina-L-tirosina e L-
tirosina-L-arginina

Os dipeptideos L-tirosina-L-tirosina e L-tirosina-L-arginina foram sintetizados pelo método
classico de sintese quimica de péptidos o qual consiste na protecdo do grupo amina do
primeiro aminoacido e o grupo carboxilico do segundo aminoacido, seguido da reacao de
coupling com o reagente DCC e por fim eliminacao dos grupos protetores. Deste modo, foram
necessarias quatro reacdes intermediarias até se obter o dipeptideo desprotegido.

A primeira reacdo consistia na protecao do grupo carboxilico da segunda L-tirosina com um
grupo metilo. O principal substrato utilizado foi a L-tirosina que reagiu com trietilamina,

obtendo-se o composto L-tirosina metil éster (figura 17).

O

CH3

NH,
HO
Figura 17: Estrutura quimica do primeiro intermediario: L-tirosina metil éster.

0 segundo passo da sintese do dipeptideo L-tirosina-L-tirosina teve como objetivo proteger a
amina da primeira L-tirosina com o grupo Boc. Mais uma vez o substrato principal foi a L-
tirosina mas desta vez reagiu com Boc. O produto foi o intermediario Boc-L-tirosina com um
subproduto da reacao, o 2-metilpropan-2-ol.

0
H
HsC 0 N,
g OH
HSC>( T
CHs 0

OH

Figura 18: Estrutura quimica do composto Boc-L-tirosina.

A terceira reacao consiste na formacao da ligacao peptidica através da adicdo do reagente de

coupling DCC obtendo-se o dipeptideo protegido (N-Boc-L-tirosina-L-tirosina metil éster) e o

31



Desenvolvimento de novos suportes cromatograficos para purificacao do DNA plasmideo

subproduto, o DCU. A purificacdo do dipeptideo foi realizada através de sucessivas

recristalizacées com cloroformio e éter de petroleo para eliminar o DCU.
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N OCH3
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HSC CH3

Figura 19: Estrutura quimica do dipeptideo L-tirosina-L-tirosina protegido.

A Ultima reacéo foi a desprotecao do dipeptideo (figura 20), realizada com adicdao de TFA em

diclorometano (90:10) e basificacdo com hidrdéxido de sodio a pH 14.
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Figura 20: Estrutura quimica do dipeptideo L-tirosina-L-tirosina.

No caso do dipeptideo L-tirosina-L-arginina, o coupling foi realizado seguindo um protocolo
analogo ao usado para a sintese do composto L-tirosina-L-tirosina, respeitando o método
classico de sintese quimica de péptidos. Protegeu-se o grupo amina da primeira L-tirosina
com Boc, levando a formacao de Boc-L-tirosina, ja previamente sintetizado para L-tirosina-L-
tirosina. O grupo carboxilico do segundo aminoacido, L-arginina, foi protegido com um grupo
metilo, formando a L-arginina metil éster. No entanto, a L-arginina metil éster utilizada no
coupling foi de origem comercial e nao sintetizada no laboratério, uma vez que este

composto ja existia em quantidade suficiente, ndo sendo necessario sintetiza-lo.

NH @)
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HoN N 0
2 H
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Figura 21: Estrutura quimica do composto L-arginina metil éster.
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Para o coupling deste dipeptideo também se usou o reagente DCC, que permitiu a ligacdo
entre o Boc-L-tirosina e a L-arginina metil éster comercial. Apesar de este método ter
permitido a sintese do dipeptideo L-tirosina-L-arginina protegido, nao foi possivel obter
resultados tdao eficazes como na sintese da L-tirosina-L-tirosina, uma vez que o N-Boc-L-
tirosina-L-arginina metil éster apresentava diversos contaminantes. Desta forma, tanto na
imobilizacao no chip CM5 para ensaios de afinidade entre o pDNA e este ligando, como nos

ensaios de STD-RMN, utilizou-se o dipeptideo L-tirosina-L-arginina comercial.
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Figura 22: Estrutura quimica do dipeptideo L-tirosina-L-arginina protegido.

3.2. Analise da afinidade das isoformas do plasmideo pVAX1-
LacZ com os ligandos por Ressondncia Plasménica de Superficie
(RPS)

3.2.1. Imobilizacao dos ligandos no chip CM5

No chip CM5 foram imobilizados os ligandos L-tirosina, L-tirosina-L-tirosina e L-tirosina-L-
arginina nas células de fluxo 2, 3 e 4, respetivamente. Aplicou-se o método amino-coupling
para a imobilizacao dos ligandos na superficie do chip.

A imobilizacao dos ligandos pelo método amina é dependente do pH e da concentracao dos
ligandos. Para que haja ligacdo entre os estéres previamente formados apods ativacdo dos
grupos COO- com EDC/NHS é necessario que os ligandos estejam na forma -NH, para que haja
formacao da ligacao covalente. Para isso o pH do ligando tem de ser superior ao pKa do grupo
amina. Para a L-tirosina utilizou-se pH 9,71 e concentracao de 27,2 mM ; para L-tirosina-L-
tirosina o pH foi 9,76 e a concentracao 0,24 M; e por ultimo L-tirosina-L-arginina a

concentracao utilizada foi de 0,129 M e pH foi de 10,04.
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Os niveis de imobilizacao dos ligandos na superficie ativada foram 71,7 RU, 103,5 RU e 89 RU
para L-tirosina, L-tirosina-L-tirosina e L-tirosina-L-arginina, respetivamente. Esta resposta

corresponde a diferenca entre os grupos que foram ativados e os que foram imobilizados.

3.2.2. Ensaios de afinidade entre as isoformas do plasmideo e os ligandos

Como foi referido no capitulo Materiais e Métodos foram utilizados dois tampdes de corrida,
Tris-HCl 10 mM pH 8,0 e Hepes 10 mM pH 7,4 e analisada a afinidade ligando/plasmideo a
duas temperaturas, T=10°C e 25°C. Nao houve sinal nos ensaios realizados com o tampao Tris-
HCl 10 mM para ambas as temperaturas, indicando que nestas condicées nao se estabelece
interaccao entre os ligandos e as isoformas do plasmideo. Os perfis dos sensogramas foram
semelhantes ao apresentado na figura 23, nao havendo resposta acima da baseline (0 RU).
Deste modo, nao foi possivel efetuar nenhum calculo de afinidade.

No entanto, apesar de nao haver formacao do complexo ligando-pDNA, estes resultados
podem ser aplicados a cromatografia, na medida em que esta solucao tampao pode favorecer
a eluicao das isoformas do pVAX1-LacZ que se encontrem retidas numa coluna com estes

suportes de afinidade.
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Figura 23: Perfil de sensograma que demonstra a inexisténcia de interacao entre a isoforma ln e
ligando L-tirosina em Tris-HCl 10 mM a T=25°C.

Aplicando uma solucao de Hepes acido 10 mM pH 7,4 como tampao de corrida, obteve-se
sinal na maioria dos ensaios. O perfil obtido para todos os ensaios ligando/plasmideo foi de
afinidade e nao cinético. Isto significa que as isoformas do plasmideo se associam e dissociam

rapidamente nao sendo possivel determinar ko, € k.. Na figura 24 sao apresentados exemplos
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de sensogramas que mostram o perfil de afinidade entre L-tirosina e a isoforma In do pVAX1-

LacZ. As constantes de dissociacao correspondem a elevada afinidade.
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Figura 24: Perfil de sensogramas que representam a associacao/dissociacao entre pDNA e o ligando.
Este perfil corresponde a formacao do complexo isoforma ln-L-tirosina no ensaio em Hepes acido 10 mM
aT=10°C.

Através dos sensogramas, é possivel calcular a afinidade, como a constante de dissociacao de
equilibrio Kp. As constantes de dissociacdo no equilibrio (Kp) foram determinadas através da
aplicacao do modelo de Langmuir e tracado da curva linear dos valores RU selecionados entre
300-400 s. O valor Kp é inversamente proporcional a afinidade, ou seja, quanto maior o valor,
menor a afinidade da isoforma do plasmideo para o ligando, e vice-versa. O calculo dos

parametros foi realizado com o software BlAevaluation 4.1 (GE Healthcare).
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Figura 25: Curva resposta (RU) vs concentracdo do analito no qual foi possivel efetuar o calculo de Kp. Este
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corresponde ao complexo isoforma oc-L-tirosina-L-arginina em Hepes acido 10 mM a T=10°C.

O calculo da constante de dissociacdo de equilibrio so6 € possivel quando existe saturacdo da
superficie do ligando. A figura 26 é um exemplo de um grafico resposta (RU) vs concentracao
do analito (M) em que nao houve saturacao da superficie L-tirosina-L-arginina com a isoforma

ocC.
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Figura 26: Curva resposta (RU) vs concentracado da isoforma oc no ligando L-tirosina-L-arginina em Hepes

acido 10 mM a T=10°C. Nao houve saturacdo da superficie de L-tirosina-L-arginina.

Na tabela 5 apresentam-se os valores do Kp para as temperaturas T=10°C e T=25°C.

Tabela 5: Constantes de dissociacdo (Kp) obtidas para os ensaios com o tampéo Hepes dcido 10 mM a
T=10°C e 25°C.

Hepes dcido 10 mM

T=10°C T=25°C
Isoformas Ligandos Kp Ky
L-tirosina 1,99x108+5,5x10° [ et

L-tirosina-L-tirosina| 1,12x10%£1,2 x10° | 4 75x109+3,58x10

L-tirosina 5,96x10+9,3x10"° | 5,20x10+4,6x10°"°

L-tirosina-L-tirosinal 8,09%10°+7,6x107'° | 4,44x1015,1x10°°

In L-tirosina-L-arginina| 1,58x10%+1,15x10° | 8,58x10+5,83x10"3
L-tirosina | @ cvvvvcvcvCTCL | e

oc L-tirosina-L-tirosina| T 1,18x108 +1,5x1077

L-tirosina-L-arginina| T 6,90x107 +1,5x10°¢

Apos a analise da tabela 5 podemos verificar que para T=10°C, a isoforma sc apresenta
afinidade ligeiramente superior com a L-tirosina-L-tirosina do que com a L-tirosina-L-arginina.
No entanto, a L-tirosina tem menor afinidade do que a L-tirosina-L-arginina. Isto evidéncia
que a presenca de uma segunda L-tirosina promove a interacdo com a isoforma sc. No geral, e
para T=10°C a isoforma ln apresenta maior afinidade comparativamente com a isoforma sc,

nomeadamente com a L-tirosina, seguida da L-tirosina-L-tirosina e a menor afinidade é com a
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L-tirosina-L-arginina. Para a isoforma oc a T=10°C nao houve sinal de RPS apds repeticao dos
ensaios com concentracdes crescentes de oc. Uma possivel explicacdo podera ser o aumento

da concentracao do tampéo utilizado que podera favorecer a ligacao do oc aos ligandos.

Nos ensaios realizados a T=25°C, a isoforma oc é a que apresenta menor afinidade
nomeadamente com a superficie L-tirosina-L-arginina, sendo que nao se obteve sinal de RPS
com a L-tirosina. No geral e para T=25°C a afinidade dos ligandos é maior para a isoforma sc,
nomeadamente com a L-tirosina-L-arginina (Kp=1,97x10). No entanto ndo ha uma diferenca
significativa entre as isoformas sc e In como verificado a T=10 °C. No caso da isoforma sc,
verificou-se que a presenca da L-tirosina diminui a afinidade sendo esta maior com a L-
tirosina-L-arginina e menor para L-tirosina-L-tirosina para T=25°C. Para a isoforma ln a
T=25°C, tal como aconteceu para a isoforma sc a T=10°C, a afinidade é maior verificou-se
com a L-tirosina-L-tirosina seguida da L-tirosina, sendo a que apresenta menor afinidade a L-
tirosina-L-arginina.

Fazendo uma perspectiva dos resultados obtidos por RPS com o tampao Hepes acido 10 mM,
verificou-se que em regra geral, a L-tirosina-L-tirosina apresenta maior afinidade para o pDNA
do que a L-tirosina. Existe uma maior afinidade da isoforma sc a T=25°C do que a T=10°C. A
interacdo com a L-tirosina-L-tirosina é preferencial em relacdo a L-tirosina-L-arginina a
T=10°C, mas a T=25°C, a afinidade da isoforma sc & maior com a L-tirosina-L-arginina. Em
todos os ensaios realizados, tanto a T=10°C como T=25°C, os valores de Kp obtidos (variando
entre Kp=6,9x107 e Kp=8,58x10° ), apresentavam ordens de grandeza que demonstram a
elevada afinidade para qualquer um dos ligandos testados, independentemente da isoforma
utilizada. Sendo assim, tanto a L-tirosina-L-tirosina, como a L-tirosina-L-arginina, podem ser
utilizados como ligandos em matrizes cromatograficas para reter a isoforma que se pretende
purificar, sabendo que se pode recorrer a Tris-HCl 10 mM para permitir uma posterior eluicao,
ja que nao se verificou interaccdo por RPS. No entanto, a L-tirosina como aminoacido sozinho
foi, em comparacao aos restantes ligandos testados, aquele que apresentou afinidade mais
baixa para a generalidade das isoformas, mas sempre com valores de K, que demonstravam
alta afinidade para qualquer uma das isoformas de pVax1-LacZ, desta forma, nao pode deixar
de ser apontado como um ligando que futuramente deve ser testado em técnicas

cromatograficas.

3.3.Ressonancia Magnética de Alta Resolucdo de Angulo Magico
(HR-MAS RMN)

0 aminoacido L-tirosina foi imobilizado em Sepharose CL-6B. Esta imobilizacdo iniciou-se com
a ativacao dos grupos hidroxilos da Sepharose CL-6B através de um protocolo em que se usa
uma solucao de NaOH 0,6 M com NaBH, 1,32 mM, seguido da adicao de 1,4-butanediol
diglicidil éter. Posteriormente adicionou-se a Sepharose ativada a solucdo de L-tirosina

obtendo-se o suporte Sepharose-L-tirosina. Apos a liofilizacdo do suporte Sepharose-L-
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tirosina, uma amostra deste foi inserida no rotor de zircénica, fazendo swelling em
cloroférmio deuterado. Por fim, o rotor foi colocado na sonda HR-MAS e iniciou-se a aquisicao

de espetros de 1D e 2D.

Recorrendo a técnica de HR-MAS RMN fez-se a caracterizacdo estrutural do suporte
Sepharose-L-tirosina sintetizado. Através da analise do espetro 'H HR-MAS da Sepharose com
o0s grupos epoxi ativados e do espetro do 'H HR-MAS da Sepharose-L-tirosina, salientam-se trés
desvios quimicos: 5,38 ppm (-OH do anel aromatico da L-tirosina); 11,26 ppm (-OH do grupo
carboxilico da L-tirosina) e 2,38 ppm (-NH da ligacdo entre L-tirosina e a Sepharose ativada).
Sao sinais que desviaram em relacdo ao espectro de 'H da L-tirosina livre e ndo tém

multiplicidade definida que indicam a imobilizacao da L-tirosina na Sepharose CL-6B.
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Figura 27: Espetro 'H HR-MAS Sepharose ativada (a) vs espetro 'H HR-MAS da Sepharose-L-tirosina (b).

3.4. Andlise da interacdo entre os suportes Sepharose-L-
tirosina, Sepharose-L-tirosina-L-tirosina e Sepharose-L-tirosina-
L-arginina e os 5’-mononucleétidos por STD-RMN

Para além da imobilizacdo do aminoacido L-tirosina em Sepharose CL-6B, também se
sintetizaram os suportes Sepharose-L-tirosina-L-tirosina e Sepharose-L-tirosina-L-arginina. O
protocolo de sintese aplicado a imobilizacao dos dipeptideos L-tirosina-L-tirosina e L-tirosina-

L-arginina em Sepharose CL-6B foi semelhante ao da sintese do Sepharose-L-tirosina.

Com o intuito de identificar os locais de ligacdao dos 5 -mononucleétidos com os trés suportes,

foram realizadas experiéncias de STD-RMN. Nestas experiéncias, cada um dos 5°-
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mononucledtidos (5’-AMP, 5’-CMP, 5’-GMP, 5’-TMP) foram adicionados aos suportes
Sepharose-L-tirosina, Sepharose-L-tirosina-L-tirosina e Sepharose-L-tirosina-L-arginina. Cada
solucao de complexo 5’-mononucleétido+suporte foi irradiada com uma frequéncia especifica,

distante dos sinais do 5’-mononucleétido, de forma a saturar todos os protdes do suporte.
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Figura 28: a) Espetro 'H RMN de 5’-AMP; b) espetro 5’-AMP:Sepharose-L-tirosina; c) espetro 5’-AMP:

Sepharose-L-tirosina-L-tirosina; d) espetro 5’-AMP: Sepharose-L-tirosina-L-arginina.
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Figura 29: a) Espetro 'H RMN de 5’-CMP b) espetro 5’-CMP:Sepharose-L-tirosina; c) espetro 5’-CMP:

Sepharose-L-tirosina-L-tirosina; d) espetro 5’-CMP: Sepharose-L-tirosina-L-arginina.
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Figura 30: a) Espetro 'H RMN de 5’-GMP; b) espetro 5’-GMP:Sepharose-L-tirosina; c) espetro 5’-GMP:

Sepharose-L-tirosina-L-tirosina; d) espetro 5’-GMP: Sepharose-L-tirosina-L-arginina.
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a) 5’-TMP
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Figura 31: a) Espetro 1H RMN de 5’-TMP; b) espetro 5’-TMP:Sepharose-L-tirosina; c) espetro 5’-TMP:

Sepharose-L-tirosina-L-tirosina; d) espetro 5’-TMP: Sepharose-L-tirosina-L-arginina.

42



Desenvolvimento de novos suportes cromatograficos para purificacao do DNA plasmideo

Os espetros de STD-RMN apresentados nas figuras 28, 29, 30 e 31 resultam da diferenca entre
o espectro de transferéncia de saturacdo e o espectro de RMN de referéncia de cada 5’-
mononucledtido, resultando no espectro de STD contendo unicamente os sinais dos protdes do

5’-mononucleétido que efectivamente se ligaram ao suporte.

Apos a analise dos espetros STD-RMN representados na figura 28, relativos ao 5’-AMP e aos
suportes, verifica-se que a interacdo com os trés suportes é maioritariamente pelo protao H,
da adenina (100% de saturacdo). Na presenca do suporte Sepharose-L-tirosina ha dois sinais de
STD com o protao Hg (17,9% de saturacao) e o protdao o Hy (7,57% de saturacao) da
desoxirribose. No caso da Sepharose-L-tirosina-L-tirosina além dos STD anteriores existe um
STD com os protdes Hs: e Hs» (13% de saturacao) adjacentes ao grupo fosfato. No caso do 5’-
AMP e na presenca da Sepharose-L-tirosina-L-arginina, a interaccao é através dos protoes da
base (H, com 100% de saturacao e Hg: com 66% de saturacao), havendo também uma interacéo

moderada através do protao H;- da desoxirribose (41% de saturacéo).

Relativamente ao 5’-CMP (figura 29) e através da analise dos espectros de STD, a interacao
com os suportes estudados envolve o protao Hs da citosina (100% de saturacao). Existe apenas
outro sinal de STD na presenca do suporte Sepharose-L-tirosina através do protao Hy: (66% de

saturacao) da desoxirribose. Este 5’-mononucleotido € o que apresenta menor % de STD.

As interacées do 5’-GMP (figura 30) com os suportes Sepharose-L-tirosina e Sepharose-L-
tirosina-L-arginina dao-se pelos mesmos protdes: H; da desoxirribose € o Hg da base. A
diferenca reside nas percentagens de saturacao que sao de 100% para o Hg e 56,5% para o Hy,
no caso do suporte Sepharose-L-tirosina enquanto que no caso da Sepharose-L-tirosina-L-
arginina a percentagem de saturacao mais alta corresponde ao Hy;, seguido do protao Hg (53%
de saturacdo). No caso do suporte Sepharose-L-tirosina-L-tirosina, a interaccdo é
maioritariamente pelos protdes Hs- e Hs» adjacentes ao grupo fosfato (100% de saturacao) e
pelo protdo H;- da desoxirribose (15% de saturacao). Este 5’-mononucleotido é aquele em que

a percentagem maxima de saturacao varia de suporte para suporte.

No caso do 5’-TMP (figura 31), para todos os suportes, a interacao é através do grupo metilo
(100% de saturacao) da base. No entanto, observaram-se dois sinais de STD com os suportes
Sepharose-L-tirosina-L-tirosina e Sepharose-L-tirosina, através dos protdes Hs: e Hs» (53,67% e
41,2% de saturacao, respetivamente) e protées H,» e Hy» (66% de saturacao para o suporte
Sepharose-L-tirosina-L-tirosina e 50,5% suporte Sepharose-L-tirosina), indicando o
envolvimento da desoxirribose e dos protdes adjacentes ao grupo fosfato na interacao com o
suporte. Desta forma, podemos concluir que a interacdo preferencial com os suportes é pelo
grupo metilo do 5’-TMP, seguida da desoxirribose, no caso dos suportes Sepharose-L-tirosina e
Sepharose-L-tirosina-L-tirosina (Hy',H,» € Hy-) e dos protdes adjacentes ao grupo fosfato. Este
5’-mononucleétido apresenta mais contactos com o suporte-L-tirosina-L-tirosina do que com o

suporte-L-tirosina-L-arginina (apenas um STD envolvendo o grupo metilo).

Analisando os suportes e no caso da Sepharose-L-tirosina e os 5’-mononucleétidos (5’-AMP, 5’-

CMP, 5°-GMP, 5’-TMP) interagem preferencialmente pela base. Na presenca da Sepharose-L-
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tirosina-L-tirosina a interacao é idéntica e preferencialmente pela base com excecdo do 5’-
GMP que é através dos protdes Hs- e Hs» adjacentes ao grupo fosfato. Para a Sepharose-L-
tirosina-L-arginina o resultado é idéntico ao do suporte L-tirosina-L-tirosina com excecao para

0 5’-GMP, em que a interacao com o suporte ¢ pelos protdes da desoxirribose.

5-AMP 5-CMP
120 .
12U
ff 160 _ Ann
= I ~ W —
& — | i) [— |
T o . > [ |
g~ [ | 580 [ ] 8 Senharose-L-tirosina
O E—— = 7 = 4
o . = [ |
> ) —— — B 2 [ | —
E E—— P — H
L . - I | L
v [ [ | > [ | [ | urosina
- ) —— —mm 5 E— |
® [ | & 40  EEEE ] Sepharose-|-tirosina- |-
[ [ | 1] [ | [ | i
an | | _ | = I | arginina
J— T Emm | ® . I |
[ = [ [ | || ] N ||
0 — — —— = i — —
HE 7 1 HR' A HR" 0 - .
H5 HT'
5.GMP 3-THP
120 120
100 100 —
< <
a [a]
80 L 80 —
Ja) fal
) & 40 —
© ©
z Z
54 5 40 -
g N
* 20 ae 20 -
0 0
H8 HT' H5' e H5" H2 e H2" H4 H5 e HY" CH3

Figura 32: Percentagem relativa de STD de cada um dos 5’-mononucleétidos com os suportes

Sepharose-L-tirosina, Sepharose-L-tirosina-L-tirosina e Sepharose-L-tirosina-L-arginina.

No geral, as interacoes envolvidas entre os suportes podem ser de empilhamento m-m entre o
anel aromatico da L-tirosina e as bases dos 5’-mononucleétidos. No caso do 5’-TMP a
interacdo pode ser hidrofdbica devido ao envolvimento do grupo metilo, assim como com a
desoxirribose. No caso do 5’-GMP a interacdo com a Sepharose-L-tirosina e Sepharose L-
tirosina-l-tirosina é diferente; no primeiro caso ligacdes de hidrogénio, empilhamento m-m e
van der Waals podem ser as predominantes enquanto que no segundo suporte podem ser

interacoes hidrofobicas e de van der Waals.
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A figura 32 representa os sinais de STD de cada 5’-mononucleétido com os suportes, através

do calculo da percentagem de saturacao.

Em estudos anteriores, outros aminoacidos que atualmente ja foram aplicados na
cromatografia de afinidade, também foram imobilizados em Sepharose e posteriormente, tal
como aconteceu com a Sepharose-L-tirosina, com a Sepharose-L-tirosina-L-tirosina e com a
Sepharose-L-tirosina-L-arginina, foram analisados por STD-RMN onde se avaliou a sua
interacdo com cada um dos 5’-mononucledtidos. A tabela 6 resume os resultados obtidos nas
experiéncias de STD-RMN para os suportes Sepharose-L-histidina, Sepharose-L-lisina e

Sepharose-L-argininal#7133134]

Tabela 6: Tabela resumo dos resultados obtidos em estudos anteriores para a interacao entre 5’-

[47][35]’

mononucleotidos:Sepharose-L-histidina 5’-mononucledtidos:Sepharose-L-lisina B4 e 5’-

mononucleotidos:Sepharose-L-arginina 341,

Sepharose-L-histidina Sepharose-L-lisina Sepharose-L-arginina
-Os sinais mais intensos sdo | -Sinal mais intenso com o | -Sinal mais intenso € com
Hs' e Hs» no grupo fosfato; grupo fosfato; Hss e Hs» do grupo
57 -Moderada intensidade nas | -Baixa intensidade com a | fosfato.
AMP interacoes com a | desoxirribose ou adenina.
desoxirribose.
-Sinais intensos na interacao | -Sinais obtidos sdo analogos | -Sinais intensos com a
com o grupo fosfato; aos que foram obtidos para o | desoxirribose e Hs e Hs»
57 -intensidade moderada na | suporte Sepharose-L-arginina. | do grupo fosfato;
CMP interacao com a
desoxirribose.
-Ligacdo preferencial pela | -Ligacdo mais intensa é com a | -Ligacdo mais intensa é
desoxirribose; desoxirribose; com a desoxirribose;
57 -Ligacdo moderada pelo Hs' | -Ligacao moderada pelo Hs: e | -90% de intensidade com
GMP | € Hs» do grupo fosfato. Hs» do grupo fosfato. Hs e Hs»;
-14% com Hg da Guanina.
-A ligacao ao grupo metilo | - Liga-se com maior | -Liga-se com maior
da Timina é a que acontece | intensidade ao grupo fosfato, | intensidade pelo grupo
57 com maior intensidade. seguido da interacao com a | fosfato;
TMp | -Existe também interacao | desoxirribose; -Existe  também uma
mais fraca com a | -Sinal moderado de interacao | interacao forte com o
desoxirribose. com o grupo CHs. grupo metilo da Timina.

Analisando a tabela 6, observa-se um padrao nas interacdes entre cada um dos 5’-
mononucledtidos e os suportes testados, &€ semelhante independentemente do suporte
analisado. No caso do 5’-AMP e 5’-CMP a interacao preferencial é sempre através dos protdes
adjacentes ao grupo fosfato. Para o 5’-TMP os protdes preferenciais envolvidos na interacao
com os suportes sao os do grupo metilo da base azotada enquanto que para o 5’-GMP sao os
da desoxirribose.

Fazendo um paralelismo entre os resultados de STD-RMN obtidos para os aminoacidos que ja
foram utilizados em AC e os resultados obtidos para os suportes testados nesta dissertacao,
verifica-se que no caso da 5’-TMP e do 5’-GMP existe uma semelhanca nas interacées. Tanto a
Sepharose-L-tirosina, como a Sepharose-L-tirosina-L-arginina ou a Sepharose-L-tirosina-L-

tirosina, no 5’-TMP, apresentam interacdes pelo grupo metilo, sendo na sua maioria
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interacdes hidrofébicas. Para o 5’-GMP, apesar de ndo ser uma interacao preferencial,
qualquer um destes suportes apresenta uma interacdao moderada através da desoxirribose,

sugerindo possiveis ligacdes de hidrogénio e interacoes de van der Waals.

As principais diferencas entre os suportes ja sintetizados (Sepharose-L-histidina, Sepharose-L-
lisina e Sepharose-L-arginina) e os novos suportes sao com o 5’-AMP e o 5’-CMP. Para estes 5’-
mononucledtidos, com a excecdo do suporte Sepharose-L-tirosina-L-tirosina (em que existe
apenas um STD de baixa intensidade referente aos protdées Hs: e Hs»), ndo existe qualquer
interacao através do grupo fosfato como sucedia nos suportes com os aminoacidos L-histidina,
L-lisina e L-arginina. Isto pode acontecer devido a uma preferéncia de ligacdo por parte do
anel aromatico da L-tirosina com os anéis das bases azotadas de 5’-AMP e 5’-CMP,
promovendo as interacdes de empilhamento m-m, o que nao ocorria em suportes com a L-
lisina e L-arginina. No caso do 5’-AMP e 5’-CMP, além de interacées de empilhamento m-m,

existem também ligacdes de hidrogénio e interacoes van der Waals.

Para os suportes Sepharose-L-tirosina, Sepharose-L-tirosina-L-arginina e Sepharose-L-tirosina-
L-tirosina verificou-se que as interacdes fundamentais foram de empilhamento m-m e
hidrofobicas. Este resultado vai de encontro ao que foi obtido para o suporte Sepharose-L-
histidina, uma vez que este aminoacido apresenta um anel imidazol que promove as
interacoes de empilhamento m-m. Nesse caso, interacoes de empilhamento n-m e interacoes
hidrofobicas entre a L-histidina e DNA/RNA fizeram com que em ensaios cromatograficos os
acidos nucleicos apresentassem uma tendéncia para eluirem com a diminuicao da
concentracao de sal. Posto isto e tendo em conta a exposicao dos nucledtidos nas cadeias, a
ordem de eluicao obtida foi: pDNA oc- gDNA- pDNA sc-RNAI?], Desta forma, é possivel que a

eluicdo, nos novos suportes sintetizados, seja analoga a obtida com o aminoacido L-histidina.

Associando os resultados obtidos por STD-RMN e aqueles que foram obtidos para RPS, ficou
comprovado que os ligandos L-tirosina, L-tirosina-L-tirosina e L-tirosina-L-arginina podem ser

testados como ligandos de afinidade em AC para purificacao de pDNA.
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Capitulo 4: Conclusao

Em estudos anteriores, verificou-se que aminoacidos como a L-histidina, L-lisina ou a L-
arginina podiam ser aplicados na cromatografia de afinidade, obtendo-se pDNA com os niveis
de purificacdo exigidos pelas agéncias reguladoras (como a FDA). Dado que € um objetivo da
indlstria farmacéutica obter pDNA cada vez mais puro, houve a necessidade de estudar novos
ligandos de afinidade. O objetivo deste trabalho foi explorar a possibilidade de utilizar outros
aminoacidos ou dipeptideos na cromatografia de afinidade para purificacdo do DNA
plasmidico. Inicialmente procedeu-se ao estudo do tipo de interacdes envolvidas e a posterior
avaliacao do seu comportamento na purificacdo de pDNA, de modo a que estes possam ser
utilizados em colunas cromatograficas. Os ligandos utilizados foram: L-tirosina, L-tirosina-L-
tirosina e L-tirosina-L-arginina. O dipeptideo L-tirosina-L-tirosina foi sintetizado seguindo o
método classico de sintese de dipeptideos. Neste método, protege-se a amina do primeiro
aminoacido com um grupo protetor Boc e o grupo carboxilico do segundo aminoacido com um

grupo metil.

O tipo de interacdes envolvidas e a afinidade dos ligandos foram avaliados por RPS e por STD-
RMN. A técnica de RPS permitiu avaliar a afinidade da L-tirosina, L-tirosina-L-tirosina e L-
tirosina-L-arginina com as isoformas do plasmideo pVAX1-LacZ. Nos ensaios realizados em
Hepes acido 10 mM, observou-se que a afinidade é maior para a isoforma sc com L-tirosina-L-
arginina a T=25°C (Kp=1,97x10°) e o menor para a isoforma oc com o mesmo ligando
(Kp=6,9%107). Para o ligando L-tirosina, a afinidade é maior para a isoforma ln tanto a T=10°C
(Kp=5,96x10"%) como a T=25°C (Kp=5,20x10"). O ligando L-tirosina-L-tirosina apresentou maior
afinidade para a isoforma In (Kp=4,44x10°). No geral, qualquer um destes ligandos apresentou
elevada afinidade para as isoformas do plasmideo pVAX1-LacZ visto que os valores de Kjp
obtidos sdo da ordem de grandeza de 107 e 10° M.

Através da técnica de STD-RMN, obteve-se informacédo estrutural acerca dos protdes dos 5’-
mononucledtidos envolvidos na ligacao aos trés suportes. As interacdes predominantes com
5’-AMP e 5’-CMP com os suportes foram semelhantes sendo estas interacdes de empilhamento
m-m entre os anéis aromaticos da L-tirosina e os anéis das bases azotadas dos 5°-
mononucledtidos. No caso do 5’-TMP, as interacdoes foram preferencialmente pelo grupo
metilo, sugerindo interacdes hidrofobicas. Apenas para o 5’-GMP existem diferencas no tipo
de interacdes; com os suportes Sepharose-L-tirosina e Sepharose-L-tirosina-L-arginina, as
interacdes ocorreram preferencialmente pela desoxirribose e pela base azotada, as possiveis
interacoes formadas foram ligacoes de hidrogénio, empilhamento m-m e interacdes de van der
Waals. No caso do suporte Sepharose-L-tirosina-L-tirosina a interacao do 5" -GMP foi através

dos protées do grupo fosfato.
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Os resultados obtidos por RPS e STD-RMN permitiram fazer o screening das interacoes entre os
ligandos e nucleotidos/acidos nucleicos e determinar as constantes de dissociacdo de
equilibrio com as isoformas do pVAX1-LacZ, demonstrando que os ligandos L-tirosina, L-
tirosina-L-tirosina e L-tirosina-L-arginina podem ser utilizados na purificacdo de pDNA em

cromatografia de afinidade.
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Capitulo 5: Perspetivas Futuras

O desenvolvimento de novos ligandos para suportes cromatograficos para purificacao de
acidos nucleicos € fundamental para que a AC possibilite a obtencao de pDNA cada vez mais
puro e com rendimentos mais elevados. Deste modo, futuramente deverao ser testados outros
derivados de aminoacidos ou peptideos.

Em relacao aos ligandos testados (L-tirosina, L-tirosina-L-tirosina e L-tirosina-L-arginina), uma
vez que ja se comprovou a alta afinidade para a isoforma sc do plasmideo pVAX1-LacZ, a
continuacao deste trabalho passara pela sua aplicacdo em colunas cromatograficas. Estas
colunas irao ser testadas a diferentes condicoes de pH e temperaturas, podendo ser aplicadas

a outros vetores nao-virais como o pcDNA3-FLAG-p53.
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