UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
ESCOLA POLITECNICA

RENAN DE JESUS PIVA
VICTOR SARTORI ARIETA

ESTUDO DA ADSORCAO DE RNA EM RESINA FENILICA PARA USO EM
CROMATOGRAFIA DE INTERACAO HIDROFOBICA

SAO PAULO
2014



RENAN DE JESUS PIVA
VICTOR SARTORI ARIETA

ESTUDO DA ADSORCAO DE RNA EM RESINA FENILICA PARA USO EM
CROMATOGRAFIA DE INTERACAO HIDROFOBICA

Trabalho de conclusdo de curso
apresentado ao Departamento de
Engenharia Quimica como exigéncia para
obtencdo do titulo de Bacharel em
Engenharia Quimica.

Orientador: Prof. Dr. Adriano Rodrigues

Azzoni

Sao Paulo
2014



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, em primeiro lugar, por prover-me a forga necesséaria para a
realizacéo deste trabalho.

A0S meus pais, responsaveis pela minha formacéao, orientacdo e apoio, aos quais

sou incansavelmente grato.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Adriano Rodrigues Azzoni, por sua gentil
disponibilidade, atencdo e paciéncia, assim como pela colaboracdo na revisao

desta dissertacéao.

Ao meu amigo e coautor deste trabalho, Victor Sartori Arieta, pelo esforco,

dedicacao e motivacdo em sempre realizar o melhor possivel.

A Universidade de S&o Paulo, & Escola Politécnica e a todos que direta ou

indiretamente fizeram parte da minha graduacao.

Renan de Jesus Piva

Agradeco, em primeiro lugar, ao meu colega Renan de Jesus Piva, coautor da
dissertacdo, que sempre mostrou disposicdo e empenho na realizacdo deste

trabalho.

Ao Prof. Dr. Adriano Rodrigues Azzoni, pelo constante suporte dado a nés, com

colaboracéo, paciéncia e atencédo necessarios a conducao deste trabalho.

A minha mae, Cristina, e meu pai, Francisco, que sempre me apoiaram nas minhas

escolhas, ajudando-me a trilhar os caminhos que sonhei.

Aos amigos que, indiretamente, contribuiram muito ao mostrar carinho e atencgéo

sempre que precisei.

Victor Sartori Arieta



"The scientist is motivated primarily by
curiosity and a desire for truth.”

(Irving Langmuir, Prémio Nobel de 1932,
Estocolmo)



RESUMO

Avancos consideraveis em pesquisas sobre terapia génica tém gerado uma
necessidade cada vez maior de produzir vetores capazes de realizar a entrega
génica de maneira eficaz. Os vetores ndo-virais, como os plasmideos, possuem
caracteristicas como baixo custo e simplicidade de producdo, mas sdo menos
eficazes que os vetores virais no que se refere a transfeccdo das células. Assim,
sdo necessarias grandes quantidades de plasmideos contendo altissima pureza e
alta resolugdo em sua isoforma superenovelada para garantir a efichcia dos
tratamentos. Ainda que produzir DNA plasmidial em grandes quantidades ndo seja
mais um desafio, sua purificacdo ainda representa uma barreira a ser superada,
com a necessidade de processos de purificacdo (downstream) viaveis e que
adequem o produto as exigéncias de qualidade postuladas por 6rgdos de saude,
como o FDA ou EMEA. Dentre esses processos, o de cromatografia por interacédo
hidrofobica (CIH) possibilita a obtencdo de plasmideos com alta pureza e
resolucéo, explorando a diferenca de hidrofibicidade entre o pDNA, que é produto
desejado, e as principais impurezas produzidas no seu processo de fabricagéo,
usualmente RNA, gDNA, endotoxinas e proteinas. Geralmente, esse processo
cromatografico ocorre de maneira negativa, isto €, sdo as impurezas que adsorvem
na matriz estacionaria. Este trabalho focou no estudo do equilibrio presente na
adsorcdo de RNA, uma das principais impurezas, em resina fenilica voltada para
uso em CIH. Para tal, células de Escherichia coli transformadas com o plasmideo
pVAX1GFP foram cultivadas e lisadas. O lisado, jA neutralizado e clarificado, foi
precipitado com isopropanol a 25%, para que se concentrasse mais RNA. O pellet
resultante dessa precipitacao foi resuspendido em buffer Tris-HClI com pH =8,0 e a
ele foi adicionado sulfato de aménio (sdlido), de tal forma que sua concentracdo
fosse igual a 2,5 M. A partir disso, diferentes solugbes foram preparadas, com
concentracbes de RNA variando de 5 ng/ul a 400 ng/ul. Essas solugbes foram
colocadas em contato com a resina de Phenyl-Sepharose 6 FF (low sub) por
aproximadamente 3 horas. Mediu-se a concentracdo de RNA em solucdo antes e
depois do processo, a fim de se verificar a quantidade adsorvida na resina fenilica.
Os resultados mostraram que, assim como 0 esperado, quanto maior a
concentracéo inicial de RNA, maior foi a quantidade adsorvida. No entanto, nos

testes realizados, ndo foi possivel detectar uma capacidade maxima de adsorcéo



da resina. Ainda assim, os resultados apresentaram indicios de que a adsorcéo de
RNA em resina Phenyl Sepharose nédo ocorre de forma especifica, isto €, em Unica
camada.

Palavras-chave: Adsorcdo em Phenyl Sepharose, Cromatografia de Interacdo

Hidrofébica, Purificacdo de pDNA, Terapia Génica.



ABSTRACT

Gene therapy is a topic that is being vastly discussed due to major improvements
recently. Those advances have come up with the need for high quality vectors
capable of performing transfections efficiently. Non-viral vectors, such as plasmids,
are characterized by both their low production costs and complexity, though they
are less effective in delivering the transfection properly. Therefore, extremely high
amounts of pDNA are needed with very high purity standards, as well as good
resolution, when it comes to their different isoforms, since the supercoiled one (sc)
is preferred instead of the others. Even though plasmid DNA production in high
guantities is not an issue, its purification step still remains a challenge, since
commercially available downstream processes that are capable of producing pDNA
that meets the regulatory requirements (such as FDA or EMEA) are expensive and
make them unprofitable. In this scenario, Hydrophobic Interaction Chromatography
has shown great potential to overcome the problem. This technique is capable of
purifying pDNA in high-resolution standards and its separation principle relies on the
hydrophobicity difference between pDNA (which is the desired product) and
impurities such as RNA, gDNA, endoxotins and proteins. Usually, HIC processes
occur in a negative configuration, that is, the impurities adsorb into the stationary
matrix, so pDNA can pass by and be thoroughly purified.

This work is aimed at studying the equilibrium found in the adsorption of RNA into a
Phenyl Sepharose matrix to be used in HIC. To do so, Escherichia coli cells,
already transformed with the plasmid pVAX1GFP, were cultivated, harvested and
lysed. The neutralized lysate was precipitated using isopropanol (25% in volume),
so the RNA could be concentrated. The pellet that was obtained in the precipitation
was resuspended in Tris-HCI buffer at pH = 8,0. To that, solid sodium sulfate was
added at 2,5 M. From that, different solutions were prepared, with RNA
concentrations ranging from 5 ng/ul to 400 ng/ul. Those solutions were kept in
contact with the Phenyl-Sepharose 6 FF (low sub) for approximately 3 hours. RNA
concentration was measured before and after the contact, in order to determine the
amount of RNA adsorbed into the resin.

The results showed that, as expected, the higher the initial RNA concentration, the
higher was the amount adsorbed. However, it has not been possible to determine

the maximum capacity of the resin from the tests that were run. Still, those results



have indicated that, most likely, RNA adsorption into Phenyl Sepharose resin

occurs in a non-specific manner, that is, not in a single layer.

Key words: Phenyl Sepharose Adsorption, Hydrophobic Interaction
Chromatography, pDNA purification, gene therapy.
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1 INTRODUCAO

Vacinas ou terapias génicas sédo formas inovadoras de se lidar com doencas e
tém mostrado grande potencial como uma nova técnica de tratamento. O principio
basico de seu funcionamento estd na introdugdo, nos pacientes, de genes
funcionais que complementem ou substituam aqueles que sejam defeituosos, a fim
de que proteinas de interesse sejam expressas. Esses genes frequentemente se
apresentam como DNA na forma de plasmideos (pDNA). A insercdo (ou
transfeccéo) desse material genético ocorre, por exemplo, de forma intramuscular,
e, uma vez incorporado ao material genético das células-alvo, leva a producao de
proteinas antigénicas que combatem ou previnem a doenca em questéo.
Atualmente, o cancer € a doenca mais comumente tratada via terapia génica
(WIRTH; PARKER; YLA-HERTTUALA, 2013) e o campo de aplicacdo dessas
vacinas estende-se a doencas infecciosas, doencas cardiovasculares e desordens
genéticas (IBRAHEEM; ELAISSARI; FESSI, 2014). Existem inUmeras vantagens
presentes no uso de plasmideos nesses tratamentos, como manufatura simples,
alta estabilidade, baixa toxicidade, além da possibilidade de poder introduzir uma
maior quantidade de genes em cada aplicacdo. No entanto, apesar dessas
vantagens, plasmideos nao penetram de forma eficiente nas células, devido ao seu
tamanho grande e sua hidrofilicidade (DE LA VEGA, 2013).

Assim, ha a motivacao de se obter, cada vez mais, pDNA de alta pureza e em
grande quantidade. Geralmente, os plasmideos que contém o gene de interesse
sdo obtidos apés fermentacdo em bactérias (ou outros microorganismos), em um
ambiente controlado de temperatura e agitacdo. No entanto, o material genético é
um constituinte intracelular e, dessa forma, exige-se nao s6 que as células sejam
lisadas, mas ainda que, apds o produto intracelular seja obtido, o plasmideo seja
purificado do resto. Geralmente, o lisado (que é neutralizado) contém proteinas,
endotoxinas, RNA, DNA gendmico (gDNA) e plasmidial (pDNA), conforme ilustrado
na Tabela 1.
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Tabela 1: Composicao tipica do lisado neutralizado obtido apds cultivo em batelada de E.cali.

Conteudo do lisado apos fermentacéo % em massa
Proteinas 55
RNA 21
gDNA 3
pDNA
Endotoxinas
Outros 15

Um dos desafios da purificacdo de pDNA no lisado esta relacionado ao fato

de as impurezas possuirem caracteristicas fisico-quimica muito semelhantes as do
produto desejado. A respeito disso, a agéncia reguladora americana U. S. Food
and Drug Administration (FDA) e europeia European Medicines Agency (EMEA)
recomendam valores maximos de impurezas praticaveis para que o produto - 0
plasmideo voltado para a terapia ou vacina génica — esteja 0 mais livre de

impurezas possiveis, garantindo operac¢des seguras e eficientes. Os critérios de

pureza aceitaveis estéo listados na Tabela 2.

Tabela 2: Critérios de pureza de pDNA com aplicacdo em terapia génica.

IMPUREZA LIMITE ACEITO
(% massa)
Proteinas < 0,5%*
gDNA <1%*
RNA <1%*
Endotoxinas <10 EU/mg plasmideo

*Segundo critérios da agéncia de saude americana (FDA, 2007).

Caso essa regulacdo ndo seja respeitada, efeitos adversos podem surgir,

como alergias as proteinas, danos musculares provocados pelo gDNA, entre
outras, que podem ser devidas uma combinagdo de fatores. Além desses efeitos
ndo-desejaveis, a presenca de impurezas pode afetar a eficiéncia da transfeccéo

do plasmideo nas células-alvo, ja que a interacdo destas com o plasmideo pode
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levar a uma alteracdo de suas estruturas secundaria e terciaria. Motiva-se, por
conseguinte, que a purificacdo de pDNA seja feita com maior recuperacao possivel,
garantindo eficiéncia nos tratamentos que fazem uso dele, além de baratear esses
processos, tornando-0s cada vez mais acessiveis.

Em pequena escala, a purificacdo de pDNA € um processo relativamente
simples e ja dominado, com o uso de kits especificos para esses fins. No entanto,
esses procedimentos geralmente fazem uso de componentes como enzimas (por
exemplo, RNAse que provém de células animais), tornando o processo em larga
escala inviavel sob o ponto de vista econémico. Dessa forma, no que se refere a
producdo de pDNA em larga escala, os processos cromatograficos representam
uma alternativa vidvel e comumente praticada, j& que possibilitam a realizacdo
dessa operacdo com custos inferiores, além de eficiéncias desejaveis.

A exemplo disso esta a Cromatografia por Interacdo Hidrofébica (CIH), que é
capaz de separar moléculas como RNA e gDNA desnaturado do pDNA, com
grande potencial (CARAMELO-NUNES et al.,, 2014). Isto é possivel gracas a
diferenca de hidrofobicidade entre as primeiras moléculas e segunda. O RNA e o
gDNA desnaturado sdo moléculas que possuem estruturas de fitas simples,
fazendo com que suas bases nitrogenadas figuem mais expostas e propensas a
interagirem com a matriz da coluna, de material hidrofébico (STADLER;
LEMMENS; NYHAMMAR, 2004). Usualmente, hd uma etapa anterior de
precipitacdo de RNA, proteinas e endotoxinas, o que é feito com substancias como
o isopropanol, reduzindo substancialmente a concentracao destes antes de fazer o
uso da coluna propriamente dita, para que essa ndo atinja a capacidade maxima
antes que a maioria das impurezas tenha sido removida. O processo de
Cromatografia por Interacdo Hidrofébica exige o uso de um buffer (ou tamp&o),
geralmente constituido de cloreto de sédio e sulfato de aménio, que garante que as
interacdes entre os constituintes da matriz e as biomoléculas ocorram de forma
adequada. Existe uma questdo ambiental no que diz respeito ao uso do sulfato de
amoénio, ja que é necessario tratar o efluente que contém esse sal em alta
concentragdo antes de descarta-lo; h4 uma restricdo em que o limite para se
descartar amo6nio em residuos biologicos ndo deve passar de 200 mg/l (BONTURI
et al., 2013). Com a visédo do processo de larga escala, isso pode representar uma
barreira ao uso do sulfato de amobnio, abrindo portas para o uso de outros sais,

como citrato de sddio e fosfato de potassio.
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O processo de Cromatografia por Interacdo Hidrofobica ja € utilizado com
sucesso para a separacdo de proteinas, mas seu uso ainda é restrito e pouco
estudado para o uso com material genético e, dado seu potencial, motiva-se a
investigacdo sobre o tema. Além disso, outra questéo relevante € a busca por uma
melhor alternativa para o buffer a ser utilizado, dada a importancia para a questéao
ambiental nos processos industriais.

Este trabalho, portanto, é focado no estudo de adsor¢cédo de RNA, a principal
impureza a ser tratada, em uma resina para uso em Cromatografia por Interacéo
Hidrofébica. O estudo elucidara o modelo de adsorcdo de RNA na resina, incluindo
seu devido equacionamento. Assim, pode-se entender melhor o processo pelo qual
o pDNA é purificado e, dessa forma, mais eficientemente projetar sistemas de
purificacdo de material genético em larga escala.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Uma revisao bibliografica estd apresentada nos topicos desse capitulo, que
inclui desde uma visédo geral do contexto do trabalho até aspectos mais especificos
do tema.

2.1 Terapiae Vacina Génicas

Vacinas tradicionais sdo aquelas em que o agente causador da doenca
(patégeno), ou fragmentos e toxinas dele, € inserido no paciente, de forma inativa
ou enfraquecida. Dessa forma, o sistema imunolégico de quem recebe a vacina é
ativado, produzindo antigenos/anticorpos capazes de combater esse agente. Com
isso, a memoria do sistema imunoldgico é incitada, de forma que o organismo ja
estara preparado para combater a doencga caso haja infeccgéo.

Ainda que as vacinas tradicionais j4 estejam bem estabelecidas em todo o
mundo, com grande aceitacdo por parte das populacdes e alta eficacia no combate
a diversas doencas infecciosas - como, por exemplo, 0 sucesso na erradicacao
total da variola no mundo - existem limitacdes e problemas consideraveis para esse
tipo de imunizacdo. Um fator importante reside na possibilidade de que o agente
patolégico atenuado que esta presente na vacina tradicional sofra mutacdes ou se
torne ativo novamente, o que levaria a infeccdo ou contratacdo da doenca ao
paciente que recebesse essa vacina. Um exemplo desse risco esta nas
dificuldades no desenvolvimento de vacinas desse tipo para o HIV, que ainda é
uma doenca sem cura. Além disso, em pacientes cujo sistema imunoldgico esteja
enfraguecido, como aqueles que tem cancer ou mesmo o virus do HIV, essas
vacinas podem gerar efeitos adversos ou indesejaveis, diminuindo sua eficécia.

Nesse contexto, a descoberta da capacidade das células em incorporar
material genético exdégeno (que nao pertence originalmente a elas) e expressa-lo,
produzindo as proteinas correspondentes, impulsionou fortemente o
desenvolvimento da terapia génica. Essa modalidade de terapia foca na entrega de
genes a células capazes de previnir ou tratar doencas. No caso das vacinas
génicas, o material genético que é inserido nas células do paciente leva a producgéo
das proteinas correspondentes ao agente causador da doenca, ativando o sistema
imunoldgico do paciente. No caso do tratamento de doengas genéticas, o intuito da

terapia génica € entregar genes funcionais que corrijam as mutacdes genéticas no
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genoma do paciente que levaram a producado de tumores. Dessa forma, a terapia
génica foca na entrega de genes funcionais com funcdes terapéuticas ou
profilaticas, sendo que essa entrega deve ser feita através de vetores, isto €,
agentes que desempenhem a fungéo de conduzir os genes de interesse as células-

alvo.
2.2 \Vetores para entrega génica

Os vetores para entrega génica podem ser virais ou nao virais. Os virais
representam a grande maioria dos estudos na area de terapia génica, devido a
elavada eficiéncia em introduzir fragmentos de DNA no interior de células, bem
como consolidado conhecimento sobre o assunto (WATANABE; NASU; KUMON,
2014). No entanto, ainda que seja eficiente, o uso de vetores virais € de elevado
custo de producdo e, além disso, pode apresentar a possibilidade de
recombinacdo, bem como produzir respostas imunoldgicas nos pacientes de alta
gravidade. Assim, apesar de fatores favoraveis, esses vetores também possuem
diversas limitagbes (HOARE et al., 2005). A Tabela 3 lista os principais vetores
utilizados em pesquisas de terapia génica.

Tabela 3: Vetores utilizados em pesquisas clinicas.

Sistema de Entrega % de uso em testes clinicos**
Virus* 68,4
pDNA 15,2
Lipidios Catibnicos 8,6
"Gene gun" 0,5
Outros 7,3

*Vetores virais incluem Retrovirus, Adenovirus, Poxvirus, entre outros.

** VValores referentes a dados de 2011.

Entre os vetores nao-virais, destaca-se o0 uso de pDNA, que sdo pequenos

fragmentos de DNA na forma circular, tendo como caracteristica a capacidade de
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se replicar independente. A secdo a seguir apresente 0s principais conceitos e
definicbes de DNA plasmidial. Devido a seu historico de uso seguro e custo
relativamente baixo de producéo, o uso de pDNA tem recebido atengcédo no que se
refere a terapia génica. No entanto, uma das limitacdes do seu uso € a baixa
eficiéncia deste vetor em realizar a transfeccdo do gene em questdo (AZZONI et
al., 2007). Dessa forma, ha a necessidade de se produzir pDNA em grandes
guantidades, exigindo processos de purificagdo de larga escala, que sejam
eficientes e rentaveis. Estima-se que, por dose, sdo necessarios 5 miligramas de
pDNA por quilo de massa corporal do paciente (RAIADO-PEREIRA et al., 2014).
Além disso, o produto deve possuir alta qualidade para que sua aplicacdo em

terapia génica seja satisfatoria.
2.3 Plasmideos

Plasmideos sdo moéleculas de DNA de fita dupla, comumente de forma
circular (ainda que sejam conhecidos exemplos na forma linear), que possuem a
caracteristica de replicacdo independente, sendo encontrados na forma livre no
interior das células (BROWN, 2012). Essas biomoléculas, encontradas tanto em
células procariéticas como eucarioticas, carregam um ou mais genes que conferem
vantagens adaptativas ao hospedeiro. Ainda assim, sua presenca néo € essencial

as células que habitam. De forma geral, um plasmideo contém (LIMA, 2008):

Um promotor eucariotico forte, de origem viral,

Sitios de clonagem, nos quais é possivel realizar a insercdo de genes
heter6logos em sua estrutura;

Sequéncia de poliadenilacdo, que é responsavel pela estabilizacdo a
transcricdo dos genes, além de tornar os promotores mais eficientes;

Gene de selecéo, que geralmente confere resisténcia a antibibticos;

Origem de replicacdo, que € responsavel por promover a replicagdo do
plasmideo em questado no interior da células. Essas caracteristicas estao ilustradas

na Figura 1.
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Figura 1: Mapa genérico de DNA plasmidial (LIMA, 2008)

Quanto a sua conformacdo, os plasmideos podem ter as seguintes
isoformas:

Superenovelada (também conhecida como sc ou "supercoiled"), na qual ele
esta enrolado sobre si mesmo, em uma configuracdo compacta. Assim, essa € a
forma mais encontrada de plasmideos no interior de células, que corresponde a
seu estado natural de conformacdo, sendo energeticamente mais favoravel a
replicacéo e transcricdo de seus genes. Essa conformacdo pode ser positiva, ha
gual ele esta enrolado no mesmo sentido das fitas duplas, para a esquerda, ou
negativa, que é a mais comum em células bacterianas, na qual o enrolamento se

da na direcao contraria, para a direita;

[N

Circular aberta (também conhecida como oc ou "open circular"), que
formada quando, por exemplo, uma das fitas de um plasmideo superenovelado é
rompida, fazendo com que ele se torne relaxado e menor compacto;

Linear, que é formada quando o rompimento ocorre em ambas as fitas do
plasmideo e na mesma posigéo.

Além dessas isoformas, DNA plasmidial também pode estar na forma
denaturada, na qual ha um desemparalhamento das cadeias complementares,
assim como ocorre com o DNA genbmico.

Uma vez que possui conformacao e, portanto, estrutura diferente, pDNA

supernovelado € mais compacto que as demais isoformas. Assim, correndo um gel
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de eletroforese, no qual a as amostras percorrem uma matriz de agarose, que € um
material poroso, pDNA sc ira migrar mais rapidamente - isto €, ird mais longe - que

as demais conformacdes. Esse efeito esté ilustrado Figura 2.

G020 ph

4030pb

250 pl

Figura 2: Diferentes isoformas de DNA plasmidial (LIMA, 2008).

No contexto de aplicacdo em terapia génica, pDNA superenovelado com
conformacao superenovelada (pDNA sc) € mais eficiente na entrega génica que as
conformacdes circular e linear, uma vez que se trata de uma forma mais estavel,
com atividade biolégica superior as demais. Assim, possuir pDNA com alta
concentracdo/pureza em sua isoforma sc € um critério de qualidade, previsto, por
exemplo, pela FDA, que exige que 90% de pDNA sc para aplicacdo em terapia

génica.

22



2.4  Producédo de pDNA em larga escala e seus desafios

A producédo de pDNA segue as etapas ilustradas na Figura 3.
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Figura 3: Principais etapas na producdo de pDNA, em pequena e larga escala. Adaptado de Ferreira
et al. (2000).

O primeiro passo para a producdo de plasmideos voltados para aplicacédo
em terapia génica é a construcao do vetor a ser utilizado. Nele, deve estar contido
0 gene de interesse para a aplicacdo especifica. Uma vez realizada essa etapa,
devem-se transformar linhagens de Escherichia coli competentes para que elas
contenham o vetor construido. Em posse da linhagem adequada transformada,
deve-se otimizar o meio de cultura para seu crescimento, de tal forma que, quando
cultivada, essa linhagem seja capaz de produzir o plasmideo de interesse em
grande quantidade, aumentando a produtividade do processo.

Em relacdo a producdo em larga escala, o processo de producdo de pDNA
ja esta bem estabelecido (CARNES; WILLIAMS, 2007). Empregam-se 0os modos de
operacdo em batelada e batelada alimentada. O ultimo € especialmente util para a
producdo de plasmideos de alta qualidade (com conformacgédo super-enovelada),
pois permite que a taxa de crescimento da cultura seja controlada e mantida abaixo
de seu valor maximo - isto é, operar o cultivo com um p<umax, 0 que € possivel
gracas a limitagdo de substrato no meio. Aléem disso, por manter a concentragéo de

substrato em um valor relativamente baixo, altas densidades celulares sao obtidas.
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Ja foram reportados processos com producdo de pDNA em altas concentragdes,
chegando a 220 mg/l em alguns casos (PRATHER et al., 2003).

Em relacdo a purificacdo de pDNA em larga escala, existem algumas
barreiras a serem vencidas. Apés a conclusdo da fermentacdo de E.coli, é
necessario realizar a lise das células obtidas, uma vez que os plasmideos se
encontram dentro delas. Isto é, essa etapa é a de captura do produto desejado.
Existem, basicamente, duas categorias de métodos para realizar a lise celular: os
fisico-mecanicos e os quimicos. Dentre os fisico-mecanicos, o meétodo mais
utilizado é o de rompimento por calor. J& dentre os quimicos, destaca-se a lise
alcalina. E importante que essa etapa do processo seja realizada de tal forma a
ndo danificar nem os plasmideos (ja que esse é o produto desejado) nem o DNA
gendmico das células, uma vez que, se fragmentado, a separacdo desses
componentes € dificultada e, consequentemente, qualidade do produto final é
comprometida (PRAZERES et al., 1999).

Uma vez realizada a lise celular, é necessario retirar todas as impurezas
presentes no lisado obtido. Usualmente, precipita-se a maior parte do pDNA
contido no lisado neutralizado com isopropanol a 0,7 volumes (DIOGO et al, 2000).
Dessa forma, pode-se remover a fracdo ndo precipitada, que contém basicamente
as impurezas indesejaveis ao produto final: proteinas, DNA genémico, endotoxinas
e RNA. O precipitado, por outro lado, contém plasmideo em alta concentracéo.
Esse processo é denominado clarificacdo e concentracao do produto, uma vez que
grande parte de impurezas é removida, concentrando-se o produto desejado e
diminuindo-se o volume do lisado resultante. No entanto, pelo fato da aplicacdo em
terapia génica exigir plasmideos com altos valores de concentracdo e pureza, faz-
se necessaria uma sucessiva etapa de purificacdo, para refinar o produto obtido e
adequa-lo as exigéncias das agéncias reguladores (FDA para os EUA e EMEA
para a Unido Européia), ilustrado na Tabela 2.

Em pequena escala, essa etapa de refino (também denominada de
polimento) é geralmente obtida com o uso de kits patenteados especificamente
manufaturados para esse fim e utiliza diferentes enzimas, como RNases e DNAses
para degradar as impurezas. No entanto, por se tratar de um recurso caro e de
dificil manipulacdo, seu uso fica restrito a escala laboriatorial. Ainda sim, alguns

estudos tém focado nesse contexto, com a criacdo de patentes de linhagens de
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E.coli recombinantes capazes de expressarem essas enzimas necessarias para a
degradacéo de impurezas (STADLER; LEMMENS; NYHAMMAR, 2004).

O maior desafio da purificacdo de pDNA em larga escala estd na remocéo
de impurezas que possuam caracteristicas fisico-quimicas semelhantes a ele,
como RNA, gDNA e outras formas indesejaveis do préprio plasmideo, como a
linear, relaxada ou mesmo desnaturada (STADLER; LEMMENS; NYHAMMAR,
2004). Além disso, é preciso considerar que, ainda que ja estejam consolidados
processos eficientes e otimizados para maximizar a produg¢do dos plasmideos de
interesse, o pDNA produzido correspondera apenas a uma pequena fracdo dos
produtos obtidos na fermentacéao, tipicamente menor que 3% em massa (RAIADO-
PEREIRA et al., 2014).

2.5 A cromatografia liquida no contexto da purificagdo de pDNA em larga

escala

Uma operacao cada vez mais estuda e utilizada no contexto de purificacédo
de DNA plasmidial em larga escala visando aplicacdo em terapia génica é a
cromatografia liquida. Pelo fato de as agéncias reguladoras exigirem plasmideos
de altissimas purezas e pelo menos 90% de pDNA na forma super-enovelada,
operacfes como precipitacdo seletiva com alcoois ndo sdo suficientes para
entregar o produto nas especificagcbes exigidas. Nesse contexto, processos
cromatograficos tém demonstrado a capacidade de atender aos critérios de pureza
exigidos.

Existem diversas modalidades de cromatografia liquida que podem ser
empregadas para purificar plasmideos, como as de troca-ibnica, afinidade,
interacdo hidrofobica e exclusdo molecular (DIOGO; QUEIROZ; PRAZERES,

2005). A Figura 4 ilustra os diferentes tipos de cromatografia.
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Figura 4: Principais tipos de cromatografia para purificacdo de pDNA em larga escala (Adaptado de
manuais da GE Healthcare, USA)

Em maior ou menor grau, todas essas modalidades de cromatografia ja
foram estudadas com o objetivo de se purificar DNA plasmidial visando aplicacéo
em terapia génica (DIOGO; QUEIROZ; PRAZERES, 2005). A Tabela 4 lista as

principais caracteristicas de cada modalidade.
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Tabela 4: Principais tipos de cromatografia liquida usados na purificacdo de pDNA para entrega

génica.

Modalidade de
: Forca-motora Vantagens Desvantagens
Cromatografia

Separagao Baixa
eparag capacidade de
. rapida, alta ~
Diferenca de carga entre resolucacio das separagéo
Forga-ionica pDNA e impurezas : & entre pDNA e
isoformas de RNA e
pDNA

endotoxinas

Altas resolucdes

i de hidrofobicidad das isoformas de Altas ~
Interacéo Diferenca de hidrofobicidade 0DNA e boa concentracdes
: r entre pDNA e impurezas ~ de sais
hidrofébica separacédo das L
impurezas necessarias
Possibilidade de
se utilizar Pouco u_s_ada
Diferenca de afinidade diferentes pSﬁAPubrg;iZ;
Afinidade bioldgica entre pDNA e ligantes P urézas
impurezas especificamente F: das:
voltados para a atingiaas,
aplicaciio em processo lento
questdo
Boa separacao Baixa
Excluséo Diferenca de tamanho entre entreep(I)DuI:lrg,sRNA SLeS:rlgggg ggs
molecular pDNA e impurezas , eparag
impurezas isoformas de
pequenaas pDNA

Dentre os tipos apresentados, a Cromatografia por Interacdo Hidrofobica
(CIH) tem apresentado resultados promissores na purificacdo de pDNA (BONTURI,

2011) e é a categoria de cromatografia abordada nesse trabalho, que sera melhor
descrita nos topicos seguintes.

27



2.6 Purificacdo de Plasmideos através da Cromatografia por Interacdo

Hidrofébica

A CIH com o objetivo de se purificar proteinas é um processo bem estudado
e estabelecido, com resultados muito satisfatérios do ponto de vista de pureza
alcacada e eficiéncia do processo (BO et al., 2013). De fato, ja existe no mercado
uma série de resinas para o uso em CIH visando a purificacdo de proteinas. Ja no
contexto da purificacdo de pDNA em larga escala, o uso dessa operacdo é
relativamente menos conhecido, ainda que muitos estudos voltados para
investigacdo tém sido feitos, com resultados extremamente positivos (FREITAS;
SANTOS; PRAZERES, 2009).

A cromatografia por interacdo hidrofébica (CIH) utiliza o fato de que
moléculas de pDNA possuem hidrofobicidade diferente das impurezas que
precisam ser separadas, como RNA, gDNA, DNA denaturado, endotoxinas e
proteinas. Essa diferenca também é significativa para as diferentes conformacdes
de DNA plasmidial, como a circular aberta e a linear.

O principio envolvido na CIH esta na interacdo entre 0s grupos apolares das
moléculas da fase mével com os ligantes apolares da fase estacionaria (que estéao
imobilizados). Essas interacbes séo favorecidas em altas concentracfes de sais -
também chamados de sais cosmotrdpicos - que possibilitam que as moléculas de
agua responsaveis pela camada de hidratacdo das moléculas de proteina ou
material genético se desloquem para o meio da solu¢édo. Assim, 0s grupos apolares
das biomoléculas a serem adsorvidas tornam-se livres para se ligaram aos grupos
apolares da fase estacionaria, promovendo o processo de adsorcdo, que é
termodinamicamente favoravel nesse contexto. Diminundo-se a concentracdo
desses sais na solucao, a eluicdo do material adsorvido na matriz estacionaria é
possivel, garantindo sua recuperacédo de forma adequada. A Figura 5 ilustra esse

comportamento para moléculas de proteina.
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Figura 5: Comportamento da adosrcéo de biomoléculas de proteinas em matrizes estacionarias por
interacéo hidrofébica. Adaptado de McCue (2009)

Basicamente, existem dois modos de operagdo de CIH nesse contexto: a
convencional e a negativa.

Na convencional, o DNA plasmidial (em sua forma superenovelada), isto é, o
produto desejado, adsorve na matriz estaciondria, sendo que sua recuperagao €
feita com a eluicdo, alterando-se a forga idnica da solugéo.

Na negativa, sdo as impurezas que adsorvem na matriz, e o pDNA sai na
fase de lavagem da coluna cromatografica. O uso do modo convencional ou
negativo depende da solucdo a ser purificada. Se a quantidade de impurezas for
grande, é interessante que se promova a adosr¢ao do produto desejado na matriz,
ja que este esta em menor quantidade e, dessa forma, evita-se que a capacidade
maxima de adsorcdo da coluna seja facilmente atingida, otimizando essa etapa de
purificacdo. Estudos com ambos os modos de operacao ja foram estudados e
mostram resultados positivos na recuperacdo de pDNA superenovelado
(TRINDADE et al., 2005).

Um topico que tem sido alvo de estudos recentes nesse contexto € a
utilizacdo de diferentes sais que promovam, de forma eficiente e seletiva, a
purificagdo de pDNA por processos que envolvam CIH em uma de suas etapas.
Usualmente, o sulfato de aménio € empregado para esse fim, com resultados
positivos. H& relatos recentes do uso de citrato de sédio na literatura, também com
resultados positivos (FREITAS; SANTOS; PRAZERES, 2009).

Em relagdo a matriz estacionaria utilizada na CIH, estudos ja foram
realizados utilizando-se adsorventes de fenil-agarose (com alta e baixa substituicdo
de ligantes), octil-agarose e butil-agarose (BONTURI, 2011) Desses, os de fenil-
agarose se mostraram mais promissores na purificacdo de pDNA, capazes de
purifica-lo com altas resolu¢cdes em relacdo as suas diferentes isoformas, o que

confere uma importante e vantajosa caracteristica desse processo: ainda que, em
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sua grande maioria, sc pDNA seja formado em cultivos celulares de E.coli, o
grande numero de etapas de processos downstream conferem um estresse a
essas estuturas, e, inevitavelmente, as conformacgdes cirular e linear sdo formadas
também e, portanto, faz-se necessario separa-las da superenovelada.

Em geral, uma grande vantagem do uso da cromatografia em processos de
purificacdo é o facil scale-up em processos de larga escala, além de excelente
capacidade de remover impurezas indesejaveis, uma vez otimizadas as condi¢des
para a aplicacdo especifica (DIOGO et al., 2000).

No entanto, no contexto de purificacdo de acidos nucleicos com aplicacéo
em terapia génica, estudos do equilibrio de adsorcdo dessas biomoléculas ainda
nao foram feitos. Assim, nao se dispde, por exemplo, de qual modelo de isotermas
de adsorcdo € seguido, o que dificulta a predicdo de pardametros como a
capacidade maxima de adsorcdo de uma coluna, ou ainda do comportamento dela
dependendo da concentracdo inicial de impurezas presente na solucdo a ser

purificada.
2.7 Isotermas de Adsorcgéo

O estudo do equilibrio de adsor¢cdo em cromatografia pode ser quantificado
através da construcdo de isotermas de adsorcdo. Estas curvas podem ser obtidas
através de experimentos com a solucdo a ser purificada (como impurezas ou o
produto desejado) e o material adsorvente (como resinas para cromatografia). Para
tal, solucbes com diferentes concentracbes do material a ser adsorvido sdo
utilizadas, forcando-se o contato deste com a matriz imobilizada, até que se atinja o
equilibrio. Assim, medindo-se a concentragao final do sistema, que é concentracao
de equilibrio, pode-se estimar a quantidade, em massa, de material que foi
adsorvido (SANHUEZA, 2001). Dessa forma, 0 conjunto de experimentos permite a
construcdo das isotermas de adsorcdo, que, dependendo do mecanismo de
adsorcao, possuem diferentes comportamentos, sendo que alguns deles estéao

ilustrados Figura 6.
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Figura 6: Diferentes tipos de isotermas de adsor¢cdo. Adaptado de SANHUENZA, 2001.

Ainda que relativamente simples, essas curvas podem fornecer informacdes
Uteis para o scale-up de processos cromatograficos de biomoléculas, como a
existéncia (ou ndo) de uma capacidade maxima de adsorcéo

Diversos fatores afetam as isotermas de adsorcao, como o pH da solucao, a
temperatura e, principalmente, o tipo de adsorvente utilizado no processo.

O modelamento matematico das isotermas de adsorcdo permite a obtencéo
de parametros Uteis para estimar a capacidade de materiais adsorventes para
determinadas moléculas. Esse modelamento pode ser estendido para
biomoléculas, como proteinas, pDNA e RNA. Em especial as duas Ultimas séo de
atil investigacdo dado o crescente uso de processos cromatografiicos nos quais o

fenbmeno de adsorcao esta presente, como na CIH (SCHMOEGER et al., 2010).
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3 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo apresentados os métodos empregados no trabalho, que
compreendem as etapas de preparacdo de solu¢gbes tampao, cultivo e lise celular,
recuperacdo e purificacdo de RNA e testes de adsor¢cdo com resina fenilica. Essas
etapas, listadas a seguir, contém o0s respectivos materiais utilizados para a

execucao.
3.1 Preparacéo das Solu¢gdes Tampao

Solugbes tampao foram inicialmente preparadas para serem posteriormente
utilizadas no processo de obtencédo do lisado neutralizado, de acordo com a Tabela
5.

Tabela 5: Tampdes preparados para os experimentos.

Tampéo Composicao
1 10 mmol/l Tris-HCI, 50 mmol/I glicose, 10 mmol/l EDTA
2 200 mmol/l de NaOH e SDS 1% (m/v);
3 Acetato de potassio 3 mol/l com pH 5,5 corrigido com acido acéti
glacial.
4 Sulfato de aménio M = 2,5 mol/l.

3.2 Cultivo Celular e Lisado Neutralizado

Para a obtencado do lisado neutralizado foi realizado, inicialmente, o cultivo
de células de Escherichia coli DH5a competentes previamente transformadas com

o plasmideo pVAX1GFP, que esta esquematizado na Figura 7.
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Figura 7: Mapa do vetor plasmidial pVAX1GFP (Azzoni et al., 2007).

Esse vetor possui um promotor viral (CMV), gene repérter (GFP), conferindo
caracteristica de produzir a proteina fluorescente verde (green fluorescent protein),
gene de resisténcia ao antibiético canamicina (Kan) e origirem de replicacdo de
procariotos (pUC).

O inéculo foi preparado através da adicdo de 40 ul de solugao celular em 5
ml de meio de cultivo Luria Bertani (LB) e o frasco foi refrigerado a 4 -C pelo
periodo de 16 horas, overnight, de forma a reduzir o tempo da fase lag do
crescimento celular.

Na manha seguinte, o indculo foi diluido em 500 ml de meio LB contendo 0,5
ml de solucdo do antibiético canamicina (30 mg/ml). O crescimento foi realizado por
8 horas em agitador C24 Incubator Shaker (New Brunswick Scientific, EUA) nas
condi¢cBes de 37 -C e 250 rpm e amostras foram retiradas a cada 30 minutos para
determinar o fim da fase exponencial via medidas de absorbancia (A = 600 nm) em
espectrofotometro (AJX-1000, Micronal). As células foram recuperadas por
centrifugagéo, conduzida a 6000 g e 8 -C por 10 minutos.

Os pellets formados foram ressuspendidos em 16 ml de tamp&o 10 mmol/l
Tris-HCI, 50 mmol/L glicose, 10 mmol/L EDTA. Em seguida, 16 ml de tampéao 200
mmol/l de NaOH e SDS 1% (m/v) foram adicionados e a mistura foi deixada em
temperatura ambiente por 10 minutos. Por fim, o lisado foi neutralizado com adicéo

de 8 ml da solucdo de acetato de potassio 3 mol/l pH 5,5 corrigido com &cido
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acético glacial. O lisado neutralizado foi refrigerado a 4 -C por 10 minutos e
centrifugado (12000 g e 4 -C) por 50 minutos. O sobrenadante obtido apés a

centrifugacéo foi separado e armazenado a -70 C.
3.3 Adsorcgéo do RNA

Ao lisado neutralizado foram adicionados 0,25 volumes de isopropanol.
Baixas concentracfes de isopropanol promovem a precipitacdo seletiva do RNA,
de modo que o pDNA continue na fase liquida do lisado. A suspenséo foi
refrigerada a 4 -C por 90 minutos e, entdo, centrifugada (15.000 g, 4 -C) por 30
minutos.

ApGs a centrifugacao, obtiveram-se pellets com alto teor de RNA. Entdo, os
pellets foram ressuspendidos com solucdo de sulfato de amdnio 2,5 mol/l na
proporcao de 1 ml de sulfato de aménio para cada 8 ml de suspenséo centrifugada.
Em busca de se obter maiores recuperacfes de RNA, a solucdo de sulfato de
amonio foi substituida por tampé&o Tris-HCI 10 mmol/l ph 8,0 e sulfato de aménio

sélido foi adicionado para se obter uma concentragdo igual a 2,5 mol/I.
3.4 Resinade adsorcao

A resina utilizada no estudo foi a Phenyl Sepharose 6 Fast Flow (low sub)
(GE Healthcare, Suécia), contendo 25 pmol ligantes fenil/ml meio ligadas em matriz
de agarose 6% composta por particulas esféricas de 90 pum de tamanho meédio,
conforme estudada por Bonturi, 2011 (Figura 8).

OH

|
-0-CH,-CH-CH,-O- @

Figura 8: Representacédo esquematica da resina de Phenyl Sepharose com o ligante hidrofébico

fenil (GE Healthcare, Suécia).
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3.5 Ensaios de Adsorcao

Para o levantamento da isoterma foram preparadas solucdes, a partir do
RNA previamente obtido, com diferentes concentragdes de RNA, sendo elas iguais
a5, 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200 e 400 ng/yl.

A quantificacdo da adsorcao foi realizada misturando-se 0,5 ml da solucéo
com concentragao conhecida de RNA a 10 ul de resina Phenyl Sepharose 6 Fast
Flow (low sub). A mistura foi mantida sob agitagdo branda e constante em
Homogeneizador de Sangue AP 22 (Phoenix Equipamentos Cientificos, Brasil) por
3 horas. Ao término do procedimento, as amostras foram centrifugadas (15000 g, 4
°C) por 15 minutos. Pellets da fase resina + RNA foram formados e o sobrenadante
foi recuperado. A concentracdo de RNA na solugdo sobrenadante foi medida em
espectrofotometro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, EUA), indicando a

guantidade de RNA néo adsorvida pela resina.
3.6 Eletroforese em Gel de Agarose a 0,8%

FracOes do lisado neutralizado e da solugdo concentrada em RNA foram
submetidas a ensaios de eletroforese em gel de agarose a 0,8 % (em massa)
condizida durante 3 horas em equipamento apropriado (H33 Mini Horizontal
Submarine Unit, Amersham Biosciences) alimentado a 60 V (Electrophoresis Power
Supply - EPS 301, GE Healthcare). Foi utilizado o tamp&o de corrida Tris basico 40
mmol/l, &cido acético 20 mmol/l e EDTA 1 mmol/l, pH 8,0 (TAE).

O gel formado foi tratado com solucdo SYBR® Safe (Life Technologies, EUA)
na proporcao de 1:20000 (em volume) de &gua destilada. As bandas de acidos
nucleicos foram evidenciadas através de exposicdo a luz UV no sistema de

imagem (Gel Logic 212 Pro, Carestream).

35



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo discutidos os resultados obtidos referentes ao cultivo
celular, & recuperacdo de RNA a partir da precipitacdo com isopropanol e,
principalmente, & capacidade adsortiva da resina Phenyl Sepharose 6 Fast Flow

(low sub) em relacdo ao RNA.
4.1  Cultivo Celular

Mesmo com a preparacdo prévia do inéculo, o cultivo celular apresentou
uma fase lag (fase de crescimento lento) de aproximadamente 5 horas. O cultivo foi
interrompido ainda na fase exponencial, para que a producdo de pDNA e RNA
pelas células estivesse ocorrendo em sua taxa maxima, permitindo a maior
recuperacéo desses produtos posteriormente.

Ainda sim, o numero final de células obtido foi inferior ao esperado, uma vez
gue, apos 8 horas de cultivo a absorbancia medida situou-se abaixo de 0,8, o que

pode ser ilustrado pela extensa fase lag que apresentou.
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Figura 9: Acompanhamento do crescimento celular de Escherichia coli DH5a transformada com o
plasmideo pVAX1GFP, em meio LB, via medidas de absorbancia em comprimento de onda igual a
600 nm.

Os dados do cultivo celular foram tratados com o intuito de se estudar a
cinética de crescimento da linhagem de E.coli utilizada. Na fase de crescimento

exponencial, isto €, na qual a taxa especifica de crescimento € maxima (u=pmax),
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tem-se 0 seguinte balanco de massa (células), considerando o processo em

batelada (VILLADSEN et al, 2011):

Em que:
N € o numero de células no meio no tempo t;
t € o tempo considerado,dado em h;

u é taxa especifica de crescimento, dada em h!

Integrando-se a equacéao 1, tem-se:

Em que:

No € 0 numero de células no meio no tempo inicial;

Rerranjando equacéo 2, tem-se que:

In(N) = u.t + In(N,)

(Equacédo 1)

(Equagéo 2)

(Equacgéo 3)

A equacao 3 permite que, obtendo os valores de N experimentalmente ao

longo do tempo, seja calculado o valor da taxa especifica de crescimento. Em

termos praticos, a quantidade de células em um meio pode ser medida de varias

formas, sendo nos experimentos deste trabalho utilizou-se a medida da densidade

Optica a A = 600nm, que € o valor tipico para biomassa. Uma vez que os valores de

absorbancia representam a quantidade de células no meio proporcionalmente

(MADIGAN et al, 2010), é possivel reescrever a equacao 3, obtendo-se a seguinte

expressao:
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In(DOgop) = p-t + (D000 =0
(Equacéo 4)
Assim, considerando-se apenas os dados experimentais relativos a fase
exponencial, isto €, o periodo de crescimento no qual a taxa especifica de
crescimento € maxima (umax), pode-se construir o grafico representado pela figura

a seguir, em formato semilogaritimico.

Dados da fase exponencial do cultuvo celular

0
0 1 2 3

y = 0.7083x - 6.2184
-1 R? = 0.98395

In(DOs00)

Tempo (h)

Figura 10: Fase exponencial do cultivo celular.

A linearizacdo dos dados da Figura 9 fornece o valor de pmax = 0,7083h.
Pode-se, a partir desse dado, calcular o tempo de duplicacdo das células (td) no

cultivo, de acordo com a equacao a seguir.

In(2)
T

ta

(Equacéo 5)

Nesse caso, a partir da equacdo 5, obtém-se t¢ = 0,98h. O valor da taxa
especifica de crescimento maximo obtido a partir dos dados experimentais
apresentou-se ligeiramente abaixo dos encontrados na literatura, em meio LB,

tipicamente em torno de 0,9h' para linhagens de E.coli recombinantes
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(BACHINGER; MARTENSSON; MANDENIUS, 1998), que tendem a crescer mais

lentamente que as linhagens puras.
4.2 Recuperacao e Purificacdo do RNA

Inicialmente, a purificagdo de RNA foi realizada com 0,2 volumes de
isopropanol. Apos centrifugacéo, o pellet de RNA obtito foi resuspendido em uma
solucéo de sulfato de amoénio a 2,5 mol/l. A concentracdo de RNA no sobrenadante
foi igual a 65,8 ng/ul, permitindo apenas a sintese de solugdes com concentragao
até 50 ng/ul, numero relativamente baixos para a construgdo de isotermas, uma
vez que, em processos de larga escala, solucbes com contracdes mais altas séao
tipicamente obtidas.

Buscando-se obter solucbes de RNA mais concentradas, o processo de
precipitacéo foi repetido adicionando-se, desta vez, 0,25 volumes de isopropanol, e
o pellet novamente resuspendido em solucdo de sulfato de aménio a 2,5 mol/l. Foi
possivel, entdo, atingir uma concentragao igual a 337,53 ng/ul. Solugbes com
concentragdo de RNA até 150 ng/ul foram preparadas. Ainda sim, as
concentracOes de RNA obtidas foram baixas.

Portanto, para que concentracdes ainda mais altas pudessem ser obtidas, o
método foi repetido pela terceira vez. Isopropanol foi utilizado novamente na
proporcdo de 0,25 volumes, porém os pellets formados apés centrifugacdo foram
ressuspendidos em solugéo Tris-HCI 10mmol/l com pH igual a 8,0 e sulfato de
amonio solido foi adicionado até que se obtivesse concentracdo igual a 2,5 mol/l.

A ressuspensdo com Tris-HCI foi adotada buscando-se obter maior
solubilizacdo de RNA. De fato, a concentracdo de RNA na solucdo estoque
resultante apods este procedimento foi igual a 1390 ng/pl. Foi possivel, desta forma,
preparar solucbes com teores de RNA até 400 ng/pl.

A baixa concentracdo de RNA obtida nos dois primeiros experimentos,
guando a suspensao foi feita apenas com a solucéo de sulfato de amonio a 2,5M,
pode ser explicada pelo fato de que esse sal promove o efeito de salting in, isto é, a
precipitacdo de RNA é preferida em relagéo a dissolu¢cdo no meio. Por isso, quando
se utlizou o tampéo Tris-HCI, a concentracdo de RNA obtida foi susbtancialmente

superior.
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4.3 Testes de adsorcdo em resina Phenyl Sepharose

Os ensaios de adsorcdo foram conduzidos com solucbes de RNA de
concentragdes conhecidas na faixa de 5 a 400 ng/ul. Os resultados indicaram duas
faixas com comportamentos distintos.

Solugbes menos concentradas em RNA, 5 a 75 ng/ul, ndo apresentaram
comportamento com tendéncia linear entre a quantidade de soluto adsorvido por
volume de resina (ge) e a concentracao de equilibrio do soluto na solugéo (C.,). A
variancia nos resultados ndo permitiu identificar um padrao bem definido (Figura
11).

5
T4 75ng/ul @
o
= 4
o
E 3
s 3
Z
? 2
®
;Zc( : 50 ng/ul @
ng/u
2 1 25 ng/ul
P 10 ng/ul *
ng/u
0 5ng1p|. °
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Ceq [ng/pl]

Figura 11: Massa de adsorbato retido na estacionaria em fungdo da concentracao de equilibrio

observada ao fim do ensaio para concentracdes iniciais de 5 a 75 ng/ul de adsorbato.

Solugbes mais concentradas em RNA, 100 a 400 ng/ul, apresentaram um
comportamento com tendéncia linear entre a quantidade de soluto adsorvido por
volume de resina (ge) e a concentracdao de equilibrio do soluto na solucédo (C..),
conforme apresentado na Figura 12.
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Figura 12: Massa de adsorbato retido na estacionaria em fun¢do da concentracao de equilibrio

observada ao fim do ensaio para concentragfes iniciais de 100 a 400 ng/pl de adsorbato.

A comparacdo dos dois grupos distintos permitiu observar que solucdes
mais concentradas proporcionaram maior retencdo de adsorbato na resina, como
esperado. Para solugces mais concentradas, a concentracdo de equilibrio obtida foi
10 vezes inferior a concentracgéao inicial. Para as solu¢des mais diluidas, por outro
lado, a concentracdo de equilibrio permaneceu proxima a inicial.

N&o foi possivel, através dos resultados, identificar um patamar onde ge se
mantivesse constante independente do aumento de Ceq. LOgoO, a capacidade
adsortiva maxima da resina ndo pode ser determinada. Ainda assim, os testes
indicaram que a resina Phenyl Sepharose 6 FF (low sub) adsorveu quantidades de
RNA proximos a 40 mg/ml de resina utilizado. Esse resultado surpreende, tendo
em vista os estudos ja conduzidos com a mesma matriz no sentido de avaliar sua
capacidade adsortiva perante algumas proteinas.

Hahn et al. (2003) investigaram a capacidade adsortiva, em testes
dindmicos, de diversas matrizes em relagdo a proteina albumina sérica extraida de
bovinos (BSA). Para a resina Phenyl Saphrose 6 FF (low sub), obtiveram
capacidade superior a 20 mg/ml em relacdo a BSA.

Uma vez que o RNA é uma molécula maior que as de proteinas, esperava-
se gque o adsorvente apresentasse um desempenho inferior quanto a retencao
deste acido nucleico. O resultado obtido, entretanto, foi oposto ao esperado. Isto

pode ser um indicio de que a adsorcdo de RNA em resina Phenyl Sepharose 6 FF
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(low sub) ocorre através de uma interacdo nao especifica, de modo que multiplas
camadas de RNA sejam formadas sobre a superficie da resina.

A isoterma de Langmuir tem sido frequentemente utilizada em trabalhos
académicos para validacdo de modelos de adsorcdo devido a sua simplicidade e
vasta aplicabilidade (BAJPAI, 2010). O comportamento apresentado pela resina
deste trabalho, frente ao RNA, entretanto, ndo pode ser descrito pelo modelo
proposto por Langmuir, uma vez que este modelo possui sua teoria fundamentada
em adsor¢cdo em monocamada, ou seja, ele desconsidera a interagdo entre as
moléculas do adsorbato. De fato, a regressdo linear dos dados experimentais
obtidos (Tabela 6), através da linearizacdo do modelo de Langmuir (Equacédo 6),
corrobora com a hipétese, ao exibir um comportamento que se distancia de uma

reta (Figura 13).

Ceq __( 1 )(j 4 1
qe QO e Kl = Qo

(Equacgéo 6)
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Figura 13: Linearizacdo do modelo tedérico de adsor¢do de Langmuir para os ensaios de

adsorcdo com concentracdes iniciais de RNA na faixa de 100 a 400 ng/ul.

Por outro lado, os resultados obtidos para as solu¢gées com concentracdo de
RNA entre 100 e 400 ng/ul pemitiram um bom ajuste de parametros (Tabela 6),
conforme exibido na Figura 14, através da equacao de Freundlich (Equagéo 7).
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Este modelo, por sua vez, foi desenvolvido empiricamente e n&do considera
uniformidade (ALVES; REIS; HUNT, 2010), indicando, assim, que a adsorcao

estudada pode ocorrer de forma ndo especifica.

1
log(gqe) = ElogCeq + logKf

(Equagéo 7)
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Figura 14: Linearizacdo do modelo empirico de adsor¢éo de Freundlich para os ensaios de

adsorcdo com concentracdes iniciais de RNA na faixa de 100 a 400 ng/ul.

Tabela 6: Parametros de Langmuir e Freundlich para a adsorcdo de RNA em resina fenilica

Phenyl Sepharose 6 FF (low sub)

Langmuir Freundlich
Pardmetros R2 Qo Ki R2 n Ks
Unidade [mg RNA/ [ml Solugdo [mg RNA/ ml Resina]*[ml
ml Resina]  / mg RNA] Solugcdo/mg RNA]Y
Valores 0,174 -451,8 -1,754 0,996 0,966 19,619

4.4  Eletroforese do lisado neutralizado e do RNA purificado

O teste de eletroforese em matriz de agarose a 0,8% foi feito analisando-se
duas solugoes distintas: O lisado celular clarificado (solucéo A) e a solugcdo de RNA
concentrada que foi utilizada nos testes com a resina fenilica (solugdo B). Em

ambas as solucdes, esperava-se obter bandas claras de RNA, presente em
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grandes quantidades nos dois casos. A Figura 14 ilustra os resultados do gel
obtidos.

Marcador Solugao Solugado
A B

Figura 15: Eletroforese feita em matriz de agarose a 0,8%

A banda da esquerda € o marcador utilizado para indicar o tamanho das bandas
obtidas para as solucdes A e B. Pode-se notar bandas de alta intensidade na parte
inferior do gel que corresponde ao RNA nas solugbes. Por outro lado, com
intensidade mais fraca, pode-se notas bandas na faixa de 2500 bp, que
provavelmente corresponde ao plasmideo pVAX1GFP. Ainda que, como indicado
pela Figura 7, esse plasmideo possua pouco mais de 3500 pb, o resultado do gel
provavelmente corresponde a sua isoforma superenovelada, que por ser mais
compacta, caminha mais rapidamente pela matriz de agarose do gel e, dessa
forma, o marcador indica um tamanho menor da biomolécula. A baixa intensidade
dessa banda reflete sua baixa concentracdo em ambas as solucbes, o que pode
ser atribuido, sob uma otica generalizada, em sua ja esperada baixa quantidade

produzida em comparacdo com o RNA (no cultivo celular) e, por um lado mais
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particular, ao cultivo celular em si, que mostrou uma fase lag relativamente longa e
ndo permitiu que as células de E.coli pudessem produzir, em quantidades

apreciaveis, o plasmideo em questéo.
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5 CONCLUSOES
51 Cultivo celular

Os resultados obtidos relativos ao crecimento celular durante o cultivo permitiram
observar tanto a fase lag como a fase exponencial. A partir desses dados, péde-se
calcular o valor da taxa de crecimento especifico das células de Escherichia coli
transformadas com o plasmideo pVAX1GFP. O valor obtido é compativel com o

encontrado na literatura, ainda que ligeiramente abaixo.
5.2  Lise celular e precipitagdo com isopropanol

Apos o cultivo, a lise celular permitiu recuperar de forma adequada o material
intracelular, como proteinas, endotoxinas, gDNA, RNA e pDNA.

A precipitagdo com isopropanol a 25% permitiu, de forma seletiva, concentrar o
RNA presente no lisado, cujo pellet foi resuspendido em tamp&o Tris-HCI 10mm e
pH 8,0.

5.3 Testes de adsorcao com resina fenilica

Os testes realizados com a resina de Phenyl Sepharose mostraram, para
concentracbes de RNA iniciais superiores a 100 mg/mL, altas quantidades
adsorvidas, chegando a valores proximos de 40 mg de RNA adsorvido/mL de
resina. Esses valores sédo proximos dos encontrados para testes semelhantes feito
com biomoléculas de proteinas, o que é um resultado muito positivo. Ainda sim,
nao foi possivel determinar qualquer valor de capacidade maxima de adsorcéo da
resina. Dessa forma, os resultados obtidos indicaram um comportamento de
adsorcdo de RNA que ndo corresponde ao modelo de Langmuir, caracteristico, por
exemplo, do comportamento observado com proteinas. Por outro lado, justamente
por ndo revelar um patamar de capacidade adsortiva, a adsor¢cdo de RNA em
resina para cromatografia hidrofébica sugere que haja um mecanismo de adsorgéo
nao especifico, isto é, ndo apenas entre as biomoléculas de RNA e o grupo
hidrofibico da resina, mas também entre as proprias moléculas de RNA.

Os dados foram melhor ajustados ao modelo de Freundlich, indicando que a
adsorcao de RNA em resina Phenyl Sepharose ndao ocorre com a formacéo de

camada unica de adsorbato.
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6 PERSPECTIVAS

Uma vez que os testes de adsor¢cdo com a resina para cromatografia por interacéo
hidrofébica foram feitos com solugbes de RNA com concentracdes iniciais de até
400 mg/mL, néo foi possivel observar o comportamento do equilibrio da adsorcao
em concentragdes maiores, nos quais, por exemplo, poderia se estudar a
existéncia de uma capacidade maxima de adsorcao da resina, bem como modelos
de equilibrio de adsorc¢éo alternativos que o sistema poderia se ajustar.

Além disso, outros testes poderiam ser feitos utilizando, por exemplo, sais
cosmotropicos como o citrato de sddio, que ja se mostrou eficiente em promover a
interacdo hidrofobica de material genético em resinas fenilicas (FREITAS;
SANTOS; PRAZERES, 2009) e nao possui as limitacdes de descarte ambiental
como o sulfato de amonio, que foi utilizado nos experimentos deste trabalho.

Por fim, seria interessante também promover a adsorgcao entre, por exemplo, pDNA
e a resina utilizada, ja que existem processos cromatograficos de purificacdo de
pDNA gue se ddo de maneira positiva, isto €, nos quais é o produto desejado que
adsorve na matriz estaciondria. Portanto, estudar o comportamento do equilibrio de
pDNA na resina poderia elucidar a capacidade adsortiva desses processos em

termos de eficiéncia de processo.
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