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Resumo

0 virus influenza é a causa de uma doenca respiratoria grave, comummente chamada de gripe,
de elevada transmissibilidade e distribuicido global e que provoca elevados niveis de
mortalidade por todo o mundo. A melhor opcao para travar esta doenca viral e contagiosa € a
vacinacao. Apesar das vacinas da gripe convencionais, baseadas na tecnologia de ovos de
galinha embrionados, serem normalmente eficazes, apenas conferem protecao contra as
estirpes dominantes de cada ano e tém um risco zoonotico associado. Deste modo, sao
produzidas anualmente novas vacinas para antecipar as estirpes circulantes do virus, processo
que leva meses até estar concluido. As vacinas de DNA, baseadas na tecnologia do DNA
recombinante, sdo uma alternativa promissora relativamente a vacinacdo convencional uma
vez que sao efetivas, e tém um processo de producédo genérico e facil de transpor para larga
escala, em oposicao ao complexo processo de producdo associado as vacinas convencionais.
Esta terapéutica consiste na expressiao de um plasmideo com os genes que codificam os
antigénios de interesse num hospedeiro apropriado, permitindo a sua producao in vivo. No
entanto, as vacinas de DNA requerem uma grande quantidade e com elevado grau de pureza,
da isoforma superenrolada do DNA plasmidico biologicamente ativa. A cromatografia tem sido
a técnica de escolha na purificacao do pDNA por ser reprodutivel, fiavel e facil de transpor para
larga escala. No entanto, as matrizes convencionais usadas para este fim apresentam algumas
limitacGes como as suas baixas propriedades de transferéncia de massa e baixa capacidade de
ligacdo para moléculas maiores com o pDNA. Neste sentido, os criogéis podem ser utilizados no
processo downstream por serem uma boa alternativa as matrizes cromatograficas
convencionais, devido aos seus poros grandes e interconectados, boa difusibilidade e
capacidade de ligacao entre a molécula alvo e o suporte. O acido barbitirico, bem como os
seus analogos tio- e/ou N,N-di-substituidos podem ser facilmente ligados aos criogéis ativados
com grupos epoxido fazendo uso da bem descrita reatividade nucleofilica do C-5 na forma de

enol ou enolato.

Deste modo, foram preparados suportes cromatograficos baseados em criogéis derivatizados
em condicbes acidicas e utilizando ligandos barbitiricos representativos como o acido
barbitlrico, tiobarbitirico e 1,3-difenil-2-tiobarbitirico, com diferentes concentracées de
ligando. Assim, no presente trabalho de investigacao, foi testada a purificacdo do pDNA NTC
7482-41H-VA2 HA com 6.471 kbp que codifica a glicoproteina antigénica de superficie do virus

influenza, hemaglutinina, utilizando suportes de criogéis derivatizados com barbituratos.

Para isto, foram quimicamente sintetizadas colunas de criogel com diferentes densidades de
ligando. Inicialmente, foi estudado o perfil de retencao e eluicao bem como a separacao da
isoforma superenrolada do pDNA da isoforma circular aberta, com base nas diferentes matrizes
sintetizadas, sendo a coluna de criogel com acido 1,3-difenil-2-tiobarbitirico com 5,0 mg/mL,

aquela que demonstrou os melhores resultados, sendo por isso a escolhida para os estudos



posteriores de separacao de isoformas. Este suporte foi explorado através da manipulacao de
diferentes concentracoes de sal e valores de pH, nos equipamentos cromatograficos Flash
Protein Liquid Chromatographic e AKTA Purifier, numa tentativa de separar a isoforma
superenrolada do pDNA como exigido pelas agéncias reguladoras. A melhor estratégia de
separacao das isoformas consistiu na aplicacdo de um gradiente crescente de cloreto de sddio
usando 10,0 mM de tampao acetato de sddio com pH 5,0 como passo de ligacdo, e uma
estratégia de eluicao por dois passos usando o mesmo tampao com 0,550 M, seguido de 1,0 M
de cloreto de sodio, que resultou numa separacao parcial das isoformas sc e oc do pDNA do
amostra pré-purificada. Na amostra de lisado, a utilizacdo de 10,0 mM de tampao acetato de
sodio com pH 5,0 como passo de ligacao, e uma estratégia de eluicao por dois passos usando o
mesmo tampao com 0,263 M, seguido de 2,500 M de cloreto de sddio promoveu a separacao da
isoforma superenrolada do DNA do RNA, proteinas e outras impurezas com 65,60 % de pureza e
um grau de recuperacao de 88,0 %. Os resultados obtidos demonstram a aplicabilidade dos
criogéis de acido 1,3-difenil-2-tiobarbitirico com 5,0 mg/mL na separacdo e purificacao das

vacinas de pDNA contra o virus influenza por cromatografia de afinidade.
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Abstract

The influenza virus is the cause of a severe respiratory disease, commonly called flu, with high
transmissivity, global distribution and high levels of mortality all over the world. The best
option to prevent this viral and contagious disease is vaccination. Despite the conventional
influenza vaccines, based on embryonated chicken eggs technology, are usually effective, they
only provide protection against the dominant strains each year and have a zoonotic risk
associated. Thus, new vaccines must be produced annually to anticipate circulating virus
strains, a process which takes months to be completed. DNA vaccines are based on recombinant
DNA technology and are a promising alternative to conventional vaccines, since they are
effective, and have a generic production process and easy to upscale contrary to the complex
production process associated to conventional vaccines. This therapy consists of an expression
plasmid with the gene encoding the antigen of interest in a suitable host, allowing their
production in vivo. However, to scale-up this technology, pDNA vaccines require a large
quantity of highly pure biologically active supercoiled (sc) plasmid DNA (pDNA) with
pharmaceutical grade which is obtained by the purification steps at downstream processing
level. Chromatography has been the technique of choice in pDNA purification because is
reproducible, reliable and easy to transpose to large scale. However, conventional matrices
used for this purpose have some limitations such as their low mass transfer properties and low
binding capacity for larger molecules such as pDNA. In this regard, cryogels can be used in
downstream process to be a good alternative to conventional chromatography matrices, due to
its large pores and interconnected diffusivity and good binding capacity between the target
molecule and the support. Barbituric acid, their thio and/or N,N-disubstituted analogs can be
easily linked to epoxy based cryogels using the very well-known reactivity of the C-5 as enol or
enolate. In the present study, chromatographic supports were prepared using cryogels
derivatized with barbiturates such as barbituric acid, thiobarbituric and 1,3-diphenyl-2-
thiobarbituric at different concentrations. Thus, the purification of a plasmid NTC 7482-41H-
VA2 HA encoding the surface glycoprotein of influenza, hemagglutinin was performed using
cryogels derivatized with barbiturates with different ligand densities as supports. Initially, the
retention and elution profile was studied as well as the separation of pDNA sc isoform isoform
of open circular, in different matrices. The cryogel with 1,3-diphenyl-2-thiobarbituric acid (5,0
mg / ml) has shown the best results and was therefore chosen for further studies separation of
isoforms using different salt concentrations and pH values , in the Flash Protein Liquid
Chromatographic and AKTA Purifier equipments,. The better separation strategy was applied
using 10,0 mM sodium acetate buffer at pH 5,0 as binding step and the elution was achieved
with two steps using the same buffer containing 0,550 M, followed by 1,0 M chloride sodium.
The lysate was purified using 10,0 mM sodium acetate buffer at pH 5,0 as binding step, followed

by two steps using the same buffer with 0,263 M and by 2,50 M sodium chloride respectively.
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The separation of sc isoform from RNA, proteins and other impurities was performed and a
65.60 % purity and degree of recovery of 88,0 % was obtained. The results demonstrate the
potential applicability of cryogels derivatized with acid 1,3-diphenyl-2-thiobarbituric in the

separation and purification of of influenza pDNA vaccines by affinity chromatography.
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Influenza; Flu infection; DNA Vaccines; pDNA; Purification; Affinity Chromatography; Cryogels;
barbiturates.
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linha 2: fracao correspondente ao pico 2; oc corresponde ao DNA circular aberto; sc corresponde

a isoforma superenrolada do pDNA; linear corresponde ao DNA linear.
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Figura 36: (A) Perfil cromatografico da amostra pré-purificada de pVAX1-LacZ injetada na
coluna de criogel de acido tiobarbitlrico 5,0 mg/mL. O equilibrio da coluna foi feito com
tampao acetato de sodio 10,0 mM pH 5,0 e a eluicdo com por passos a 0,25 M, 0,52 M e 2,50 M
de tampao acetato de sédio 10,0 mM pH 5,0, como demonstrado pela linha azul-clara em
tracejado. Volume de injecao: 10,00 pL. (B) Electroforese em gel de agarose dos picos obtidos.
Linha A: amostra pré-purificada injetada na coluna; Linha 1:fracdo correspondente ao pico 1;
linha 2: fracao correspondente ao pico 2; linha 3: fracao correspondente ao pico 3. oc
corresponde ao DNA circular aberto; sc corresponde a isoforma superenrolada do pDNA; linear

corresponde ao DNA linear.

Figura 37: (A) Perfil cromatografico de amostra pré-purificada de pVAX1-LacZ injetada na
coluna de criogel de acido tiobarbitlrico 5,0 mg/mL. O equilibrio da coluna foi feito com
tampao acetato de sodio 10,0 mM pH 5,0,0 e a eluicdo com por passos a 0,52 M, 0,75 M e 2,50
M de tampao acetato de sodio 10,0 mM pH 5,0,0, como demonstrado pela linha azul-clara em
tracejado. Volume de injecao: 10,00 pL. (B) Electroforese em gel de agarose dos picos obtidos.
Linha A: amostra pré-purificada injetada na coluna; Linha 1:fracdo correspondente ao pico 1;
linha 2: fracao correspondente ao pico 2; linha 3: fracao correspondente ao pico 3. oc

corresponde ao DNA circular aberto; sc corresponde a isoforma superenrolada do pDNA.

Figura 38: (A) Perfil cromatografico da amostra pré-purificada de pVAX1-LacZ injetada na
coluna de criogel de acido tiobarbitirico 5,0 mg/mL. O equilibrio da coluna foi feito com
tampéao acetato de sodio 10,0 mM pH 5,0,0 e a eluicdo com por passos a 0,53 M e 2,50 M de
tampao acetato de sdédio 10,0 mM pH 5,0,0, como demonstrado pela linha azul-clara em
tracejado. Volume de injecao: 10,00 pL. (B) Electroforese em gel de agarose dos picos obtidos.
Linha A: amostra pré-purificada injetada na coluna; Linha 1:fracdo correspondente ao pico 1;
linha 2: fracao correspondente ao pico 2. oc corresponde ao DNA circular aberto; sc corresponde

a isoforma superenrolada do pDNA;

Figura 39: (A) Perfil cromatografico da amostra pré-purificada de pVAX1-LacZ injetada na
coluna de criogel de acido tiobarbittrico 5,0 mg/mL. O equilibrio da coluna foi feito com
tampao acetato de sodio 10,0 mM pH 5,0,0 e a eluicdo com por passos a 0,54 M e 2,50 M de
tampéo acetato de sddio 10,0 mM pH 5,0,0, como demonstrado pela linha azul-clara em
tracejado. Volume de injecao: 10,00 pL. (B) Electroforese em gel de agarose dos picos obtidos.
Linha A: amostra pré-purificada injetada na coluna; Linha 1: fracdo correspondente ao pico 1;
linha 2: fracao correspondente ao pico 2. oc corresponde ao DNA circular aberto; sc corresponde

a isoforma superenrolada do pDNA; linear corresponde ao DNA linear.

Figura 40: (A) Perfil cromatografico da amostra pré-purificada de pVAX1-LacZ injetada na
coluna de criogel de acido tiobarbitirico 5,0 mg/mL. O equilibrio da coluna foi feito com
tampao acetato de sédio 10,0 mM pH 5,0,0 e a eluicdo com por passos a 0,545M e 2,50 M de
tampao acetato de sdédio 10,0 mM pH 5,0,0, como demonstrado pela linha azul-clara em
tracejado. Volume de injecao: 10,00 pL. (B) Electroforese em gel de agarose dos picos obtidos.

Linha A: amostra pré-purificada injetada na coluna; Linha 1: fracdo correspondente ao pico 1;
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linha 2: fracao correspondente ao pico 2. oc corresponde ao DNA circular aberto; sc corresponde

a isoforma superenrolada do pDNA; linear corresponde ao DNA linear.

Figura 41: (A) Perfil cromatografico da amostra pré-purificada de pVAX1-LacZ injetada na
coluna de criogel de acido tiobarbitlrico 5,0 mg/mL. O equilibrio da coluna foi feito com
tampao acetato de sodio 10,0 mM pH 5,0,0 e a eluicdo com por passos a 0,55 M e 2,50 M de
tampédo acetato de sodio 10,0 mM pH 5,0, como demonstrado pela linha azul-clara em
tracejado. Volume de injecao: 10,00 pL. (B) Electroforese em gel de agarose dos picos obtidos.
Linha A: amostra pré-purificada injetada na coluna; Linha 1: fracdo correspondente ao pico 1;
linha 2: fracao correspondente ao pico 2. oc corresponde ao DNA circular aberto; sc corresponde

a isoforma superenrolada do pDNA;

Figura 42: (A) Perfil cromatografico da amostra pré-purificada de pVAX1-LacZ injetada na
coluna de criogel de acido tiobarbitirico 5,0 mg/mL. O equilibrio da coluna foi feito com
tampéao acetato de sodio 10,0 mM pH 5,0,0 e a eluicdo com por passos a 0,25 M, 0,5 M e 2,50
M de tampao acetato de soédio 10,0 mM pH 5,0,0, como demonstrado pela linha azul-clara em
tracejado. Volume de injecao: 10,00 pL. (B) Electroforese em gel de agarose dos picos obtidos.
Linha A: amostra pré-purificada injetada na coluna; Linha 1:fracdo correspondente ao pico 1;
linha 2: fracao correspondente ao pico 2. oc corresponde ao DNA circular aberto; sc corresponde

a isoforma superenrolada do pDNA; linear corresponde ao DNA linear.

Figura 43: (A) Perfil cromatografico da amostra pré-purificada de pVAX1-LacZ injetada na
coluna de criogel de acido tiobarbitlrico 5,0 mg/mL. O equilibrio da coluna foi feito com
tampao acetato de sodio 10,0 mM pH 5,0 e a eluicdo com por passos a 0,25 M, 0,50 M e 2,50 M
de tampéao acetato de sodio 10,0 mM pH 5,0, como demonstrado pela linha azul-clara em
tracejado. Volume de injecao: 10,0 pL. (B) Electroforese em gel de agarose dos picos obtidos.
Linha A: amostra pré-purificada injetada na coluna; Linha 1: fracdo correspondente ao pico 1;
linha 2: fracdo correspondente ao pico 2. oc corresponde ao DNA circular aberto; sc corresponde

a isoforma superenrolada do pDNA; linear corresponde ao DNA linear.

Figura 44: (A) Perfil cromatografico da amostra pré-purificada de pVAX1-LacZ injetada na
coluna de criogel de acido tiobarbitirico 5,0 mg/mL. O equilibrio da coluna foi feito com
tampao acetato de sodio 10,0 mM pH 5,0 e a eluicdo com por passos a 0,25 M, 0,5, Me 2,50 M
de tampéao acetato de sodio 10,0 mM pH 5,0, como demonstrado pela linha azul-clara em
tracejado. Volume de injecao: 10,00 pL. (B) Electroforese em gel de agarose dos picos obtidos.
Linha A: amostra pré-purificada injetada na coluna; Linha 1: fracdo correspondente ao pico 1;
linha 2: fracao correspondente ao pico 2. oc corresponde ao DNA circular aberto; sc corresponde
a isoforma superenrolada do pDNA; linear corresponde ao DNA linear. oc corresponde ao DNA
circular aberto; sc corresponde a isoforma superenrolada do pDNA; linear corresponde ao DNA

linear.

Figura 45: (A) Perfil cromatografico da amostra pré-purificada de NTC 7482-41H-VA2 HAinjetada

na coluna de criogel de acido tiobarbitirico 5,0 mg/mL. O equilibrio da coluna foi feito com
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tampéao acetato de sodio 10,0 mM pH 5,0 e a eluicdo com por passos a 0,20M e 2,50 M de tampao
acetato de sodio 10,0 mM pH 5,0, como demonstrado pela linha azul-clara em tracejado.
Volume de injecao: 10,00 pL. (B) Electroforese em gel de agarose dos picos obtidos. Linha A:
amostra de lisado injetada na coluna; Linha 1:fracao correspondente ao pico 1; linha 2: fracao
correspondente ao pico 2; oc corresponde ao DNA circular aberto; sc corresponde a isoforma

superenrolada do pDNA.

Figura 46: (A) Perfil cromatografico da amostra pré-purificada de NTC 7482-41H-VA2 HAinjetado
na coluna de criogel de acido tiobarbittrico 5,0 mg/mL. O equilibrio da coluna foi feito com
tampéao acetato de sodio 10,0 mM pH 5,0 e a eluicado com por passos a 0,05M e 2,0 M de tampao
acetato de sodio 10,0 mM pH 5,0, como demonstrado pela linha azul-clara em tracejado.
Volume de injecao: 10,00 pL. (B) Electroforese em gel de agarose dos picos obtidos. Linha A:
amostra de lisado injetada na coluna; Linha 1: fracao correspondente ao pico 1; linha 2: fracao
correspondente ao pico 2; oc corresponde ao DNA circular aberto; sc corresponde a isoforma

superenrolada do pDNA.

Figura 47: Perfil cromatografico da amostra pré-purificada de NTC 7482-41H-VA2 HAinjetado
na coluna de criogel de acido tiobarbiturico 5,0 mg/mL. O equilibrio da coluna foi feito com
tampao acetato de sddio 10,0 mM pH 5,0 e a eluicdo com por passos a 1,0 M e 2,50 M de tampao
acetato de sodio 10,0 mM pH 5,0, como demonstrado pela linha azul-clara em tracejado.
Volume de injecao: 10,00 pL. (B) Electroforese em gel de agarose dos picos obtidos. Linha A:
amostra de lisado injetada na coluna; Linha 1: fracao correspondente ao pico 1; linha 2: fracao
correspondente ao pico 2; oc corresponde ao DNA circular aberto; sc corresponde a isoforma

superenrolada do pDNA.

Figura 48: (A) Perfil cromatografico da amostra pré-purificada de NTC 7482-41H-VA2 HAinjetada
na coluna de criogel de acido tiobarbitirico 5,0 mg/mL. O equilibrio da coluna foi feito com
tampéao acetato de sodio 10,0 mM pH 5,0 e a eluicdo com por passos a 0,55M e 1,0 M de tampao
acetato de sodio 10,0 mM pH 5,0, como demonstrado pela linha azul-clara em tracejado.
Volume de injecao: 10,00 pL. (B) Electroforese em gel de agarose dos picos obtidos. Linha A:
amostra de lisado injetada na coluna; Linha 1:fracao correspondente ao pico 1; linha 2: fracao
correspondente ao pico 2; oc corresponde ao DNA circular aberto; sc corresponde a isoforma

superenrolada do pDNA.

Figura 49: (A) Perfil cromatografico de lisado de NTC 7482-41H-VA2 HAinjetado na coluna de
criogel de acido tiobarbiturico 5,0 mg/mL. O equilibrio da coluna foi feito com tampao acetato
de sddio 10,0 mM pH 5,0 e a eluicdo com por passos a 0,17M e 2,50 M de tampéao acetato de
sodio 10,0 mM pH 5,0, como demonstrado pela linha azul-clara em tracejado. Volume de
injecao: 500,0 pL. (B) Electroforese em gel de agarose dos picos obtidos. Linha A: amostra de
lisado injetada na coluna; Linha 1:fracdo correspondente ao pico 1; linha 2: fracao
correspondente ao pico 2; oc corresponde ao DNA circular aberto; sc corresponde a isoforma

superenrolada do pDNA.
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Figura 50: (A) Perfil cromatografico de lisado de NTC 7482-41H-VA2 HAinjetado na coluna de
criogel de acido tiobarbitlrico 5,0 mg/mL. O equilibrio da coluna foi feito com tampao acetato
de sodio 10,0 mM pH 5,0 e a eluicao com por passos a 0,1625 M e 2,50 M de tampao acetato de
sodio 10,0 mM pH 5,0, como demonstrado pela linha azul-clara em tracejado. Volume de
injecao: 500,0 pL. (B) Electroforese em gel de agarose dos picos obtidos. Linha A: amostra de
lisado injetada na coluna; Linha 1: fracdao correspondente ao pico 1; linha 2: fracao
correspondente ao pico 2; oc corresponde ao DNA circular aberto; sc corresponde a isoforma

superenrolada do pDNA; linear corresponde ao DNA linear.

Figura 51: (A) Perfil cromatografico de lisado de NTC 7482-41H-VA2 HAinjetado na coluna de
criogel de acido tiobarbiturico 5,0 mg/mL. O equilibrio da coluna foi feito com tampao acetato
de sodio 10,0 mM pH 5,0 e a eluicdo com por passos a 0,1675 M e 2,25 M de tampao acetato de
sodio 10,0 mM pH 5,0, como demonstrado pela linha azul-clara em tracejado. Volume de
injecao: 500 pL. (B) Electroforese em gel de agarose dos picos obtidos. Linha A: amostra de
lisado injetada na coluna; Linha 1: fracao correspondente ao pico 1; linha 2: fracao
correspondente ao pico 2; oc corresponde ao DNA circular aberto; sc corresponde a isoforma

superenrolada do pDNA.

Figura 52: (A) Perfil cromatografico de lisado de NTC 7482-41H-VA2 HAinjetado na coluna de
criogel de acido tiobarbitlrico 5,0 mg/mL. O equilibrio da coluna foi feito com tampao acetato
de sodio 10,0 mM pH 5,0 e a eluicdao com por passos a 0,2625 M e 2,50 M de tampao acetato de
sodio 10,0 mM pH 5,0, como demonstrado pela linha azul-clara em tracejado. Volume de
injecao: 10,00 pL. (B) Electroforese em gel de agarose dos picos obtidos. Linha A: amostra de
lisado injetada na coluna; Linha 1: fracdo correspondente ao pico 1; linha 2: fracdo
correspondente ao pico 2; oc corresponde ao DNA circular aberto; sc corresponde a isoforma

superenrolada do pDNA; linear corresponde ao DNA linear.
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Capitulo 1

Introducao

1.1 Virus Influenza

Por todo o mundo, as epidemias sazonais provocadas pelo virus influenza sao a causa de dois a
cinco milhdes de casos de doenca grave e de mais de 250.000 a 500.000 mortes por ano (Cox
et al., 1999). Infecoes provocadas pelo virus influenza sdo, por isso, alvo de constantes
preocupacdes em termos de saude publica devido as complicacdes que dai advém. O virus
influenza é um agente infecioso que coloniza o epitélio das vias respiratorias, sendo responsavel
por uma infecao aguda, comummente chamada de gripe, de elevada transmissibilidade e
distribuicao global (Cox et al., 1999).

A doenca viral provocada pelo virus influenza caracteriza-se normalmente por um curto periodo
de incubacao (um a quatro dias) e inicio abrupto dos sintomas que sdo predominantemente
sistémicos incluindo febre, calafrios, tremores, dores de cabeca e mialgia, bem como sintomas

respiratorios como tosse seca e dor de garganta (Cox et al., 1999).

Existem trés tipos de virus influenza: A, B e C, com diferencas genéticas e antigénicas nas suas
glicoproteinas de superficie. O virus influenza C causa apenas infecoes respiratorias leves, pelo
que ndo possui relevancia clinica em humanos nem impacto na salde publica e nao esta
relacionado com epidemias. Segundo dados da Organizacao Mundial de Saide (OMS), os virus
influenza A e B sao responsaveis por epidemias sazonais, sendo o virus influenza A responsavel
pelas grandes pandemias, pelo facto de apresentar maior variabilidade genética. O virus
influenza A apresenta subtipos de acordo com as diferencas seroldgicas e genéticas nas suas
glicoproteinas antigénicas de superficie - hemaglutinina (HA) e neuraminidase (NA) - e nos
genes que as codificam. Foram classificados 16 tipos de hemaglutinina e nove tipos de
neuraminidase identificadas em diferentes espécies animais (Cox et al., 1999). Atualmente sao
conhecidas trés hemaglutininas (HA1, HA2 e HA3) e duas neuraminidases (NA1 e NA2) presentes
nos virus influenza do tipo A, e que podem infetar os seres humanos (Cox et al., 1999). De entre
os subtipos de virus influenza A, os subtipos A (H1IN1) e A (H3N2) circulam atualmente em

humanos.

A elevada propagacao do virus pelos varios continentes esta representada na Figura 1 e

contribui para a ocorréncia de mutacées e aparecimento de novas estirpes. Deste modo, todos



0s anos, varios milhares de pessoas sao hospitalizadas devido a complicacbes da gripe, havendo
uma taxa de mortalidade consideravel, em especial em individuos com idade superior a 65 anos
e com patologias preexistentes. Assim, a prevencao passa pelo reforco anual do sistema
imunitario o que é conseguido de forma rapida e efetiva mediante a aplicacdo de vacinas cujo

objetivo é controlar ou diminuir os sinais de infecao.

0 virus influenza tem a capacidade de sofrer variacdes antigénicas frequentes e imprevisiveis
(Cox et al., 1998), o que esta na origem do seu sucesso epidemioldgico e o coloca numa situacao
de destaque entre as doencas emergentes, atingindo na Europa, Japao e Estados Unidos mais
de 10,00 milhdes de pessoas a cada Inverno (Oxford et al., 1998). A natureza fragmentada do
material genético do virus propicia altas taxas de mutacdo do genoma durante a fase de
replicacdo, possibilitando variabilidade e diversidade antigénica, além de aumentar a
capacidade de adaptacdo do virus. Estas mutacées ocorrem de forma independente e
habitualmente provocam o aparecimento de novas variantes para as quais a populacao ainda
nao apresenta imunidade, ja que as vacinas anteriormente administradas ou as infecoes prévias
provocadas por determinada estirpe nao conferem protecao contra as estirpes mais recentes
do virus (Cox et al., 1998; Cox et al., 1999).

% de resultados positivos para influenza Subtipos do virus
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Figura 1: Percentagem de espécimes respiratorios com resultado positivo para influenza e distribuicao dos
subtipos do virus a nivel mundial (http://www.who.int/influenza/surveillance_monitoring/updates
/latest_update_GIP_surveillance/en/, consultado a 09/08/2016).

0 virus influenza esta entao sujeito a dois tipos de variacdes antigénicas responsaveis pelo seu
sucesso epidemioldgico: as menores (antigenic drift) e as maiores (antigenic shift). As primeiras
ocorrem a cada dois ou trés anos para os subtipos do virus A e a cada cinco ou seis anos para os
subtipos do virus do tipo B, e sao devidas a mutacdes pontuais nos segmentos do genoma viral
que resultam em mudancas nos aminoacidos que compdem as glicoproteinas de superficie (as

hemaglutininas maioritariamente) e que promovem o aparecimento de novas variantes do virus



que deixam de ser suscetiveis a imunidade adquirida. As variagdes antigénicas maiores ocorrem
quando novos subtipos de influenza que normalmente infetavam apenas outras espécies
animais, como suinos ou aves, sao transmitidos para humanos, e estdo relacionadas com a
segmentacdao do material genético de outros virus influenza, sempre que ocorrem infecoes
mistas. Isto resulta em estirpes imunologicamente distintas (Cox et al., 1998; Cox et al., 1999)
e reflete-se no aparecimento de novos virus influenza A nos humanos contendo uma nova
hemaglutinina ou hemaglutinina e neuraminidase, e que estdo associados a completa
substituicao de um ou de ambos os segmentos do genoma viral, que controlam a producao de

glicoproteinas de superficie.

Além das epidemias sazonais, os virus influenza causam pandemias a intervalos irregulares que
nao podem ser previstos. A pandemia de 1918 causada pelo virus H1N1 tirou aproximadamente
40 milhoes de vidas. Depois desta, as pandemias foram causadas pelo H2ZN2 em 1957, pelo H3N2
em 1968 e novamente pelo HIN1 em 2009 (Krammer et al., 2015). Estas pandemias sao causadas
pelos virus influenza que atravessam a barreira das espécies de um reservatorio animal (por
exemplo de suinos os aves) e adquirem a capacidade de crescer e de se transmitirem com
sucesso entre a populacao humana, sendo esta uma das grandes dificuldades para o controlo
da disseminacéao dos virus influenza, uma vez que possibilita o reagrupamento entre genes de

virus que infetam seres humanos e animais (Cox et al., 1998; Cox et al., 1999).

1.1.1 Estrutura do virus e organizacao do seu genoma

0 agente etioldgico da gripe € o Myxovirus influenzae, também designado virus influenza, da
familia Orthomyxoviridae. Os virus influenza sao constituidos por oito segmentos de cadeia
simples de RNA de polaridade negativa que se encontram enrolados num complexo
macromolecular ribonucleoproteico (RNP) de dupla-hélice, estabilizada por uma cadeia
nucleoproteina-RNA (Wenjie et al., 2013; Knipe et al., 2001). Cada ribonucleoproteina contém
RNA viral, uma polimerase heterotrimérica viral (constituida por subunidades de proteinas PA,
PB1 e PB2) e multiplas copias de nucleoproteina (NP) codificada por virus que se liga ao RNA
viral (Wenjie et al., 2013; Compans et al., 1972; Heggenss et al.,1982; Jennings et al., 1983;
Ruigrok et al.,1995; Moeller et al., 2012).
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Figura 2: Modelo da estrutura do virus influenza (adaptado de Klimov et al., 2012).

Os virus influenza sao particulas pleomorficas esféricas, com diametro que varia entre 80 a 120
nm (Lamb et al., 2001; Ruigrok et al., 1998) com uma camada externa de, aproximadamente,
500 projecoes com a forma de espigdes que representam o envelope de glicoproteinas
hemaglutinina (em forma de haste) e neuraminidade (com forma semelhante a cogumelos)
(Ruigrok et al., 1998). O espigdo de hemaglutinina € um trimero, constituido por monoémeros
de HA (Steinhauer et al., 1998), enquanto, por sua vez, o espigdo de neuraminidase € um
tetramero (Colman et al., 1998; Varghese et al., 1998). Na estrutura do virus influenza,
representada na Figura 2, a hemaglutinina é cerca de quatro vezes mais abundante que a

neuraminidase.

A hemaglutinina é o maior antigénio do virus: é o glicopéptido viral de superficie responsavel
pela entrada do virus nas células do hospedeiro (Krammer et al., 2015). Deste modo, a inibicao
da hemaglutinacao bloqueia a ligacao do seu dominio globular aos recetores celulares e tem

correlacao direta com a protecdo contra o virus.

A neuraminidase (NA) é uma glicoproteina viral de superficie homotetramérica com atividade
sialidase e é responsavel pela saida do virus da célula infetada, permitindo a sua propagacao.
A neuraminidase auxilia no transporte do virus através das superficies das mucosas e medeia a

libertacao do virus da superficie celular.

E de referir ainda a existéncia da proteina matricial M2, um canal proteico transmembranar
responsavel pela replicacado do virus (Park et al., 2011), da nucleoproteina (NP) que auxilia no
progresso da polimerase durante a fase de elongacao e tem um papel preponderante na
organizacao estrutural e estabilizacdo das ribonucleoproteinas (Turrell et al., 2013; Wenjie et

al., 2013) e da proteina nao estrutural (NS1) que também pode regular a sintese de RNAs virais.



A replicacdo e transcricao do genoma do virus influenza A ocorrem no nucleo das células
infetadas e sao levadas a cabo pelas ribonucleoproteinas nas quais cada segmento do RNA esta

associado a monomeros da nucleoproteina e a uma polimerase dependente do RNA.

A nucleoproteina do virus influenza A é uma proteina multifuncional que interage com
determinadas proteinas virais (PB1, PB2, M1, etc) e do hospedeiro (RAF-2p48/UAP56 e Tat-SF1),
melhorando a eficiéncia da replicacao (Portela et al., 2002; Das et al., 2010,0) (Newcomb et
al., 2009). As nucleoproteinas sdo necessarias para permitir a sintese de ribonucleoproteinas:
funcionam como sitios de ligacao de RNA e revestem o RNA viral de modo a facilitar o seu
enrolamento numa estrutura ribonucleoproteica em dupla-hélice (Ng A.K. et al., 2008; Ye et
al., 2006; Ng et al., 2008; Ng et al., 2012).

O complexo polimerase do virus influenza A representa a maquinaria nuclear para a replicacdo
e transcricao do RNA viral (Lamb et al., 2001; Martin-Benito et al., 2001; Area et al., 2004;
Coloma et al., 2009; Biswas et al., 1998; Mena et al., 1999; Poch et al., 1989; Biswas et al.,
1994; Kobayashi et al., 1996; Wunderlich et al., 2009)

1.1.2.Vacinacao contra o virus influenza

Nas Ultimas décadas, a imunizacdo anual com vacinas inativadas contra influenza tem sido a
principal medida para a profilaxia da gripe, sendo que, atualmente, cerca de 180 a 200 milhoes

de doses de vacina sdo distribuidas e administradas a cada ano (Ambrosch et al., 2000).

As vacinas contra o virus influenza A e B foram utilizadas pela primeira vez em 1940, eram
vacinas do virus inativado e geradas em ovos de galinha embrionados, um processo eficiente
mas muito demorado que ainda hoje é utilizado (Wilkinson et al., 2012; Wu et al., 2010,0).
Este processo que compreende a propagacdo do virus, purificacdo, inativacdo e producdo da
vacina leva entre 6 a 9 meses até estar concluido o que, num caso pandémico, se torna
problematico (Krammer et al., 2015; Feng et al., 2009; Wu J et al., 2010,0). Esta tecnologia
baseia-se em virides inativados quimicamente, com formalina, nitrato de fenilmercurio e B-
propiolactona, ou, fisicamente, com luz ultravioleta (Krammer et al., 2015). As vacinas
inativadas sao seguras e imunogénicas, conduzindo a uma resposta imune a cerca de 60 a 90%
de criancas e adultos (Feng et al., 2009; Wilkinson et al., 2012). Quando uma nova pandemia
do virus é identificada a nova vacina leva meses a desenvolver, testar, distribuir e administrar
e, apos a vacinacao de um individuo, leva mais duas a trés semanas até que haja uma resposta
imunitaria por parte do organismo. Esta limitacao, conjuntamente com o complicado processo
de producéo, o risco zoonotico associado e a limitada protecao imunologica levam a que o
processo deva ser desenvolvido e melhorado, para aumentar a capacidade de resposta em
situacoes de pandemia. Na Figura 3 esta representado o processo de producdo da vacina do

virus influenza. As estrelas amarelas assinalam os passos que podem ser acelerados pela
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utilizacao de novas tecnologias. A fase de selecao das estirpes pode ser facilitada pela sintese
de genes, genética reversa e sequenciacao, a fase de producao pode ser acelerada por um novo
processo de producao mais facil de transpor para larga escala (por exemplo pela tecnologia das
proteinas recombinantes) e a fase de purificacdo pode ser facilitada por novos métodos de

purificacdo, como por exemplo, os criogéis.

Estirpe 3|
12 fase: Vigilancia (Anual) 2® fase: Selecao 3 fase: Producao 42 fase: Purificacao
(Janeiro-Marco) (Fevereiro-Junho) (Junho-Setembro)

7° fase: Vacinacao 6° fase: Distribuicéo 52 fase: Embalamento
(Outubro) (Agosto-Outubro) (Julho-Outubro)

Figura 3: Processo de producéo da vacina do virus influenza (Adaptado de Tosh et al., 2010,0).

As proteinas hemaglutinina e neuraminidase sdo os alvos primarios dos anticorpos das vacinas.
Os anticorpos que reagem contra a hemaglutinina neutralizam a capacidade de infecao do virus
e os anticorpos contra a neuraminidase modificam a severidade da doenca. As vacinas contra o

virus influenza desencadeiam uma resposta anti hemaglutinina especifica para cada estirpe.

No entanto, devido a evolucao antigénica das estirpes de influenza (antigénic drift) estas
vacinas nao protegem contra as novas estirpes que aparecem a cada ano e tém um estreito
espectro de atuacdo, conferindo imunidade apenas contra determinadas estirpes especificas
do virus e, por isso, tém de ser atualizadas e reformuladas todos os anos. Anualmente sio
escolhidas as estirpes do virus a serem incorporadas nas vacinas, através da previsiao de quais
as estirpes que causarao, com maior probabilidade, uma epidemia no ano seguinte, a sua
proximidade as estirpes atuais e a sua capacidade de causar a imunidade humoral correta e a
sua adequacao a producao em larga-escala (Klimov et al., 2011). Posteriormente, as vacinas

sdo produzidas e os virus inativados sao inseridos e crescem em ovos de galinha embrionados.

Atualmente ha quatro tipos de virus influenza a circular entre a populacdo humana: dois sao
parte dos virus influenza A (0o HIN1 e o H3N2) e os outros dois sao duas linhagens divergentes
do virus influenza B (Krammer et al., 2015; Feng et al., 2009). Foi estipulado, em 1977, na
sequéncia da pandemia de 1968 que a composicao para a vacina da gripe deve incluir pelo

menos 3 estirpes do virus: duas do tipo A (dos subtipos H1N1 e H3N2) e uma do tipo B (Dab et
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al., 1991; Hannoun et al., 1989; Allison et al., 1977). Estas vacinas sao chamadas de vacinas
inativadas trivalentes (TIVs) (Krammer et al., 2015). Atualmente foi feito um melhoramento as
vacinas sazonais contra o virus influenza, com a inclusao de uma segunda estirpe de Influenza

B, dando origem as vacinas um caracter quadrivalente (Allison et al., 1977).

Além das vacinas de influenza inativadas (lIVs) existem as vacinas ativas atenuadas (LAIVs),
administradas por spray nasal, que se replicam no trato respiratério alto (Davenport et al.,
1964). Estas vacinas sao utilizadas principalmente em criancas e apresentam uma eficacia de
83% (Tricco et al., 2013). A principal vantagem deste tipo de vacinas é a capacidade para induzir
uma resposta imune mucosa, para além da resposta humoral e celular sistémica, e a sua

facilidade de administracao e aceitabilidade (Davenport et al., 1964).

Como alternativa as vacinas convencionais, a utilizacdo do pDNA como uma vacina nao viral
tem-se tornado numa potencial estratégia terapéutica para prevenir ou tratar determinadas
doencas de forma menos invasiva e segura comparativamente aos vetores virais. As vacinas de
DNA contra o virus influenza podem ser uma Uutil e poderosa alternativa as terapias
convencionais, uma vez que tém baixo custo de producdo, estabilidade, simplicidade na
formulacao e seguranca (Sun et al., 2010,0) e uma velocidade de producao de duas semanas,
muito superior a requerida para as vacinas convencionais (Klimov et al., 2011). O
desenvolvimento desta tecnologia comecou quando os investigadores foram confrontados com
a baixa imunogenicidade das vacinas convencionais, de protecao reduzida e que desaparece
apos um certo periodo de tempo (Wilkinson et al., 2012). As vacinas de pDNA consistem numa
dupla cadeia de DNA circular com uma ou mais sequéncias de DNA de proteinas especificas de
influenza, capazes de induzir ou elicitar uma resposta imune contra as infecoes gripais. Deste
modo, pode ser utilizada uma mistura de plasmideos para ampliar o espectro de protecao da
vacina (Luke et al., 2009). O processo de fabrico destas vacinas é independente de ovos, o
controlo de qualidade é mais simples e a comercializagdo ndo necessita de uma rede de
refrigeracao, pois estas vacinas podem ser facilmente armazenadas a temperatura ambiente,
apos serem liofilizadas (para aumentar a estabilidade do DNA) (Sun et al., 2010,0), ao contrario
das vacinas convencionais que tém de ser armazenadas a baixas temperaturas (2°C a 8°C) (Kim
et al., 2011). Deste modo, as vacinas recombinantes produzidas em bactérias, sem outros
componentes celulares ou virais, tém menos complicacdes imunologicas relativamente as
vacinas virais, como reacées piogénicas. Como evidéncia da natureza promissora desta terapia,
recentemente tém sido desenvolvidas vacinas de pDNA que estdo em fases de testes em animais
(Kim et al., 2012; Ault et al., 2012; Aguilar-Yanes et al., 2010,0; Ledgerwood et al., 2012; Tan
et al., 2010,0; Wiesener et al., 2011; Wei et al., 2010,0; Tan et al., 2011; Xu et al., 2014; Lu
et al., 2009; Guionie et al., 2014) e humanos (Jones et al., 2009; Khurana et al., 2013;
Ledgerwood et al., 2011; Ledgerwood et al., 2012; Ledgerwood et al., 2013; Smith et al.,
2010,0).



As vacinas convencionais apenas tém a capacidade de estimular a imunidade humoral (Kennedy
et al., 2010,0), sendo assim ineficazes na imunidade mediada por células. Deste modo, apenas
ativam uma parte do sistema imunitario, contrariamente as vacinas de DNA que que tém a
capacidade de induzir uma resposta imunitaria celular através da producédo de linfocitos T
auxiliares (CD4+) e linfocitos T citotoxicos (CD8+) e também uma resposta humoral por
producao de linfécitos B (Turrell et al., 2013), levando a uma resposta imunologica forte e

prolongada (Kim et al., 2013).

Para poderem ser consideradas uma alternativa comercial, as vacinas de DNA devem ser
produzidas de forma massiva, permitir a maxima expressao dos antigénios codificados e nao
revelarem perigo para os hospedeiros humanos. Uma das maiores preocupacoes quando se
trabalha com pDNA nado é apenas o risco de insercao no genoma humano mas também a
possibilidade de inducédo de tolerancia imunologica pelos antigénios expressos no hospedeiro.
(Khan et al., 2009; Qin et al., 2010,0). Da mesma forma, como os plasmideos nao reconhecem
alvos especificos nas células podem desencadear o potencial autoimune do hospedeiro e sofrer
degradacao antes de entrar nas células, requerendo, por esse motivo, sistemas de entrega

(Koutsonanos et al., 2011; Lim et al., 2012).

Os sistemas de expressao para as vacinas contra o virus influenza, incluem baculovirus, sistemas
de expressao em células de insetos; Agrobacterium; a planta Nicotiana e o sistema de expressao
bacteriano Escherichia coli, bem como espécies de Lactobacillus, algas e leveduras. As
hemaglutininas expressas em células de insetos e células de plantas enrolam corretamente e
sao similares as expressas em células de mamifero. Pelo contrario, a hemaglutinina expressa
em Escherichia coli ndo esta glicosilada, forma corpos de inclusdo e precisa de ser enrolada

posteriormente (modificagdes pos-transducionais) (Davenport et al., 1964).

Atualmente, os anticorpos direcionados para as moléculas de neuraminidase ndo previnem a
ligacdo e entrada do virus influenza nas células mas limitam a disseminacdo do virus e
aumentam a imunidade contra ele. Por outro lado, os anticorpos anti hemaglutinina
neutralizam a infetividade do virus (Ault et al., 2012; Agguilar-Yanez et al., 2009; Chang et al.,
2010,0; Tan et al., 2010,0; Wiesener et al., 2011).

De acordo com a recomendacao da Organizacdo Mundial da Saude, as vacinas trivalentes contra

a gripe para a época 2015-2016, no Hemisfério Norte, tém a seguinte composicao:
- uma estirpe viral A(H1N1) idéntica a A/California/7/2009
- uma estirpe viral A(H3N2) idéntica a A/Switzerland/9715293/2013

- uma estirpe viral B (linhagem Yamagata) idéntica a B/Phuket/3073/2013 (Vacinacao contra a

gripe com a vacina trivalente para a época 2015/2016, direcao geral de saude, 2015)



Atualmente as vacinas comercializadas em Portugal para o virus da gripe sao a Fluad®,

Fluarix®, Inflexal V®, Influvac®, Istivac® e Istivac infantil®.



1.2.Terapias baseadas em DNA

A investigacao na area da genética teve um grande desenvolvimento em 1944, quando Avery
descobriu que o DNA contém informac&o genética (Avery et al., 1944). Quase 10,0 anos depois,
em 1953, Watson e Crick descobriram a estrutura do DNA em dupla hélice (Watson et al., 1993)
e em 2001, a descodificacao do genoma humano, trouxe um maior conhecimento das doencas
relacionadas com os genes. A rapida expansao do conhecimento sobre mecanismos de doengas,
combinada com a facilidade e baixo custo de manipulacao do DNA, permitiu que a tecnologia
do DNA recombinante fosse aplicada em terapias baseadas em DNA, como estratégia para tratar
doencas graves, muitas delas consideradas incuraveis até a data, como doencas
neurodegenerativas, tumorais, cardiovasculares e infeciosas como o sindrome de
imunodeficiéncia adquirida (SIDA) e as doencas monogénicas ou genéticas de cariz hereditario
(Verma et al., 1997; Naldini et al., 2015; Sousa et al., 2009; Kolbet et al., 2013; Wirth et al.,
2013).

0 baixo custo associado a estas terapias baseadas em DNA permite que estas sejam acessiveis
a mais pessoas, reduzindo a mortalidade mesmo em paises subdesenvolvidos. A Figura 4
representa graficamente as maiores areas de incidéncia da terapia baseada em DNA, sendo as

doencas cancerigenas aquelas com maior destaque.

| Doencas cancerigenas;

[ | Doencas monogénicas;

a Doencas cardiovasculares;

[ Doencas infeciosas;

M Desordens neurologicas;

o Doencas oculares;
Doencas inflamatorias;
Outras;

Marcacao genética;

Voluntarios saudaveis.

Figura 4: Representacao grafica das maiores areas de incidéncia da terapia baseada em DNA (adaptado
de Wirth et al., 2013).

Num contexto terapéutico, a terapia génica e as vacinas de DNA, representadas na Figura 5,
surgiram como duas abordagens exploradas na terapéutica baseada na utilizagdo do DNA uma
vez que, relativamente a farmacos convencionais, estas apresentam a vantagem de serem mais
seguras (Gaspar et al., 2015) e seletivas (Patil et al., 2005; Sousa et al., 2009). A terapia génica
permite a sintese de novas proteinas que possam corrigir um defeito associado a uma dada

patologia (lbraheem et al., 2014) enquanto as vacinas de DNA induzem uma resposta
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imunulégica na auséncia de infecdo através da introducao de genes que codificam antigénios

de agentes patogénicos especificos (Patil et al., 2005).
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Figura 5: Representacdo esquematica do mecanismo de atuacado das vacinas de DNA (A) e da Terapia
génica (B) (Adaptado de Gaspar et al., 2011).

1.2.1. Terapia génica

Os genes, como unidade funcional da hereditariedade, representam sequéncias especificas de
bases que codificam instrucdes para sintetizar proteinas. Quando os genes estao alterados, as
proteinas codificadas nao funcionam corretamente e este desequilibrio pode resultar em
doencas genéticas, uma vez que as proteinas sdo responsaveis pelo desempenho das funcdes
vitais. Neste sentido, os avancos na area da Biotecnologia permitiram que a terapia génica
tenha conquistado uma posicao de destaque na area da investigacdo médica (Orkin et al., 1986;
Gardlik et al., 2005). A terapia génica, utilizada em humanos desde a década de 80 (Kaufmann
et al., 2013), consiste na entrega de material genético exdgeno a células-alvo especificas com
o objetivo de estas passarem a expressar o gene e de gerar um efeito terapéutico, através da
substituicdo de um gene disfuncional por um gene funcional que ira permitir a expressao correta
da proteina e, consequentemente, impedir a progressdo da doenca que se pretende tratar
(Zhang et al., 2004; Kendirci et al., 2006). Este efeito € conseguido através da correcao do

defeito existente ou dando as células uma nova funcdo (Rubanyi et al., 2001).

A terapia génica difere das terapéuticas tradicionais a base de farmacos, que podem tratar os
sintomas mas nao tém em conta os problemas genéticos do paciente. Além disto, representa
uma alternativa viavel aos farmacos convencionais, uma vez que € mais economica, tem alta
especificidade, maior biodisponibilidade e permite um tempo prolongado de atuacao, o que vai

permitir uma resposta menos agressiva por parte do hospedeiro e um direcionamento mais
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eficaz para as células-alvo (Sousa et al., 2014; Liu et al., 2002). Por este motivo, em teoria,
qualquer doenca que tenha por base um defeito genético pode ser tratada por terapia génica
embora, em pratica, as doencas genéticas causadas por mutacoes em genes especificos sejam
mais simples de tratar com esta técnica que as doencas que envolvem varios genes e/ou fatores
ambientais (Brown et al., 2001; Sousa et al., 2014; Stone et al., 2010,0).

Existem duas grandes areas nas quais a terapia génica pode, em teoria, ser aplicada: a terapia
génica na linha germinativa e a terapia génica nas células somaticas, referindo-se a primeira
ao melhoramento de disfuncdes genéticas através da manipulacado direta nas células germinais,
e a segunda a insercao de genes em células dipléides, de modo a que as alteragdes nao sejam

transmitidas as geracoes seguintes (Wirth et al., 2013).

Sendo a terapia génica para aplicacdo em humanos, levanta questdes éticas, bem como
preocupacoes relacionadas com a sua seguranca e possiveis efeitos secundarios no paciente.
Deste modo, e apesar da terapia génica na linha germinativa ter um enorme potencial, esta
terapéutica é alvo de um controlo apertado por parte de agéncias reguladoras, sendo que,
atualmente, a legislacao limita a terapia génica a aplicacao em células somaticas (Wirth et al.,
2013; MacDonough, et al., 1997; Resnik, et al., 2001).

A terapia génica pode ser aplicada in vivo e ex vivo. No primeiro caso, os genes sao
administrados diretamente ao paciente; no segundo, sdo primeiro recolhidas as células do
paciente, nas quais o material genético é incorporado e sdo novamente administradas ao

paciente (Kaufmann et al., 2013).

Para o sucesso da terapia génica deve haver uma prévia identificacdo do gene em falta, devem
ser identificadas e estar acessiveis as células especificas que requerem tratamento, e devem
ser desenvolvidos sistemas de entrega do gene as células, onde é incorporado no material
genético do hospedeiro. Para garantir um efeito terapéutico por um periodo de tempo mais
prolongado deve assegurar-se que o gene terapéutico permanece no nlcleo da célula, local
onde sera replicado e, posteriormente, transmitido as células que estdo a ser originadas
durante a divisao celular (Gardlik et al., 2005). Deste modo, a célula podera expressar uma
nova informacgdo genética e sintetizar uma nova proteina que é excretada para o meio
extracelular de modo a desempenhar a sua funcao terapéutica (Ibraheem et al., 2014; Kendirci
et al., 2006; Glover et al., 2005).

O sucesso da terapia génica depende da sua capacidade de ultrapassar obstaculos para
expressar eficientemente os genes alvo no nucleo da célula sem serem degradados e, para
atingir este objetivo, podem ser utilizados vetores como sistemas de entrega (Naldini et al.,
2015; Avery et al., 1944; Zhang et al., 2004; Liu et al., 2002; Ibraheem et al., 2014).
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1.2.2. Vacinas de DNA

Todos os anos doencas graves fazem vitimas por todo o mundo (Gurunathan et al., 2000; Liu et
al., 2003; Rice et al., 2008).

Apesar de se terem feito importantes avancos e melhoramentos nas vacinas convencionais, a
partir do momento em que uma pessoa € infetada, sdo necessarias respostas imunologicas
celulares e mais prolongadas, como as desencadeadas pelas vacinas de DNA, desenvolvidas pela
biotecnologia e produzidas em Escherichia coli (Wirth et al., 2013). As vacinas de DNA baseiam-
se na tecnologia do DNA recombinante e envolvem a transferéncia num plasmideo bacteriano
com informacao genética a ser expressa pelas células eucaridticas do paciente para producdo
de uma proteina antigénica que ira induzir uma resposta imunologica contra um agente
patogénico em especifico (Savers et al., 2007; Colluru et al., 2013), para o tratamento da
doenca (Polakova et al., 2010,0; Khan et al., 2013). As vacinas de DNA sdo versateis e capazes
de estimular as respostas imunologicas, celular e humoral, sem que tenha havido uma infecdo
prévia (Yin X. et al., 2015), levando a cabo acbes preventivas e terapéuticas (Flingai et al.,
2013). Os estudos referentes as vacinas de DNA revelam diversas vantagens destas vacinas
relativamente as convencionais, nomeadamente uma maior seguranca, facilidade de producéao
e especificidade, baixo custo, resposta imunitaria focada no antigénio de interesse,
possibilidade de utilizacdo de uma mistura de plasmideos permitindo um maior espectro de
aplicacao, inexisténcia de risco de retorno para as formas virulentas, desencadeamento de uma
acao prolongada, estabilidade de armazenamento, resisténcia ao calor e facilidade de
manipulacao (Khan et al., 2013; Colluru et al., 2013; Xu et al., 2014; Flingai et al., 2013).

Uma das principais diferencas destas vacinas relativamente as convencionais € a sua capacidade
de transportar regioes altamente conservadas, o que permite um combate mais eficaz contra
agentes patogénicos que tenham sofrido alteracées, como a sindrome de imunodeficiéncia
adquirida e o virus influenza (Resnik et al., 2001; Flingai et al., 2013). As vacinas de DNA
utilizadas para tratar a gripe das aves provocada pelo virus influenza, sdo responsaveis por
destacar a importancia deste tipo de vacinas e a necessidade de otimizar os seus processos de
producao ja que, podendo ser produzidas em duas a trés semanas, salvam milhares de vidas,

em caso de pandemia (Einstein et al., 2011).

A primeira vacina de DNA remonta a 1990 por John Wolf que usou um plasmideo que codificava
a proteina a-glicosidase expressa apos inoculacdo direta num musculo de rato e avaliou a
eficiéncia de transfecao e a imunogenicidade correspondente, conferida pelo plasmideo (Wolf
et al., 1990). Trés anos depois, foi levada a cabo uma experiéncia semelhante em ratos, mas
utilizando DNA que codificava as proteinas imunogénicas do virus influenza: hemaglutinina e

neuraminidase (Ulmer et al., 1993).
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0 sucesso da imunizacao com DNA depende, principalmente, da natureza dos antigénios, da
frequéncia e da via de administracdo, da concentracao de DNA administrado, da localizacao
celular do antigénio codificado pelo plasmidio (ligado a membrana ou citoplasmatico) e da
idade e estado fisico do paciente a ser vacinado (Kennedy et al., 2010,0; Kong et al., 2006). Os
adjuvantes tém sido uma alternativa bastante explorada para aumentar a eficiéncia destas
vacinas, sendo as citocinas (Li et al., 2013), a interleucina-2 (Colluru et al., 2013), a vaxfectina
(Khan et al., 2013), as enterotoxinas termolabeis (Xu et al., 2014), os exemplos mais

explorados.

A administracdo de vacinas de DNA pode ser intramuscular, subcutanea ou oral, de modo a que
o material genético consiga aceder as células alvo e possa desencadear um largo espectro de
respostas imunes (Li et al., 2013). Apds a administracao da vacina ocorre a transfecao, na qual
as células do organismo incorporaram no seu nlcleo o material genético transfetado e que
permite a codificacdo de um antigénio especifico. No sistema linfatico as células citotdxicas
(células T CD8+) reconhecem o antigénio através do complexo de histocompatibilidade principal
(MHC) I, que tem a capacidade de eliminar células infetadas. As células somaticas transfetadas
secretam o antigénio adquirido que é reconhecido pelas células T auxiliares (células T CD4+)
que por sua vez libertam citocinas e tém uma funcao regulatdria na producdo de anticorpos no
complexo de histocompatibilidade II. Este processo, por sua vez, leva a ativacao das células B
havendo, assim, producao de anticorpos, que permitem uma resposta mais eficaz numa infecao
posterior (Saade et al., 2012; Abdulhaqq et al., 2008; Wei et al., 2010,0; Kennedy et al.,
2010,0; Liu et al., 2011; Yan et al., 2014; Tan et al., 2011). No inicio do processo as células
somaticas podem sofrer apoptose. Neste caso, os antigénios constituintes das células
apoptoticas e os antigénios libertados durante a morte celular programada sao incorporados
pelas células apresentadoras de antigénios, passando a seguir-se a via do complexo de
histocompatibilidade | (Liu et al., 2003; Xu et al., 2014).

1.2.3. Sistemas de entrega de genes

As vacinas de DNA apresentam baixas imunogenicidade e eficiéncia de transfecao (Khan et al.,
2013; Xu et al., 2014). O sucesso da terapia génica e das vacinas de DNA depende da entrega
bem sucedida do material genético a célula-alvo, 6rgados ou tecidos, de forma eficiente, sem
biodegradacao, para que atinja elevados niveis de expressao (Li et al., 2000; Luo et al., 2000).
Os sistemas de entrega funcionam assim como um modo eficaz e seletivo para transportar o
DNA até a célula pretendida (Li et al., 2000), protegendo-o de potenciais obstaculos durante o
percurso (Ibraheem et al., 2014) que podem surgir durante o transporte, ou ao redor da célula
alvo, sendo que, junto da mesma, pode nao ocorrer uma captacao eficiente do DNA

transportado, uma separacao adequada do complexo sistema de entrega-DNA no interior da
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célula ou um direcionamento correto do DNA para o nucleo da célula (Li et al., 2000; Gardlik
et al., 2005).

Nos anos 90 foram desenvolvidos vetores que expressam genes em células de mamifero
(Azevedo et al., 1999). Para garantir a maxima eficiéncia, o vetor deve cumprir alguns pré-
requisitos como dispor de dimensdes que permitam a passagem pela membrana celular e a
entrada no nlcleo, auséncia de interacdes com células vasculares e endoteliais
(imunologicamente inerte) e capacidade de evasao a captura pelo sistema reticuloendotelial,
bem como de codificar sequéncias de grande tamanho (Ibraheem et al., 2014). Além disto deve
ser especifico, capaz de entregar eficientemente um ou mais genes, ndo ser reconhecido pelo
sistema imunitario, ser facil de produzir em larga escala e com baixo custo associado e ser
purificado em grandes quantidades e elevada concentracao. Considera-se que um dos fatores
essenciais a ter em consideracdo no que respeita aos vetores utilizados é o direcionamento.
Isto é, deve garantir-se que conseguem contornar barreiras bioldgicas e deslocar-se unicamente
para as células-alvo. No caso de ocorrer transfecdo em células ndao desejadas, ha um risco
acrescido de graves consequéncias clinicas adversas (Bouard et al., 2009). Uma vez que o vetor
€ inserido no paciente nao deve induzir uma reacao alérgica nem inflamatdria; deve ser seguro
ndo apenas para o paciente, mas também para o meio ambiente e capaz de expressar o gene
no organismo pelo tempo que for necessario, geralmente durante a vida do paciente (Glenting
et al., 2005; Kennedy et al., 2010,0; Coelho et al., 2010,0).

Os vetores podem ser virais e nao virais. Relativamente aos primeiros, existem algumas
questodes relacionadas com a seguranca que comprometem a sua utilizacao e que tornaram os
vetores ndo virais uma opcao mais atraente a luz da ciéncia atual (Liu et al., 2002; Ibraheem
et al., 2014; Luo et al., 2000; Coelho et al., 2010,0).

1.2.3.1. Vetores virais

Os virus constituem os sistemas de entrega de genes mais utilizados em terapia génica por
terem a capacidade de infetar células hospedeiras, utilizando a sua maquinaria celular para se
replicarem. Os vetores virais sao entao considerados um dos sistemas de entrega de DNA mais
eficiente, por terem uma elevada capacidade de direcionamento e transferéncia de genes
(Edelstein et al., 2016; Munier et al.,2005; Coelho et al., 2010,0). Para serem utilizados como
vetores deve modificar-se o genoma dos virus substituindo genes nao essenciais do virus por
genes terapéuticos de modo a evitar a expressdo dos genes virais e eliminar a sua
patogenicidade, tornando-os mais seguros mas preservando a sua eficiéncia de transfecéo
(Thomas et al., 2003; Bouard et al., 2009; Gardlik et al., 2005). No entanto, esta categoria de

vetores levanta algumas questoes como a imunogenicidade que pode advir da sua utilizacao
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repetida, risco de ativacao de oncogenes e elevados custos associados (Sousa et al., 2009; Luo
et al., 2000).

Os principais tipos de virus usados em terapia génica sao os adenovirus e virus simplex (derivado
do herpes) cujo genoma nao integra o da célula que esta a ser infetada (Bouard et al., 2009), o
gue leva a altos niveis de expressdao em menor tempo (Lentz et al., 2013; Bouard et al., 2009;
Sharma et al., 2010,0; Ceccherini-nelli et al., 2013); os virus adeno-associados, lentivirus e
retrovirus cujo genoma é integrado no da célula hospedeira como parte do seu ciclo celular,
promovendo maiores tempos de expressao e induzindo uma resposta mais prolongada (Lentz et
al., 2013; Coelho et al., 2010,0; Bouard et al., 2009; Kantor et al., 2015; Ceccherini-nelli et al,,
2013); o lentivirus tem origem no virus da imunodeficiéncia pelo que apresenta problemas de

seguranca, o que limita a sua aplicacdo clinica (Huang et al., 2011; Katare et al., 2010,0;
Wickham, et al., 2003; Ratko et al., 2003).

1.2.3.2. Vetores bacterianos

Os sistemas de entrega bacterianos consistem na entrada da bactéria em células-alvo como
sistema de entrega de DNA, através da sua entrada na célula por fagocitose (macréfagos ou
células dendriticas) ou através de pinocitose (células ndo fagociticas). Depois da sua entrada
na célula o DNA é expresso, amplificando a resposta imunoldgica contra o antigénio e a bactéria
sai por endocitose (Vassaux et al., 2006; Palffy et al., 2006; Seow et al., 2009). Existem no
entanto algumas questdes relacionadas com a sua aplicacdo como a sua potencial toxicidade,
preocupacdo com a nao patogenicidade da bactéria transfetada, rapida eliminacao por parte

do sistema imunitario e reacdes autoimunes (Palffy et al., 2006).

1.2.3.3. Vetores néo virais

Apesar da elevada taxa de transfecao associada aos vetores virais, estes apresentam algumas
questodes relacionadas com a sua seguranca e, desse modo, surgiram os vetores nao virais como
uma alternativa mais segura (Wolff et al., 1990; Sousa et al., 2009; Glover et al., 2005; Li et
al., 2000). As suas taxas de transfecao e expressao génica mais baixas (por serem degradados
in vivo por células fagociticas e nucleases extracelulares) é compensada pela sua aplicacao
segura, estavel e com grande biodisponibilidade, permitindo a sua producdo em larga escala, o
que os torna mais efetivos na entrega de genes (Gaspar et al., 2015; Baban et al., 2010,0);
Nagasaki et al., 2007). Para além disso, relativamente aos vetores virais, transportam maior
quantidade de DNA (Glover et al., 2005) e permitem uma administracdo repetida, e a nivel
topico, sem implicar uma resposta imune subsequente (Sousa F. et al., 2009; Foldvari et al.,
2015; Munier et al., 2005; Nayerossadat et al., 2012).
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Esta classe de sistemas de entrega engloba trés principais tipos de vetores: os plasmideos, os
cosmideos e os cromossomas artificiais (Gaspar et al., 2015). Dos referidos anteriormente, o
pDNA é o mais utilizado e inimeros estudos tém sido desenvolvidos com recurso a esta
tecnologia inovadora (Sousa et al., 2006; Valente et al., 2014; Sousa et al., 2008; Sousa et al.,
2014; Sousa et al., 2010,0; Silva et al.,2008; Al-dosari et al., 2009; Silva et al., 2012; Stryjewska
et al., 2013; Oliveira et al., 2013; Gaspar et al., 2014). Os plasmideos existem naturalmente
em bactérias e tém a capacidade de se replicarem autonomamente do hospedeiro. A bactéria
mais utilizada para a sua producéo nas plataformas biotecnoldgicas é a Escherichia coli. O pDNA
tem natureza hidrofilica e anionica, devido a presenca de grupos fosfatos da cadeia dupla de
DNA o que, aliado ao seu tamanho alargado, permite que passe de forma passiva através da
membrana plasmatica (Sousa et al., 2008; Sousa et al., 2010,0). Para além disso, o DNA
encontra-se extremamente compactado, resultando numa estrutura superenrolada. Esta
estrutura apresenta uma zona exterior mais hidrofilica, em consequéncia da presenca dos
acucares e do grupo fosfato e um interior mais hidrofobico devido as interacoes e disposicoes
das bases da dupla hélice do DNA (Sousa et al., 2008). As caracteristicas do pDNA implicam um
controlo rigido de condicées como o pH e a temperatura, dado que podem ocorrer interacoes
como as eletrostaticas e hidrofdébicas, que podem culminar na sua degradacado e consequente
perda de funcao (Sousa et al., 2006; Sousa et al., 2010,0; Valente et al., 2014; Sousa et al.,
2014).

1.2.3.4. Métodos fisicos de entrada de DNA

As caracteristicas da célula-alvo e os obstaculos extracelulares, bem como a natureza, carga,
tamanho, hidrofobicidade e conformacao do pDNA, podem promover interagdes instaveis,
dificultando o acesso do DNA a célula-alvo (Li et al., 2000; Coelho et al., 2010,0). Deste modo,
para ultrapassar a baixa capacidade de transfecao do pDNA e facilitar o acesso do material
genético a célula foram desenvolvidos métodos fisicos para transportar os genes terapéuticos
as células-alvo, protegendo-os da degradacéao pelas nucleases (Al-dosari et al., 2009; Luo et al.,
2000; Baban et al., 2010,0). Estes métodos baseiam-se na rutura da membrana por meios
mecanicos, elétricos, ultrassonicos, hidrodinamicos ou baseados em energia laser, de modo a
facilitar a entrada do DNA na célula-alvo (Stone et al., 2010,0; Al-dosari et al., 2009; Ibraheem
et al., 2014). Estas técnicas incluem a injecao direta, a eletroporacao, o ultrassom, a injecao

hidrodinamica e a injecao balistica de DNA (Patil et al., 2005; Al-dosari et al., 2009).

Cada uma das técnicas tem vantagens e desvantagens, cabendo ao investigador escolher a mais
apropriada ao proposito a que é destinada (Wolff et al., 1990; Stryjewska et al., 2013; Patil et
al., 2005; Mehier-Humbert et al., 2005; Gao et al., 2007; Cevher et al., 2012).
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1.2.3.5. Métodos quimicos de entrada de DNA

Os métodos quimicos utilizam materiais de origem natural ou sintética que protegem as
moléculas de DNA, permitindo uma reducao do seu tamanho e carga, o que facilita a sua
entrada na célula (Al-dosari et al., 2009). Estas moléculas vao conferir uma maior protecao ao
material transportado e podem ser lipidos cationicos, polimeros cationicos e nanoparticulas
inorganicas (Coelho et al., 2010,0; Patil et al., 2005; Al-dosari et al., 2009; Stryjewska et al.,
2013; Li et al., 2000). Os lipidos cationicos sao sintéticos e carregados positivamente, com uma
cabeca hidrofilica e uma causa hidrofdbica. A parte hidrofilica, constituida por aminas
primarias, secundarias e terciarias é responsavel pelo caracter positivo dos lipidos, permitindo
que se estabelecam interacdes eletrostaticas com o DNA terapéutico, protegendo-o das
nucleases e favorecendo a sua interacdo com a membrana da célula-alvo. A carga negativa
conferida pelos grupos fosfato vai levar a formacao de lipoplexos e permite a interacdo com as
glicoproteinas e proteoglicanos carregados negativamente da membrana celular da célula-alvo,
facilitando a entrada do material genético por endocitose (Coelho et al., 2010,0; Patil et al.,
2005; Al-dosari et al., 2009; Stryjewska et al., 2013; Gao et al., 2007). Os polimeros cationicos
como a poli-L-Lisina e a polietilenimina permitem a compactacao de genes de tamanho maior
em poliplexos que melhoram a eficiéncia de transfecao e sdo mais estaveis (Smedt et al., 2000).
A sua carga positiva interage com as moléculas carregadas negativamente das células
hospedeiras, permitindo a entrada do pDNA (Li et al., 2000; Patil et al., 2005). As
nanoparticulas inorganicas utilizam metais como o ferro, o ouro e a prata que vao interagir com
o DNA e, deste modo, este atravessa mais facilmente a membrana celular, bem como barreiras
fisiologicas e celulares. E um método de baixa toxicidade e pouco afetado por respostas imunes
(Al-dosari et al., 2009; Li et al., 2000; Coelho et al., 2010,0; Patil et al., 2005; Stryjewska et
al., 2013).
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1.3. DNA plasmidico

A primeira abordagem relativa a utilizacdo do plasmideo como uma ferramenta de clonagem
de DNA aconteceu em 1973 por Stanley e colaboradores (Wang et al., 2012). O pDNA é um vetor
muito utilizado em terapias baseadas em DNA por ser seguro, estavel, bem caracterizado, de
facil producdo em larga escala e de baixa toxicidade e imunogenicidade. Os plasmideos tém
tamanho de um a 10,0 kilo pares de bases (kbp) (Diogo et al., 2005; Thomas et al., 2008) e sao
produzidos com recurso a plataformas biotecnologicas, normalmente em Escherichia coli por

replicacao extracromossomal e devem ser constituidos pelos seguintes elementos essenciais:

i) um promotor de expressao que permite a transcricao de um gene alvo;

ii)  um sinal de poliadenilacao;

iii) um marcador de selecdo que lhe confira propriedades particulares, como a resisténcia a
certos antibioticos (como a ampicilina e a estreptomicina) ou a metais pesados (como o
mercUrio e o arsénio) e que permite a selecio da bactéria com o plasmideo de interesse. E de
referir que, para minimizar a resisténcia da flora microbiana endégena do paciente, a FDA nao
permite a insercao de marcadores de penicilina ou outros beta-lactamicos no pDNA do vetor
(Luke et al., 2009);

iv) uma origem de replicacao, de modo a que tenha a capacidade de se replicar de uma
forma autonoma, sem dependéncia do ciclo celular do hospedeiro;

v)  um sinal de multipla clonagem no qual é inserido o gene de interesse;

vi) um local de reconhecimento para uma endonuclease: onde as endonucleases irao cortar
para permitir que o DNA seja inserido (se nao tiver esse local, o plasmideo nao pode ser aberto
para a insercao de novos genes e, se tiver dois ou mais, a endonuclease de restricao e a DNA
ligase podem formar muitos produtos diferentes em vez de um so6) (Sousa et al., 2009; Gaspar
et al., 20015; Oliveira et al., 2013; Williams et al., 2009; Hernandez et al., 2005; Valente et
al., 2009; Sousa et al., 2006; Sousa et al., 2010,0; Gaspar et al., 2015; Gaspar et al., 2014)

O DNA tem uma unidade responsavel pela sua expressao no hospedeiro procariota e outra
responsavel pela expressao dos genes terapéuticos nas células eucarioticas (Sousa et al., 2009;
Valente et al., 2009; Sousa et al., 2010,0; Oliveira et al., 29013).
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Figura 6: Esquematizacdo de um plasmideo (adaptado de Prazeres et al., 2001).

O material genético esta altamente compactado, o que leva a uma maior ocorréncia da
conformacao superenrolada (Sousa et al., 2008; Thomas et al., 2008; Sousa et al., 2005;
Dorman et al., 2006; Urthaler et al., 2005; Diogo et al., 2005). Para além desta isoforma de
pDNA, existem a circular aberta e a linear, que podem ser visiveis na electroforese em gel de

agarose, representada na Figura 8. (Molloy et al., 2004).

rl
L. 'J sc
/ EA‘ y
Isoforma superenrolada Isoforma circular aberta Isoforma linear do
do pDNA do pDNA pDNA

Figura 7: Topologias de plasmidio: A - representacao esquematica; B- DNA oc, In e ac representados em
electroforese em gel de agarose (adaptado de Molloy et al., 2004).

Uma vez que as isoformas linear e circular aberta podem sofrer danos aleatoriamente em
localizagdes importantes de genes, as agéncias reguladoras, consideram que a isoforma
superenrolada é a mais eficiente (Schleef et al., 2004) e, por esse motivo, a sua aplicacao em
contexto clinico implica uma pureza superior a 97%, a ndo presenca de contaminantes, como
as endotoxinas, DNA genémico, RNA e proteinas (Valente et al., 2009; Sousa et al., 2010,0;
Oliveira et al., 2013; Valente et al., 2009; Sousa et al., 2009). O processo biotecnologico de
producao do pDNA ¢é dividido por dois passos: o upstream que engloba a producao do pDNA por
organismos geneticamente modificados e o downstream que corresponde ao isolamento e

purificacdo do plasmideo (Sousa et al., 2009).
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1.3.1.Processo upstream - Construcao e producéao do plasmideo

Os principais objetivos da fase upstream sao uma correta selecdo do plasmideo e do
microrganismo, bem como uma otimizacao das condicoes de crescimento de modo a que se
produza um plasmideo de DNA superenrolado puro, em elevadas quantidades e estavel (Ferreira

et al., 2000), como representado na Figura 8.

A Escherichia coli é o hospedeiro mais utilizado por estar bem caracterizado geneticamente,
por ter a capacidade de atingir num periodo de tempo relativamente curto uma elevada
densidade celular (Hernandez et al., 2011), com um consumo reduzido de nutrientes, ser
economico e por ter a possibilidade de ser modificada para replicar um elevado nimero de
copias de plasmideo, melhorando o rendimento do processo de producéo, e ser compativel com
uma grande variedade de vetores disponiveis (Prather et al., 2003; Silva et al., 2012). As
otimizacoes relacionadas com este hospedeiro incluem manipulacdes de temperatura, pH,
concentracao de determinada fonte de nutrientes, e o tipo de birreator utilizado (Silva et al.,
2012).
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Figura 8: Representacdo esquematica das principais operacoes do passo upstream do processo de
producao do sc DNA (Ferreira et al., 2000).

1.3.2.Processo Downstream - Isolamento do plasmideo

O primeiro passo do processo downstream, representado esquematicamente na Figura 9, é a
lise celular que pode dar-se por métodos mecanicos, quimicos e enzimaticos. A lise mecanica
ndao é muito utilizada por ser agressiva para o DNA e a lise enzimatica ndo é aceite pelas
agéncias reguladoras devido aos efeitos adversos da administracao de farmacos com residuos
de RNAses (Stadler et al., 2004; Ferreira et al., 2000). O método quimico mais utilizado consiste
na lise alcalina (Sousa et al., 2012) com hidroxido de sodio (NaOH) (Birnboim et al., 1979) que
enfraquece a membrana celular permitindo a libertacdo das biomoléculas produzidas
intracelularmente (Prather et al., 2003; Diogo et al., 2005). Em seguida, é realizada a
precipitacao com isopropanol, seguida de passos de concentracao e clarificacdo que permitem
a reducao de algumas impurezas como as proteinas de baixo peso molecular e acidos nucleicos
(Prazeres et al., 2000; Sousa et al., 2008; Ferreira et al., 2000).
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Figura 9: Representacdo esquematica das principais operacdes do passo downstream do processo de
producao do sc DNA (Ferreira et al., 2000).

O processo downstream é extremamente importante para que se cumpram os pré-requisitos
impostos pelas agéncias reguladoras como a Food and Drug administration (FDA) e a European
Medicines Evaluation Agency (EMEA) (Hernandez et al., 2005) que estipulam a percentagem
maxima de biomoléculas especificas admissivel de modo a que o DNA terapéutico possa ser
aplicado biologicamente (Sousa et al., 2010,0). Este passo € fortemente dependente do
processo upstream, uma vez que a possivel presenca de impurezas e contaminantes vai afetar
a eficiéncia dos passos de purificacao (Ferreira et al., 2000). Na tabela 1 podem observar-se

algumas das condicoes que devem ser garantidas na purificacao do pDNA.

Tabela 1: Condicoes estabelecidas pelas agéncias reguladoras relativamente a presenca de contaminantes
de plasmideo resultantes da plataforma biotecnoldgica recombinante (adaptado de Stadler et al., 2004;
Llinman et al., 2010,0).

Lisado de E.coli pDNA Purificado
Componentes Conteudo (%) Quantidade Regulamentada Meétodo de Quantificacdo
Proteinas 15% < 3 pyg/mg pDNA Teste BCA
RNA 21% < 0,2 pg/mg pDNA HPLC Analitico
gDNA 3% < 2 yg/mg pDNA TagMan-PCR
Endotoxinas 3% <0,010,0 EU/pg Teste LAL
pDNA < 3% >97% sc pDNA HPLC Analitico
Outras 15% - -

A maior dificuldade para a purificacao do pDNA prende-se com o facto de que o sc pDNA e
outras isoformas e impurezas partilham muitas caracteristicas, nomeadamente a carga negativa
(partilhada por RNA, gDNA e endotoxinas e pela isoforma superenrolada do pDNA), tamanho
idéntico (gDNA, endotoxinas e oc pDNA) e hidrofobicidade semelhante (endotoxinas) (Stuve et
al., 2007; Sousa et al., 2008; Sousa et al., 2009; Sousa et al., 2010,0; Sousa et al., 2012). A
remocao das endotoxinas como contaminantes é fundamental uma vez que podem produzir
sintomas de choque tdxico in vivo e reduzir a eficiéncia de transfecao em estudos in vitro (Diogo
et al., 2005; Sousa et al., 2010,0).
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A cromatografia (Figura 10,0) é considerado o método de eleicao para a purificacdo do pDNA
(Sousa et al., 2009; Urthaler et al., 2005) por ser um método rapido, simples, econémico e
reprodutivel (Urthaler et al., 2005). Além disso, permite um controlo das condi¢cdes como o
tamanho, propriedades quimicas, carga, hidrofobicidade, acessibilidade das bases
nucleotidicas para os ligandos e as restricdes e afinidade impostas pela isoforma superenrolada
(Sousa et al., 2008; Ferreira et al., 2008), que permitem a diferenciacdao da biomolécula de
interesse das restantes, conferindo-lhe maior afinidade para a fase movel ou para uma

estacionaria, de modo a que possa ser isolada.
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Molecular Hidrofébica Anidnica ase Reversa

Figura 10,0: Esquematizacao dos diversos tipos de cromatografia (adaptada de Healthcare, 2010,0).

1.3.2.1. Processos cromatograficos

A cromatografia de exclusao molecular baseia-se na diferenca de tamanho existente entre as
diversas moléculas do lisado. Uma das vantagens deste processo advém do facto de que
particulas de maior peso molecular como o gDNA e o pDNA eluem mais rapido, ao passo que as
de menor peso como o RNA, proteinas e endotoxinas tém um tempo de retencao superior dado
que ficam retidas no interior dos poros da matriz (Sousa et al., 2009; Sousa et al., 2008; Ferreira
et al., 2000). Esta técnica é considerada pouco seletiva dada a semelhanca entre as diversas
isoformas do pDNA relativamente ao gDNA, podendo contudo ser aplicada conjuntamente com
outros métodos de purificacao (Ghanem et al., 2013; Sousa et al., 2010,0), nomeadamente
como um passo de polimento, permitindo a remo¢ao de contaminantes residuais (Ferreira,
2005; Sousa et al., 2008; Ghanem et al., 2013; Sousa et al., 2009; Ferreira, 2005; Li et al.,
2007).

A cromatografia de troca aniénica permite a separacao das diversas biomoléculas baseando-se
nas diferencas de carga entre as moléculas e a fase estacionaria (Diogo et al., 2005; Sousa et
al., 2009; Sousa et al., 2008) e pode ser aplicada quer a uma escala preparativa, quer analitica
(Stadler et al., 2004). Os ligandos utilizados no suporte solido sdo aminas quaternarias, e as
interacdes que se estabelecem sao maioritariamente eletrostaticas (Sousa et al., 2008). Os
acidos nucleicos, de carga negativa, interagem com os grupos funcionais carregados

positivamente da matriz provocando diferentes tempos de retencdo das isoformas a medida
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que aumenta o gradiente de sal (Ghanem et al., 2013) e as moléculas eluem por ordem
crescente de carga (Sousa et al., 2008). Esta técnica cromatografica tem-se mostrado eficiente
na separacao da isoforma sc de pDNA, que tem uma densidade de carga maior do que a isoforma
oc (Sousa et al., 2008). No entanto, muitas fases estacionarias exibem fraca seletividade de
separacao entre o pDNA e as impurezas devido as afinidades de ligacdo serem semelhantes
(Diogo et al., 2005; Sousa et al. 2008; Sousa et al., 2009; Ghanem et al., 2013; Prazeres et
al.,2001; Ferreira et al., 2000; Stadler, et al., 2004).

A cromatografia de fase reversa € baseada nas interacdes hidrofobicas entre o soluto e a fase
estacionaria apolar, sendo que a eluicdo dos solutos ocorre por diminuicao da ordem de
polaridade (Stadler et al., 2004). Este método implica uma fase estacionaria hidrofobica e uma
fase movel de eluente hidrorganico (Diogo et al., 2005) e constitui um método eficiente na

remocao de endotoxinas (Stadler et al., 2004).

A cromatografia de interacdo hidrofobica baseia-se na utilizacao de ligandos hidrofébicos que
estabelecem interacao com as regides nao polares das biomoléculas do lisado (Sousa et al.,
2008) devido as diferencas de hidrofobicidade entre o pDNA, acidos nucleicos de cadeia simples
e endotoxinas (Diogo et al., 2005). Neste método, a retencdo ocorre a elevadas concentracoes
de sal, de modo a que seja promovida a remocao das moléculas de agua a volta dos grupos
hidrofdbicos e seja possivel a ligacdo das biomoléculas aos ligandos (Sousa et al., 2008). A
eluicdo é promovida pela diminuicdo da concentracdo de sal que enfraquece as ligagoes
hidrofdbicas. A necessidade de utilizacao de elevadas concentracdes de sal é vista como uma
desvantagem visto que esta a associada a altos custos e a um impacto ambiental negativo (Sousa
et al., 2008; Ghanem et al., 2013; Sousa et al., 2009; Diogo et al., 2005).

1.3.2.2. Cromatografia de afinidade

A cromatografia de afinidade permite a purificacdo das biomoléculas com base na sua funcao
bioldgica e estrutura quimica (Ghanem et al., 2013) motivo pelo qual se tornou no método de
separacao de eleicdo para as areas da farmacéutica e biotecnologia (Hage, 1999). A
cromatografia de afinidade separa as biomoléculas de acordo com as interagbes reversiveis
entre a biomolécula alvo e o seu ligando especifico, que é acoplado a matriz cromatografica
(Sousa et al., 2008). A escolha da matriz e das condigcoes usadas depende das propriedades
fisico-quimicas das biomoléculas e do tipo de interacdes moleculares (Sousa et al., 2008). Os
ligandos utilizados neste processo podem ser naturais ou sintéticos, no entanto, na literatura
tem sido descrita preferéncia pelos sintéticos uma vez que combinam a seletividade dos
ligandos naturais com a eficacia e durabilidade dos sistemas sintéticos (Hage, 1999). Assim
sendo, pode afirmar-se que a escolha do ligando é essencial para o alcance de uma boa
estratégia de purificacdo uma vez que estes vao ditar o tipo de interacées que vao ocorrer,

podendo estas ser, eletrostaticas, hidrofobicas, forcas de Van der Waal’s e pontes de hidrogénio
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(Sousa et al., 2008). A eluicao das diversas biomoléculas envolvidas pode ser promovida

especificamente, utilizando ligandos competitivos, ou de um modo nao especifico, através da

manipulacao de condicées como o pH, a temperatura, polaridade e a forca ionica e das

caracteristicas quimicas das biomoléculas (Sousa et al., 2008; Sousa et al., 2009; Sousa et al.,
2014; Ferreira et al., 2000).

Estao descritas uma diversidade de técnicas relativas a tematica abordada, nomeadamente, a

cromatografia de afinidade de i6es metalicos imobilizados (IMAC), cromatografia de afinidade

de tripla-hélice, cromatografia de afinidade proteinas-DNA, cromatografia de afinidade com

aminoacidos e cromatografia de afinidade polimixina B (Li et al.,2009; Sousa et al., 2009; Sousa

et al., 2012; Pfaunmiller et al., 2013) representadas na tabela 2.

Tabela 2:Métodos cromatograficos de afinidade para purificacdo de pDNA (adaptado de Sousa et al.,

2008).
Tipo de
Principio Especificidade Vantagens Limitagoes
Afinidade

Agentes quelantes Em misturas

carregados com ides Acidos nucleicos  Separacdo eficiente do complexas a
metalicos divalentes de cadeia RNA do gDNA e pDNA, separacao do

Por metal que interagem simples bem como eficiente RNA nao é
imobilizado especificamente com  (particularmente remocao de eficiente; Co-

atomos de azoto as bases de endotoxinas; Separacao eluicao das
aromatico através de purina); do pDNA desnaturado; isoformas do

ligacoes m-;

DNA;

Tripla
hélice

Sequéncias especificas
presentes no pDNA
reconhecidas por um
oligonucleodtido que
forma uma tripla
hélice;

DNA de cadeia
dupla;

Discriminacao de
diferentes plasmideos
baseada nas suas
sequéncias; isolamento
de sc pDNA apenas num
passo cromatografico;
Reducao do RNA gDNA,
e endotoxinas;
Possibilidade de scale

up;

Perda de pDNA
durante os passos
de lavagem;
baixo
rendimento;
cinética baixa de
formacao de
tripla hélice;
tempos de
corrida elevados;

Polimixina B

A polimixina
imobilizada reconhece
especificamente a
estrutura lipidica das
endotoxinas;

Endotoxinas;

Eliminacao das
endotoxinas
contaminantes do DNA

Interacao nao
especifica dos
ligandos com o
pDNA; Baixo
rendimento;
toxicidade da
polimixina B.

Proteina-
DNA

A proteina imobilizada
na matriz reconhece
especificamente o
DNA;

pDNA;

Discriminacao de
diferentes plasmideos
baseada na sua
sequéncia; isolamento
de pDNA de lisados
clarificados;
Eliminacao de
proteinas e RNA;

Baixo
rendimento;
Contaminacao
com gDNA;

Aminoacido-
DNA

Interacdes multiplas
ocorrem entre os
aminoacidos
imobilizados e os
acidos nucleicos;

sc pDNA;

Purificacao de sc pDNA
num Unico passo
cromatografico;

Eliminacao eficiente de

RNA, gDNA, proteinas e

endotoxinas;

Eluicdo com altas
concentracoes de
sal;
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A escolha do ligando apropriado é uma parte essencial na cromatografia de afinidade, pois € o
que determina a especificidade e estabilidade dos sistemas de purificacao (Caramelo-Nunes et
al., 2013).

A utilizacao de aminoacidos como ligandos para a purificacao de pDNA é um conceito promissor
(Ghanem et al., 2013), cuja seguranca € comprovada pela existéncia de complexos proteina-
DNA nos sistemas biologicos. Os aminoacidos mais utilizados sdo a histidina (Sousa et al., 2005),
a arginina (Sousa et al., 2009), a lisina, a metionina e a tirosina. As matrizes de arginina-agarose
foram utilizadas como estratégia de cromatografia de afinidade para a purificacdo do pDNA
pVAX1-LacZ com uma pureza de 99% (Sousa et al., 2009). Matrizes de histidina-agarose
mostrararm igualmente ser eficientes na purificacdo do pDNA pVAX1-LacZ com pureza de
10,00%, embora com baixo rendimento (Sousa et al., 2013). No entanto estas matrizes
apresentam algumas limitacées como a necessidade de trabalharem a baixas taxas de fluxo e
terem elevadas taxas de retencao que podem motivar a degradacao do pDNA (Sousa et al.,
2011). A utilizacao da agmatina, obtida por uma descarboxilacdo da arginina, revelou também
resultados muito promissores no isolamento do sc pDNA (Sousa et al., 2014). Apesar da
cromatografia de afinidade ser capaz de purificar, eliminar passos adicionais, aumentar
rendimentos e melhorar processos de forma a serem mais econdmicos, apresenta limitacoes
particularmente no que diz respeito a origem do ligando e baixa capacidade de ligacao (Ghanem
et al., 2013; Sousa et al., 2009; Sousa et al., 2008).

A utilizacdo de ligandos de afinidade com aneis aromaticos na sua estrutura é relativamente
comum na purificacao cromatografica de proteinas, hidratos de carbono e acidos nucleicos em
cromatografia de afinidade sendo por isso utilizados neste trabalho. Para se encaixar nesta
categoria, um composto deve ser biciclico, ter uma orbital p em cada atomo do anel, ter uma
estrutura planar e incluir um loop fechado de (4n+2) eletrées (sendo n um ndmero inteiro). Os
compostos aromaticos tém elevadas energias de ressonancia e sdo mais estaveis que as
moléculas insaturadas. Existem diversos estudos de ligandos de origem aromatica usados como
intercaladores, na purificacao de pDNA como por exemplo, o derivado de fenantridina, 3,8-
diamino-6-fenilfenantridina (DAPP), recentemente utilizado na separacao e purificacao de
pDNA (Caramelo-Nunes et al., 2014).

A cromatografia de pseudo-afinidade é uma abordagem cromatografica eficiente, tanto a nivel
preparativo como analitico e difere da cromatografia de afinidade, na utilizacdao de ligandos
nao bioldgicos, como corantes e metais. (Li et al., 2009), fornecendo uma vasta variedade de
ligandos de baixo custo, estaveis e de facil obtencédo para processos de imobilizacao e posterior
purificacdo (Li et al., 2009). De um modo geral pode afirmar-se que esta estratégia de
purificacdo € uma boa escolha para o isolamento de um sc pDNA de qualidade, dentro dos

padroes estipulados pelas agéncias reguladoras.
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1.3.2.2.1. Acido barbiturico e barbituratos

Ndo obstante, e tanto quanto é do nosso conhecimento, o acido barbitlrico e barbituratos
nunca terem sido usados como ligandos em cromatografia de afinidade, o seu caracter
aromatico e pirimidinico e riqueza estrutural potenciam a interacao nao apenas de ligagcoes m-
m, mas também o seu caracter hidrofébico, hidrofilico, pontes de hidrogénio e ligacdes ionicas
potenciando a sua utilizacao.

0 acido barbitdrico foi sintetizado pela primeira vez em 1863, pelo investigador alemao Adolf
Von Baeyer. Desde essa altura que foram e tém sido investigados mais de 2500 derivados do
acido (Fernandez et al., 2000; Willow et al., 1983). Esta substancia € chamada de "malonilureia
ou hidropirimidina” e resulta da reacdo entre o acido maldnico e a ureia de onde se podem
derivar substancias com aplicacdo terapéutica. E um grupo de substancias depressoras do
Sistema nervoso central, aplicadas como antiepilépticos, sedativos e hipnoticos (Willow et al.,
1983). O acido barbitlrico e seus derivados sdo considerados hidrofilicos devido ao seu sistema
em anel 2,4,6-pirimidinetriona, e lipofilicos devido a natureza dos substituintes 5,5". O acido
barbiturico é um acido forte, com um pKa de 4,01 em agua. E parcialmente solivel em solventes
polares como o metanol e a agua, nos quais mantém as suas propriedades acidicas (devido ao
NH n&do substituido) e é convertido no sal correspondente quando tratado com uma base
(Neumann, 2000). O anel do acido barbitlrico tem um carbono hibridizado sp? e é tratado como
um sistema aromatico aquiral, a menos que os substituintes 5,5 sejam diferentes um do outro
(Neumann, 2000).

X
HI\|I J\ NH
= \/g
o~ o)
Figura 11: (X=0,5) Acido barbitirico (X=0), Acido Tiobarbitirico (X=S).

Substituicoes C-2 ou C-5 do acido barbiturico (Figura 11, X=0) permitem a sintese de derivados
com atividades variadas. Substituicbes em C-5 resultam na producdao do amobarbital,
pentobarbital, secobarbital e hexobarbital. Substituicobes em C-2 resultam na producao de

tiopental e tiamilal, farmacos de curta duracao (Figura 12).
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Figura 12: Substituicoes C-2 e C-5 do acido barbitlrico (adaptado de Newmann et al., 2000).

A partir de 1903 comecou a comercializar-se o barbital (o primeiro barbiturico hipno-indutor),
com o nome comercial de Veronal; em 1912 surgiu o fenobarbital com o nome comercial de
Luminal, com uma accdo mais prolongada (Willow et al., 1983). Este farmaco teve ampla
aceitacao clinica, sendo utilizado actualmente como um anti-convulsivo eficaz (Willow et al.,
1983, Raafat et al., 2011; Mehier, 2011). Os barbituratos sao depressores derivados do barbital.
Podem ser organizados em trés categorias, farmacos de longa duracdo (8 a 16 horas) para
tratamento de epilepsia, e pressao sanguinea alta, como o Veronal e o Luminal, os farmacos de
duracdo média (4 a 6 horas) para controlo de distUrbios de sono, como o amobarbital, e os
farmacos de curta duracao utilizados como anestésicos ou sedativos, como o pentobarbital e o
secobarbital (Ross et al., 1972).

Estas substancias ultrapassam facilmente a barreira hematoencefalica e afectam o receptor do
neurotransmissor GABA, induzindo a inibicao da atividade do sistema nervoso central e
reduzindo, consequentemente, as funcdes de alguns sistemas organicos (Takehiko et al., 1996).
Os barbituratos, de maneira semelhante aos benzodiazepinicos, e juntamente com os opiaceos,
foram durante bastante tempo as substancias usadas para tranquilizar a agitacdo e ansiedade
de doentes com problemas psiquiatricos (Willow et al., 1983). Este facto contribuiu para o
alargamento da sua utilizacao clinica e, consequentemente, para o seu consumo abusivo, que
se veio a tornar num problema clinico grave (Willow et al., 1983). Os barbituratos provocam
dependéncia fisica e psicoldgica, diminuicdo em varias areas do cérebro, depressdao na
respiracao e no sistema nervoso central, depressao na medula, depressao do centro do
hipotalamo, vertigem, espasmo da laringe, sedacdo e alteracdo motora, motivo pelo qual
podem causar morte por depressao respiratdria e cardiovascular se forem administrados em
excesso (Henn et al., 2007). Desde 1956, a Organizacdao Mundial de Salude fez varios alertas

para as consequéncias do abuso de barbituratos, mas apenas em 1971, com a Convencao de
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Viena se iniciou o controlo dos mesmos (Willow et al., 1983). Estes farmacos passaram a ser
comercializados apenas com receita médica para, progressivamente, serem retirados da
composicao de varios medicamentos (Willow et al., 1983). Em Portugal, o crescimento
exponencial da sua utilizacdo é agravado pelo facto do consumo de barbituratos ser

frequentemente associado ao de benzodiazepinas (Garrett et al., 1971; Parker et al., 2004).

Os derivados do acido tiobarbiturico (Figura 11, X=S) sdo anestésicos mais poderosos que os
derivados de acido barbitirco devido a sua mais eficiente solubilidade lipidica e ao facto de
serem melhores aceitadores de hidrogénios. O Acido tiobarbitlrico tem também energias de
ionizacao mais baixas e, consequentemente, melhor capacidade de doar eletrdes que o acido
barbiturico (Ng et al., 2008) (Guillén-Sans et al., 1998).

0 acido 1,3-difenil-2-tiobarbitirico (Figura 13) é um derivado do acido tiobarbitlrico
sintetizado em dois passos: o primeiro que faz reagir fenilisotiocianato com anilina, com a
adicao de diclorometano e trietilamina para produzir 1,3 difeniltioureia e o segundo que parte
da 1,3 difeniltioureia e de acido malonico em cloreto de acetilo para produzir o acido 1,3-

difenil-2-tiobarbitlrico.

Figura 13: Acido 1,3-difenil-2-tiobarbit(rico

Embora nao estando descritos estudos de bioseparacao através de cromatografia de afinidade,
utilizando barbituratos como ligandos, no trabalho aqui descrito foram conseguidos resultados
que potenciam o seu uso como ligandos de afinidade, nomeadamente na purificacdo de
plasmideo, especificamente na separacao e purificacdo das vacinas de pDNA do virus influenza,

por cromatografia de afinidade.
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1.3.2.2.2. Matrizes cromatograficas para a purificacdo de vacinas de pDNA

Ao escolher um suporte cromatografico, a natureza da fase movel deve estar adaptada, nao
apenas a fase estacionaria mas também as caracteristicas e estabilidade da molécula alvo,
neste caso, o pDNA. A fase estacionaria ideal deve ser solida, macroporosa, quimica e
fisicamente estavel, exibir adsorcao inespecifica com alta capacidade de ligacdo e
transferéncia de massa e ter boas propriedades de fluxo (Billen e Desmet, 2007). As matrizes
cromatograficas, representados na Figura 14, podem ser agrupadas em particulas porosas, ndao
porosas e superporosas € matrizes com camadas porosas enquanto as matrizes continuas sao

representadas por membranas, criogéis e monolitos.

A

Figura 14: Representacao estrutural dos diferentes suportes cromatograficos (A) Particulas nao porosas
(difusdo); (B) Particulas porosas (difusao); (C) Particulas siperporosas (perfusao); (D) Particulas com
camadas porosas; (E) membranas; (F) criogéis; (G) monolitos (adaptado de Sousa et al., 2012; Billen et
al., 2007)
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Tabela 3: Tipos de matrizes cromatograficos e suas caracteristicas principais (adaptado de Billen et al.,

2007)

Matriz cromatografica

Caracteristicas

Referéncias

Particulas

Nao porosas (difusao) (A)

Porosas (difusao) (B)

Superporosas (perfusao)

(€)

Camadas porosas (D)

Especialmente Util para controlo de qualidade, monitorizacdo e avaliacao
da pureza de biomoléculas. A falta de poros elimina a resisténcia a
transferéncia de massa e o efeito de difusdo intraparticular; Rapida

separacao e analise eficiente; Altas pressoes;

Criada para ultrapassa as limitacdes das particulas ndo porosas; aumenta
a area superficial de contacto das biomoléculas. Poros pequenos
estagnam a fase movel e as moléculas entram apenas por difusao

molecular aumentando a resisténcia a transferéncia de massa; Forcas de

corte podem causar perda irreversivel da atividade bioldgica do pDNA;

Rede de poros interconectados que permite o transporte de massa
intraparticular por conveccao molecular; boas propriedades de
resisténcia a transferéncia de massa; Melhoramento do fator de

purificacdo e concentracao do produto desejado, a velocidade de fluxo é
cerca de cinco vezes maior, comparativamente as particulas nao porosas;
0 nimero de poros nao é suficiente para ultrapassar as limitacoes de
difusao;

Particulas pequenas altamente porosas; Baixas pressoes; Especialmente
usadas para a separacao de proteinas ou identificacdo de gas no campo
analitico;

(Lee, et al.,
1997;
Gustavsson
et al., 2004)

(Freitas et

al., 2007;
Gustavsson
et al., 2004)

(Faman et

al., 2002;

Gustavsson
et al., 1999)

(Billen e
Desmet,
2007)

Continua

Membranas (E)

Criogéis (F)

Monolitos (G)

Poros largos com diametro similar e otimizado; Usados para filtracao e
concentracao e como uma alternativa para a cromatografia de
polimento; Adsorsores de membrana aumentam a resolucao
cromatografica, a eficiéncia e a produtividade; Custos elevados e baixo
rendimento devido as baixas areas superficiais;

Produzido pela polimerizacao de materiais especificos, combina as
vantagens das propriedades de transferéncia de massa e permeabilidade
dos suportes rigidos; Capacidade de purificar solugdes nao clarificadas
bem como suspensodes celulares mais complexas para extrair a molécula
alvo;

Matrizes rigidas altamente porosas com alta capacidade de ligagao;
Excelentes propriedades de transferéncia de massa; pouco tempo de
contacto com as biomoléculas o que reduz a degradacao de
biomoléculas; Excelente solucao para purificacdo de pDNA devido ao
grande nimero de pontos de ligacao.

(Przybycien

et al., 2004;

Haber et al.,
2004)

(Noppe et
al., 2007)

(Dankuah e
Forde, 2008)
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1.4. Criogéis

Os suportes cromatograficos convencionais particulados apresentam algumas limitacées como
baixas taxas de fluxo, altas pressoes, baixa reprodutibilidade, dificuldade de “scale-up” e poros
pequenos (Ma et al., 2008; Uygun et al., 2013). Por este motivo ndao sao os mais indicados para
a separacao de biomoléculas de tamanhos maiores como os acidos nucleicos, devido ao seu
elevado peso molecular, viscosidade e baixo coeficiente de difusao (Prazeres, 1998; Diogo et
al., 2005).

A constante procura por moléculas bioldgicas altamente puras desencadeou o desenvolvimento
de novos materiais poliméricos para serem aplicados em bioseparacdo. Os materiais poliméricos
macroporosos tém sido muito utilizados em areas como a biotecnologia porque permitem o

isolamento e purificacao de varias biomoléculas como os acidos nucleicos (Ertiirk et al., 2014).

Na tentativa de ultrapassar estas limitacoes desenvolveram-se novos suportes cromatograficos,
com aplicacdo em biotecnologia farmacéutica, baseados na utilizacao de criogéis como fases
estacionarias (Uygun et al., 2013; Lozinsky et al, 2003) que permitem melhorar a difusao,
aumentar a capacidade de ligacdo do suporte a molécula alvo (Percin et al., 2011) tém altas
taxas de fluxo e baixas pressdes devido aos seus macroporos (Lozinsky, et al., 2003; Arvidsson
et al., 2003; Lozinsky et al., 2002; Arvidsson et al., 2002; Babac et al., 2006; Dainiak et al.,
2006; Hanora et al., 2006; Demiryas et al., 2007).

Os criogéis (Lozinsky et al., 2003) sdo sistemas de géis formados em condigbes criogénicas
(congelamento - polimerizacao no estado congelado - descongelamento) de solucdes ou
dispersoes coloidais de precursores especificos (Lozinsky, 2002; Ertiirk et al., 2014; Lozinsky et
al., 2003). Os criogéis, utilizados pela primeira vez ha 40 anos (Lozinsky et al., 2003), sao
materiais poliméricos esponjosos, altamente porosos e elasticos, de elevada forca mecanica,
estabilidade e com interacGes nao-especificas minimizadas devido a natureza hidrofilica dos
polimeros constituintes. Formam-se a temperaturas abaixo do ponto de fusdo do solvente

evitando problemas de citotoxicidade (Lozinsky et al., 2003).

Os criogéis sdao matrizes superporosas de hidrogéis preparados em condicdes criogénicas,
formados pela reacao entre precursores monoméricos ou polimeros nos quais os cristais de gelo
atuam como moldes para a formacao de poros, conferindo-lhes determinado tamanho e forma
que permanecem apos o seu descongelamento (Lozinsky et al., 2003; Sahiner et al., 2014;
Erturk et al., 2014). A forma e tamanho dos cristais de gelo determina a forma e tamanho dos
cristais formados (Sahoo et al., 2011; Nabati et al., 2011; Chellapandian et al., 1998; Yilmaz
et al., 2009). As interconeccbes para formacao dos géis sao formadas em regidoes onde se
encontram as interrupcdes fisicas, ou unidades formadoras de poros. Tém sido utilizados
diferentes materiais como unidades formadoras de poros, como o sal (Huang et al., 2007), o
acucar (Wei et al., 2009), bactérias vivas (Xu et al., 2005), silica (Stachowiak et al., 2005) e
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esferas de gelatina (Draghi et al., 2005). O problema associado a estes métodos € a remogao
das unidades formadoras de poros e, também, o nivel de conectividade inadequado que se
atinge. Dependendo da composicdo quimica da unidade formadora de poros, o solvente
utilizado para a remover pode permanecer no gel e requerer uma lavagem extensiva para
prevenir problemas de citotoxicidade, o que pode consumir bastante tempo, gerando
desperdicio e sendo uma oportunidade de contaminacao (Ertiirk et al., 2014). A criocongelacao
€ entdo um método simples que forma uma matriz de poros bem interconectados na qual a
remocao das unidades formadoras de poros acontece pelo simples descongelamento do criogel
a temperaturas acima do ponto de fusao do solvente, evitando a utilizacao de solventes para

este fim.

As propriedades do criogel, em particular o tamanho do poro, sao influenciadas pelo tipo e grau
de ligacOes, pela composicao da solucao de gel, pela temperatura, pelo tempo e taxa de
criocongelacao. A temperaturas mais baixas o solvente cristaliza mais rapidamente, resultando
na nucleacdo de um grande nimero de cristais de solvente pequenos (Lozinsky et al., 1986), o

que influencia também o tamanho dos poros (Lozinsky et al., 2001; Dinu et al., 2007).

Os criogéis podem ser formados por polimerizacdo utilizando uma vasta gama de polimeros
naturais e sintéticos, monomeros ou oligomeros. O tamanho final dos poros do criogel é também
influenciado pela percentagem e peso molecular de polimero usado. Os criogéis formados a
partir de polimeros de mais elevado peso molecular resultam na formacdo de poros mais
pequenos (devido ao relativamente baixo volume de agua livre em solucdo que pode ser
cristalizada), quando comparados com solucdes de géis de polimeros de baixo peso molecular
(Henderson et al., 2013; Ivanov et al., 2008; Tripathi et al., 2009; Van-Vlierberghe et al.,
2009). A crioconcentracao dos constituintes reacionais na microfase liquida acelera o processo
de gelacao e diminui a concentracdo critica necessaria para o processo de criocongelagao, o
que permite a formacao de solucdes de baixo teor de mondmero (Lozinsky et al., 2001). A taxa
de arrefecimento também influencia o processo de cricongelacdo, sendo que uma taxa de
arrefecimento mais lenta propicia uma melhor formacao e crescimento de cristais de gelo que
vao formar os poros do criogel (Hwang et al., 2010,0; Ozmen et al., 2007; Kathuria et al., 2009;
Gang et al., 2004; He et al., 2007). Devido a elasticidade da parede do poro, os criogéis tém
uma grande capacidade de rehidratacao sem que isso afecte a estrutura dos poros: quando
expostos a solucées aquosas a sua rehidratacao acontece em poucos segundos. A capacidade
de reidratacao (“Swelling degree”) muda consoante o tipo de composicao do polimero e é
caracterizada pelo estudo do peso do criogel quando este é comprimido retirando o excesso de
agua, comparando-o com o peso do criogel molhado, através da seguinte equacao (1) (Ertiirk e
Mattiasson, 2007; Henderson et al., 2013):

"Swelling degree" ~ (mcriogel mo'lhado—m criogel seco) (1 )
(m criogel molhado)
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Como o solvente esta capilarmente ligado, a sua compressao mecanica remove uma grande
parte do solvente sem causar dano a estrutura do gel, o que ndo acontece com os outros
hidrogéis nao-macroporosos (Savina et al., 2009). Por este motivo os criogéis podem ser
armazenados por longos periodos de tempo sem que isso altere as suas propriedades e o seu
desempenho (Rauf et al., 2008; Uygun et al., 2009).

O tamanho dos macroporos nos criogéis pode variar entre 10,0 e 10,00 um (Lozinsky et al.,
2003). Os criogéis com poros mais pequenos e estreitos apresentam maiores areas de superficie,
0 que permite maior ligacdo de biomoléculas-alvo (Berthelot et al., 1859; Zhu et al., 2005;
Uygun et al., 2012). A estrutura Unica dos criogéis, em combinacdo com a sua estabilidade
osmotica e as propriedades de estabilidade quimica e mecanica, torna-os matrizes promissoras
para processos cromatograficos de separacdo, nao sé de biomoléculas mas também de
nanoparticulas, plasmideos, virus e organelos celulares, e de células inteiras (Lozinsky et al.,
2003). Os criogéis sao, além disso, materiais baratos e que podem ser facilmente eliminados
(Bereli et al., 2010,0).

Estes polimeros podem ser usados sob a forma de monolitos, bem como na forma de
membranas, combinando as vantagens da cromatografia de membrana em termos de altas taxas
de fluxo e elevada reprodutibilidade (Bereli et al., 2010,0; Lozinsky et al., 2002).

Para a caracterizacdo dos poros dos criogéis (tamanho, forma e distribuicdo) sao utilizadas

técnicas como a microscopia electronica de varrimento (SEM).

1.4.1. Preparacao de criogéis

Assim como a natureza quimica das ligacds € determinada pela estrutura quimica do polimero,
a morfologia do gel é determinada pelo processo de preparacao do gel (Lozinsky et al., 2003).
A técnica utilizada para a producao de criogéis é a criocongelacdo ou congelacdo criotopica,

cujo estudo teve inicio em 1970 (Ertiirk et al., 2014).

Os criogéis sao geralmente preparados a temperaturas entre os -5 a -20°C: temperatura a que
grande parte do solvente cristaliza e outra parte se mantém na forma liquida (Henderson et
al., 2013), nas quais os precurssores do gel (monomeros, agente reticulante, iniciadores e
solvente) sao congelados (Lozinsky, 2002; Ertiirk et al., 2014). Esta temperatura criogénica é
responsavel por definir o tamanho e quantidade de poros que se irdo formar no criogel
(Henderson et al., 2013). Se o processo de criocongelacao for conduzido a temperaturas mais
baixas, entre os -10,0 e os -20°C, o solvente cristaliza de forma mais rapida, o que resulta na
nucleacdo de um maior nimero de cristais e, consequentemente, um maior nimero de poros

formados, embora de menor tamanho (Henderson et al., 2013).
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A principal funcao da criocongelacéo ¢ a cristalizacdo do solvente, o que distingue este processo
de processos de arrefecimento e subsequente inducao de congelamento, onde este acontece
apos um decréscimo da temperatura, nao passando assim o solvente por fases de transicao até

ao congelamento (Lozinsky, 2002).

Na preparacao dos criogéis podem ser usados varios tipos de monomeros ou precursores
poliméricos com grupos reativos especificos, bastando para isso escolher os reagentes
apropriados. A superficie do criogel pode também ser modificada quimicamente pelo
acoplamento de diferentes ligandos. O processo de congelacdo criotopico produz materiais
poliméricos com diferencas morfoldgicas, quando comparado com sistemas de matrizes
poliméricas que ndo foram sujeitos a temperaturas de congelamento (Lozinsky, 2002; Lozinsky
et al.,2003). O congelamento criotrépico é um tipo especifico de polimerizacao que resulta

num tratamento criogénico capaz de formar géis (Lozinsky et al., 2002; Lozsinsky, 2008).

O processo de preparacdo de criogéis por crio-congelacdo esta representado na Figura 15 e
engloba trés etapas: a preparacao da solucdao com os precursores do criogel, o congelamento

da solucao e o descongelamento do criogel.

Polimerizagao no
Congelamento estado congelado Descongelamento ‘. monomeros e iniciadores

<\ cristais de gelo
éﬁ iniciagao da formagao do polimero

Q reticulagao do polimero de gel

(‘) POoros supermacroporosos

Figura 15: Representacao esquematica da formacao de criogéis (Adaptado de Ertiirk e Mattiasson, 2014).

1.4.2. Preparac¢ao da solucao de precursores de criogéis

A solucao que vai ser utilizada para a preparacao do criogel deve conter iniciadores da reacao
de polimerizacao como o N,N,N’,N’-tetrametilenodiamino (TEMED) e o persulfato de amonio
(APS), um agente reticulante como a N,N’-metileno-bis(acrilamida) (MBAAm), dois monomeros
constituintes da rede estrutural do criogel, como o metacrilato de 2-hidroxietilo (HEMA) e o
metacrilato de glicidilo (GMA) e um solvente como a agua (Uygun et al., 2013; Percin et al.,
2011). As condicoes de preparacao dos criogéis sdo um passo muito importante e ndo devem
ser alteradas porque irdo modificar as caracteristicas do mesmo, tais como tamanho e espessura

da parede do poro, bem como outras propriedades do material (Gun’ko et al., 2013).
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Como referido anteriormente, solugdes de polimero de alto peso molecular geram poros mais
pequenos devido ao reduzido volume de agua livre (Henderson et al., 2013). Por este motivo,
a existéncia de solvente entre as ligacdes dos polimeros € muito importante, pois assegura a

difusdo de substancias solUveis em volta do criogel (Lozinsky, 2002).

1.4.3. Congelamento da solucéo

Quando a mistura reacional congela, esta consiste em duas partes principais: os cristais de gel
e uma microfase liquida nao congelada, onde se encontram concentrados os precursores do gel
(Lozinsky et al., 2003). A reacao quimica ocorre nesta microfase liquida (Lozinsky et al., 1982;
Lozinsky et al., 2003; Lozinsky et al., 2007; Lozinsky et al., 2002). Os cristais de gelo crescem
durante o congelamento até que se forme uma rede interconectada de cristais de gelo, processo
responsavel pela aquisicdo das propriedades especificas do criogel. Quanto maior for a
quantidade de solvente congelado, menor é o volume da micro-fase liquida nao congelada e

mais fina e densa é a parede dos poros que formam (Lozinsky, 2002; Dainiak et al., 2007).

1.4.4. Descongelamento do criogel

Apds um periodo de formacao de cristais de gelo, o criogel é colocado a temperatura ambiente
e, apos o descongelamento dos cristais de gelo e a hidratacao da rede polimérica, é obtida uma
matriz tridimensional polimérica de macroporos interconectados (Henderson et al., 2007;
Plieva et al., 2005; Lozinsky et al., 2002; Plieva et al., 2006; Lozinsky, 1998; Lozinsky e Okay,
2014). Uma vez que atuam como unidades formadoras de poros, a forma e tamanho dos cristais
de gelo determina a forma e tamanho dos poros formados (Plieva et al., 2006; Arvidsson et al.,
2003; Kumar et al., 2003; Plieva et al., 2003; Dainiak et al., 2007) e deixa um sistema continuo
de lacunas formando uma rede interconectada de poros fornecendo canais de passagem para a
fase movel (Lozinsky et al, 2003; Dainiak et al., 2007; Ertirk and Mattiasson, 2014).

Da mesma forma, também o tempo de descongelamento afeta as propriedades fisicas dos
criogéis: tempos de descongelamento mais breves resultam em géis mais fracos, e vice-versa
(Damshkaln et al., 1999).
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1.4.4. Poli (metacrilato de 2-hidroxietilo - metacrilato de glicidilo) [poli
(HEMA-GMA)]

O polimero poli (metacrilato de 2-hidroxietilo - metacrilato de glicidilo) (poli HEMA-GMA) é
constituido por dois mondmeros: o mondémero metacrilato de 2-hidroxietilo (HEMA) e o
metacrilato de glicidilo (GMA).

0 monomero metacrilato de 2-hidroxietilo € um produto sintético, ndo toxico e que apresenta
uma forca mecanica adequada a sua aplicacao biotecnoldgica. Este monomero confere ao gel
propriedades como a opacidade, elasticidade, compressibilidade e capacidade de reidratacao
em segundos (Ozgiir et al., 2011). O HEMA é hidrofilico (Wichterle e Lim, 1960; Mathur et al.,
1996) e confere ao gel uma elevada porosidade (Mattiasson et al., 2009 Este monomero
apresenta grupos hidroxilo que atuam como local de ligacao para diversas espécies bioativas e
diferentes grupos (Kenawy et al., 2002), pelo que permite a introducao de grupos epoéxido na
sua estrutura pela sua copolimerizacdo com outro mondmero com grupos epoxido na sua
estrutura, como o metacrilato de glicidilo. Este monomero tem apresentado bons resultados
em estudos de purificacdo de pDNA (Percin, 2011; Ozgiir et al.; 2011 Uygun, 2013), pelo que

foi escolhido para integrar a composicao do criogel sintetizado neste trabalho.

O mondémero metacrilato de glicidilo tem um grupo epdxido e um grupo vinilico, que lhe
conferem a capacidade de reagir com uma vasta gama de moléculas e ligandos funcionais,
resultando numa grande liberdade e flexibilidade para ser aplicado no “design” de varios tipos

de polimero (Benaglia et al., 2013).

A copolimerizacao de um monoémero com outro permite o controlo do grau de grupos funcionais
no produto e a sua estrutura, introduzindo as propriedades necessarias e desejadas no sistema
de polimero, ndo comprometendo as propriedades mecanicas e osmdticas do material. Se um
dos mondmeros tiver um grupo funcional capaz de reagir com o grupo funcional do ligando, a
copolimerizacao é utilizada na formacao de criogéis funcionais com as propriedades desejadas
(Kenawy et al., 2002; Gun’ko et al., 2013).

0 polimero poli (metacrilato de 2-hidroxietilo - metacrilato de glicidilo) (Figura 16) formado a
partir dos monomeros HEMA e GMA permite a formacao de criogéis com paredes finas e poros
largos e interconectados, maiores que as moléculas de DNA, que permitem a passagem deste e
da fase movel, com uma baixa resisténcia ao fluxo na coluna de criogel (Ozgiir et al., 2011;
Barbey et al., 2013). A presenca do grupo epoxido € uma mais-valia pois reage com varios tipos
de nucleofilos como carboxilos, alcoois, aminas, tidis e azidas, conferindo versatilidade aos
polimeros que integra (Lillethorup et al., 2014). Este polimero foi ja aplicado com sucesso como
matriz cromatografica de afinidade (Altintas e Denizli et al., 2005; Altintas et al., 2007; Uygun
et al., 2013; Brito, 2015).
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Figura 16: Poli (HEMA-GMA)

Os criogéis podem ser formados a partir de monomeros que foram previamente funcionalizados
ou pela sua funcionalizacdo com um ligando especifico apds a formacao do criogel, através de
métodos de imobilizacdo que promovem a reacao de entre grupos funcionais entre si (Kenawy
et al., 2002). A funcionalizacao de um criogel com um ligando vai promover uma afinidade
especifica entre o suporte cromatografco e o pDNA (Gun’ko et al., 2013). A funcionalizacao
apos a sintese do criogel é mais vantajosa porque permite a introducdo de ligandos que
requerem condicOes especiais de imobilizacao sem o risco de perda de atividade (Gun’ko et
al., 2013).
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1.5. Objetivos

Neste trabalho, o principal objetivo foi o de produzir e purificar uma vacina de DNA para
prevencao da gripe associada a infecdo pelo virus influenza. Para isto, propds-se o
desenvolvimento de um novo e potencialmente mais eficiente processo de purificacao para as
vacinas de DNA que codificam para a proteina hemaglutinina, o principal antigénio do virus
influenza, tendo como base a utilizacao de criogéis como suportes cromatograficos. Para atingir
este objetivo é extremamente importante a selecdo do ligando apropriado para obter a
isoforma mais biologicamente ativa do DNA, a superenrolada. As interacoes entre o ligando
escolhido e o pDNA sao a chave para estabelecer as melhores estratégias cromatograficas para
obter um produto final altamente puro, com aplicabilidade clinica. Neste contexto, o maior
desafio € o de encontrar as condicdes de ligacao e eluicdo que mais se ajustem ao objetivo
pretendido. A maior dificuldade reside no facto de o pDNA e as impurezas do hospedeiro E. coli
serem muito semelhantes em termos de composicdo, estrutura quimica (gDNA e RNA) e carga
(endotoxinas). Tendo em mente os presentes objetivos, foi realizado neste trabalho de

investigacao:

i) A sintese quimica de barbituratos, a serem usadas como ligandos na purificacdo da vacina
de pDNA contra a proteina antigénica do virus influenza;

ii) A avaliacdo qualitativa e quantitativa por microscopia eletronica de varrimento e analise
elementar, dos suportes cromatograficos sintetizados;

iii) O desenvolvimento de estudos cromatograficos preliminares com plasmideo padrao:
pVAX1lacZ de 6050 pares de bases;

iv) O estudo dos criogéis derivatizados com os ligandos acido barbiturico (5, 10,0 e 40 mg/mL),
acido tiobarbiturico (5, 10,0 e 40 mg/mL) e acido 1,3-difenil-2-tiobarbiturico (5, 10,0 e 40
mg/mL) nas referidas concentracées, acompanhando todos os ensaios por ensaios de

controlo em suportes nao derivatizados;

v) O screening das condicdes de ligacao e eluicao apropriadas - forca ionica e pH da fase movel
- e 0 seu impacto no comportamento cromatografico;

vi) A otimizacao e ajustamento das condicdes de ligacdo e eluicdo em amostras pré-purificadas
e amostras de lisado de plasmideo NTC 7482-41H-VA2-HA, manipulando as concentracées de
sal e valores de pH;

vii) A avaliacao da capacidade dos suportes para separar eficientemente a isoforma

superenrolada do pDNA a partir de um lisado clarificado;

viii) A determinacdo do grau de pureza do pDNA que deve estar de acordo com as

especificacoes das agéncias reguladoras.
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Capitulo 2

Parte Experimental

2.1. Materiais, solventes e reagentes

0 metacrilato de glicidilo (GMA), o persulfato de amonio (APS), o cloreto de sodio, o acetato
de sodio, o azul bromofenol, o fenilisotiocianato e o cloreto de acetilo, foram adquiridos a
Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA), sendo a sua composicao analiticamente pura. O
N,N,N,N - tetrametileno diamina (TEMED) foi adquiridos a Alfa Aesar (Ward Hill, Massachusetts,
EUA). O metacrilato de 2-hidroxietilo foi adquirido a Acros Organics (Fair Lawin, New Jersey,
EUA). O acido barbitlrico e o acido tiobarbiturico foram adquiridos a Merk (Darmstadt,
Alemanha). O hidroxido de sodio e o diclorometano foram adquiridos a empresa José Manuel
Gomes dos Santos, Lda (Odivelas, Lisboa, Portugal). O acido cloridrico foi comprado a Fischer
Scientific (Loughborough, UK). O sulfato de sodio anidro é da Pronalab. A anilina foi adquirida
a DBH Chemicals, Ltd (Poole, Inglaterra). A anilina é da Panreac Quimica Sau (Barcelona,
Espanha). Todas as solucdes foram preparadas com agua desionizada purificada num sistema

de purificacao Mili-Q da Milipore System (Bedford, Massachussetts).

0 ligando 1,3-difenil-2-tiobarbitirico foi preparado de acordo com os protocolos de Lu, Schulte
e Botsi e seus colaboradores (Lu et al., 2015; Schulte et al., 1954; Botsi et al., 2007).

A agarose foi adquirida a GibcoBRL Life Technologics, o Green Safe Premium a NZYTech (Lisboa,
Portugal) e o Loading Buffer foi adquirido a Takara Biotechnology co, Lda (Otsu, Shipa, Japao).
O tampao TAE para as electroforeses foi preparado a partir de 40 mM de Tris base, 20mM de
acido acético e 1 MM de acido etilenodiaminotetracético (EDTA). Todas as solugbes utilizadas
em cromatografia foram preparadas de fresco, filtradas numa membrana de 20 pm (Schleicher
Schuell, Dassel, Alemanha) e sonicadas (desgaseificadas) com um aparelho de ultrassons
Transsonic 460/H da Elma. O plasmideo pVAX1LACZ© de 6050 pares de bases (Invitrogene,
Carlsband, CA, EUA) com resisténcia a kanamicina foi obtido pela transformacao de células
competentes de estirpe Escherichia coli DH5a, conservada em criotubos a -80°C numa solucao
de 30% (v/v) de glicerol e 70% (v/v). O meio agar de Luria Bertani (Lennox) foi aquirido aos
Laboratérios Conda (Madrid, Espanha). O plasmideo que expressa a proteina hemaglutinina do
virus Influenza NTC 7482-41H-VA2 HA (6471bp) foi gentilmente cedido pela Nature Technology
Corporation (Lincoln, USA). As colunas cromatograficas de polipropileno econo-pac e o

adaptador de fluxo foram adquiridos a Bio-rad (Hercules, California, EUA). Os concentradores

Vivaspin®6 de cutoff 10,00.000 foram adquiridos a Stedim Biotech (Goettingen, Alemanha). A

41



quantificacdo de sc pDNA foi realizada numa coluna analitica de Phenil-Sepharose®. A
quantificacdo de proteinas foi realizada com o kit micro-BCA (“bicinchoninic acid”) de
determinacao de proteinas da Pierce (Rockford, EUA). O leitor de microplacas utilizado para a

quantificacdo de proteinas é da Biochrom (Cambridge, Reino Unido).
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2.2. Equipamentos

A evolucao das reacoes foi acompanhada por cromatografia de camada fina (c.c.f) utilizando
placas pré-revestidas com silica gel da Macheret-Nagel Alugram® SIL G/UV,54 de 0,2 Mm, com
eluente constituido por uma mistura de percentagem variavel de metanol em diclorometano.
Apds a eluicao e secagem das placas, estas foram visualizadas a luz ultravioleta de comprimento
de onda (c.d.o) de 365 e 253 nm, Vilber, Loumat 312-254/ 365-254.

As placas e mantas de aquecimento utilizadas sao da JP-Selecta (Abrera, Barcelona, Espanha).

0 evaporador rotativo e o controlador de vacuo sao da Biichi, modelo R-114/B721. A bomba de

vacuo utilizada € um modelo Edwards-E. A estufa é da JP-Selecta (Abrera, Barcelona, Espanha).

As leituras de absorvancia foram medidas num espectrofotometro UV-Vis Thermo Fisher
Scientific modelo Evolution 160 (Madison, Wisconsin, EUA) com células de quartzo, apos a

recolha das fracoes resultantes dos ensaios cromatograficos.

Os criogéis foram obtidos por criocongelacao num banho de acetona termostatizado a -12°C da

JP-Selecta (Abrera, Barcelona, Espanha).

Os suportes obtidos foram secos num forno de vidro de secagem Buchi TO-51, sob pressao

reduzida e na presenca de pentoxido de fosforo.

As analises qualitativas dos suportes obtidos foram efetuadas pela realizacdo de imagens de
microscopia eletronica de varrimento (SEM) obtidas num microscopio eletrénico de varrimento
HITACHI S410,00 (Téquio, Jap&o).

As analises quantitativas dos suportes obtidos foram realizadas por analise elementar (AE) num

analisador elementar Carlo-Erba 110,08 em Vigo, Espanha.

As absorvancias foram medidas num espectrofotometro Pharmacia Biotech Ultraspec 3000
(Cambridge, England).

As medicoes de pH foram efetuadas num medidor de pH Orion Star A211 Benchtop Meters da

Thermo Fischer (Lisboa, Portugal).

A centrifuga utilizadano trabalho foi uma Thermo Heraeus da Thermo Fisher Scientific
(Waltham, USA).

Os géis de electroforese foram revelados na camara de luz ultra-violeta do Sistema UVITEC
(UVITEC Cambridge, Cambridge, Reino Unido) com o apoio do Software Fire Reader 1D Gel
Analyis versao 15.15 (UVITEC Cambridge, Reino Unido)

43



Os ensaios cromatograficos foram efetuados num sistema de “Fast Protein Liquid
Chromatography” (FPLC) da Amersham Pharmacia Biotec (Little Chalfont, UK, Londres)
equipado com um Controlador Plus LCC-501, bombas P-500, registador REC 111 e um coletor de
fracoes FRAC-10,0, um detetor de condutividade e uma unidade otica de UV. Foram ainda
efetuados ensaios num AKTA Purifier da GE Healthcare Bioscience (Upssala, Suica) processados
no software UNICORN 5.11.

A pureza das amostras obtidas apds purificacdo do lisado foi determinada num sistema AKTA

Purifier da GE Healthcare Bioscience (Upssala, Suica), utilizando uma coluna de Phenil-
Sepharose ®.
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2.3. Métodos

2.3.1. Sintese do criogel poli (HEMA-GMA)

A uma solucao de 0,650 mL de mondmero 2-hidroxietil metacrilato, e 0,050 mL de monémero
glicidil metacrilato em 2,50 mL de agua destilada foram adicionadas 141,0 g de N,N-metileno-
bis (acrilamida) como agente reticulante em 5,0 mL de agua destilada. A esta mistura
adicionou-se 0,013 mL de N,N,N",N '-tetrametileno diamina e 10,0 mg de persulfato de amonio
para iniciar a reacao, a qual foi agitada durante um minuto e imediatamente vertida para uma
coluna de gravidade da Bio-rad selada de ambos os lados. A coluna com a solucao de criogel foi
criocongelada num banho de acetona a -12,0 °C durante 24 horas. Apos 24 horas a coluna foi
descongelada a temperatura ambiente e o criogel foi lavado com agua destilada de modo a
remover os monomeros nao ligados e armazenado numa solucao de azida de sodio a 2,0 % a 4,0
°C.

CHj CHj
H,C— G ChHy-C
O:(l'J n (l:ZO m
0 0
(:;H2 (:;HZ n=10,0xm

2.3.2. Imobilizacdo do Acido Barbiturico, tiobarbittrico e 1,3-difenil-2-
tiobarbiturico ao criogel poli (HEMA-GMA) a 5,9, 10,0 e 40,9 mg/mL

Trés solucdes de acido barbiturico, tiobarbitirico e 1,3-difenil-2-tiobabitlrico cada uma nas
concentracdes de 5, 10,0 e 40 mg/mL foram preparadas respetivamente com 6,60 mg, 13,20
mg e 52,80 mg; 7,20 mg, 14,0 mg e 57,60 mg; 15,0 mg, 30,0 mg e 120,0 mg e dissolvidas a
quente em 3,0 mL de acido cloridrico. Estas solucdes foram vertidas para as colunas de
gravidade e passadas através do criogel. As colunas com o criogel imobilizado foram colocadas
durante 16 horas num banho de agua destilada a 70,0 °C. Apos passadas as 16 horas o criogel
foi lavado com 5,0 % de acido cloridrico e agua destilada, para retirar o ligando nao imobilizado

ao criogel.
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As colunas com o criogel imobilizado foram armazenadas numa solucao de azida de sodio a 2,0
% e 4,0 °C.

(|3H3 CHj
HZC—Cll CH2—C|3
°=f “hb =0
C|) C|) n=10,0xm
T T

|
OH  HO—CH,

X=C4H4N,03 é acido barbiturico; X= C4H4N20,S € acido tiobarbiturico; X= C4H4N20,5Ph; é acido 1,3-difenil-

2-tiobarbiturico.

2.3.3. Producédo do pDNA pVAX1-LacZ 6,05 kpb

Uma estirpe de E. coli DH5a contendo o plasmideo pVAX1-LacZ 6,050 kpb (Invitrogen,
Carlsband, CA, EUA) foi cultivada durante a noite num meio agar de Luria Bertani (Lennox)
(Laboratorios Conda, Madrid, Espanha) suplementado com 30,0 pg/mL de kanamicina a 37,0 °
C. A estirpe E. coli DH5a cresceu num agitador orbital com meio Terrific Broth (20 g/L triptona,
24,0 g/L extrato de levedura, 4,0 mL/L glicerol, 0,017 M KHz2PO4, 0,072 M K2HPOQ4) suplementado
com 30,0 pg/mL de kanamicina. As células foram depois recolhidas por centrifugacao no final
da fase de crescimento exponencial e armazenadas a -20,0 °C até a sua utilizacdo. As células
de E. coli sem a presenca de plasmideo foram cultivadas na auséncia de antibioticos, nas

mesmas condicoes descritas anteriormente.

2.3.4. Lise, isolamento primario e purificacdo do plasmidico pVAX1-LacZ
6,05 kpb

As células contendo o plasmideo foram lisadas usando o método alcalino. A centrifugacao de
uma amostra de 250,0 mL de células foi realizada a 5445 G durante 30 minutos, a 40° C. Os
sobrenadantes foram descartados e os precipitados ressuspendidos em 20,0 mL de 50,0 mM de
uma solucao de glucose, 25,0 mM de Tris-HCl e 10,0 mM de EDTA (pH 8,0). As células foram
depois lisadas com a adicao de 20,0 mL de 200,0 mM NaOH, 1,0 % (W/v) de solucao de SDS.
Apds 5 min de incubacao a temperatura ambiente, o material celular, gDNA e proteinas foram
precipitadospela adicdo suave de 16,0 mL de 3,0 M de acetato de potassio pré-arrefecido (pH
5,0) e agitado cuidadosamente. O precipitado foi removido fazendo uma centrifugacao dupla
de 20000 G durante 30 minutos a 4,0 °C.
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0 plasmideo do sobrenadante foi precipitado apds a adicao de 0,7 volumes de isopropanol e
incubacao em gelo durante 30 minutos. O pDNA foi recuperado por centrifugacao a 16000 G
durante 30 minutos a 4 °C. Os precipitados foram redissolvidos em 1,0 mL de solucao tampao
de acetato de sodio 10,0 mM (pH 5,0). A clarificacao do lisado foi conseguida dissolvendo sulfato
de amonio na solucdo tendo uma concentracao final de 2,50 M, seguido de 15 minutos de
incubacao no gelo. As proteinas precipitadas e o RNA foram removidos por centrifugacao a
10,0000 G durante 20 minutos a 4 °C. Os sobrenadantes foram recuperados e a concentracao
de acidos nucleicos quantificada por medicdo da absorvancia a 260,0 nm, considerando que
uma unidade de absorvancia corresponde a 50,0 pg/mL de plasmideo de pDNA. O pDNA com a
isoforma sc numa percentagem maior que 90 % foi obtido usando um kit da “QIAGEN Plasmid

Midi Kit” (Hilden, Germany) de acordo com as instrucées do fabricante.

2.3.5. Producdo do pDNA NTC 7482-41H-VA2 HA

Uma estirpe de E.coli DH5a contendo o plasmideo NTC 7482-41H-VA2 HA foi cultivada overnight
em 250 mL de meio Terrific Broth (20,0 g/L triptona, 24,0 g/L extrato de levedura, 4,0 mL/L
glicerol, 0,017 M KH2PO4, 0,072 M K2HPO4) suplementado com 30 pg/ mL de kanamicina a 37,0
° C. O crescimento celular foi monitorizado por medicdao da densidade ética OD600 com um
espectrofotometro Pharmacia Biotech Ultraspec 3000 (Cambridge, England) e suspensa na fase
de crescimento exponencial a 0D600 = 10,0. As células foram centrifugadas a 12000 G por 10,0

minutos e os precipitados armazenados e -20,0 °C até a sua utilizacao.

2.3.6. Lise, isolamento primario e purificacao do plasmidico NTC 7482-41H-
VA2 HA

As isoformas de pDNA foram obtidas das células de E.coli por lise alcalina (Xu et al., 2006)
usando o Maxi Kit da QIAGEN (Hilden, Alemanha), de acordo com as instrucées do fabricante.
A amostra final de pDNA foi resuspendida em 50,0 mM de tampao fosfato, pH 8,0 e utilizada
em ensaios cromatograficos. Esta amostra continha cerca de 90% da isoforma superenrolada e
os restantes 10,0 % correspondiam a isoforma circular aberta, como se demonstrou por
electroforese em gel de agarose. O lisado de E.coli foi preparado de acordo com o método

descrito por Cernigoj e colaboradores (Sousa et al., 2014).

A clarificacdo do lisado foi levada a cabo pela adicdo lenta de 0,50 M de cloreto de calcio
(CaCl2) seguida da incubacao a 4 °C durante 15 minutos e centrifugacao a 9000 G durante 10,0

minutos.

Por fim, o sobrenadante foi clarificado numa membrada de filtracao inline Sartobran 300 filter

of 0,450 mm (Goettingen, Germany).
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A amostra final de pDNA (sc+oc) foi posteriormente injetada nos criogéis para estudos

cromatograficos de ligacado e eluicao.

2.3.7. Ensaios Cromatograficos

2.3.7.1 Avaliacao dos suportes cromatograficos por cromatografia de
afinidade

Os suportes cromatograficos utilizados foram preparados de acordo com as condicdes descritas,
pelo processo de criocongelacao e funcionalizacdo por pos-modificacao e por ligacao do ligando
a um monomero. Todos os ensaios foram acompanhados por ensaios de controlo em suportes

nao derivatizados.

Nos ensaios cromatograficos por gravidade foi avaliada, numa primeira fase, a capacidade de
ligacdo dos criogéis ao pDNA utilizando os ligandos acido barbiturico, acido Tiobarbitlrico e
acido 1,3-difenil-2-tiobarbitlrico, incorporados durante o processo de polimerizacado vinilica
em diferentes densidades e aos suportes de controlo. A matriz derivatizada que apresentou
melhor comportamento cromatografico de ligacao/eluicao foi o criogel de acido 1,3-difenil-2-
tiobarbitlrico 5,0 mg/mL que foi posteriormente avaliado em termos de seletividade para as

diferentes isoformas de pDNA.

Nos ensaios de seletividade foram também recolhidas fracbes de 0,5 mL que foram
concentradas e dessalinizadas em concentradores Vivaspin® 6 e posteriormente analisadas por

eletroforese em gel a 0,8% de agarose.

O pDNA utilizado nos ensaios preliminares foi o pVAX1LACZO de 6050 pares de bases
(Invitrogene™) com resisténcia a kanamicina obtido pela transformacao de células competentes
de estirpe Escherichia coli DH5a e o plasmideo NTC 7482-41H-VA2 HA cedido pela Nature
Technology Corporation (Lincoln, USA), que foram testados posteriormente em ensaios de

separacao de isoformas e também de purificacao do lisado.

No final de cada ensaio as colunas de criogel foram lavadas com agua miliQ até a condutividade

ser restabelecida.

2.3.7.2.Ensaios cromatograficos por fluxo de gravidade em colunas de
polipropileno econo-pac da Bio-rad

Nos ensaios cromatograficos por fluxo de gravidade a coluna foi equilibrada com 40,0 mL

de solucao tampao acetato de sédio 10,0 mM a pH 5,0 e, em seguida, injetada com 25,0 L de
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pDNA a 150,0 ug/mL apos os quais se injetaram 10,0 mL de solucdo tampao acetato de sddio
10,0 mM a pH 5,0. Para eluir o DNA, a coluna foi entao injetada com 10,0 mL de solucao tampao
acetato de sodio 10,0 mM a pH 5,0 com 1,0 M de cloreto de sodio. Foram recolhidas fracoes da
coluna de 0,50 em 0,50 mL, cuja absorvancia foi medida a 260 nm num espetrofotometro de
UV-Vis.. Com os valores obtidos para as absorvancias foram elaborados os respetivos

cromatogramas.

2.3.7.3.Ensaios cromatograficos no sistema cromatografico “Fast Protein
Liquid Chromatography” (FPLC)

Todos os ensaios cromatograficos foram levados a cabo numa coluna de polipropileno econo-
pac da Bio-rad com um criogel sintetizado pelo processo de criocongelacao e funcionalizacao
por pos-modificacdo e por ligacdo do ligando a um mondmero, pelo método descrito
anteriormente. Nos ensaios cromatograficos realizados através de um sistema FPLC a coluna
foi equilibrada com 40,0 mL de solucao tampao acetato de sédio 10,0 mM a pH 5,0 a um fluxo
110 mL/min e, em seguida, injetada com 25,0 uL de pDNA a 150,0 ug/mL durante 10,0 minutos
para verificar a ligacao e retencdo do pDNA a coluna até ao momento de injecdo de tampao de
eluicdo. Para eluir o DNA, a coluna foi entédo injetada com solucdo tampao acetato de sodio
10,0 mM a pH 5,0 com gradiente crescente de cloreto de sédio. Todo o processo cromatografico
foi registado em forma de grafico pelo registador do equipamento, em modo continuo. Ao longo
dos ensaios foi feita a recolha das fracoes correspondentes aos picos obtidos, as quais foram
concentradas em concentradores Vivaspin e analisadas por eletroforese em gel de 0,80 % de

agarose.

2.3.7.4. Ensaios cromatograficos no sistema cromatografico AKTA purifier

Alguns dos estudos cromatograficos realizaram-se num sistema AKTA purifier (GE Healthcare
Biosciences, Uppsala, Suica) a temperatura ambiente, utilizando uma unidade compacta de
separacao e um computador pessoal equipado com o software UNICORN 5.11. Todos os ensaios
cromatograficos foram levados a cabo numa coluna de polipropileno econo-pac da Bio-rad com
um criogel sintetizado pelo processo de criocongelacdo e funcionalizacao por pos-modificacao
e por ligacao do ligando a um monémero, pelo método descrito anteriormente. Todos os ensaios
foram acompanhados por ensaios de controlo em suportes nao derivatizados. A coluna foi
equilibrada com 40,0 mL de solucdo tampao acetato de sddio 10,0 mM a pH 5,0 a fluxo 1,0
mL/min e, em seguida, injetada com 500,0 uL de pDNA a 150,0 ug/mL. Para eluir o pDNA, a
coluna foi entao injetada com solucao tampao acetato de sddio 10,0 mM a pH 5,0 com gradiente
crescente de cloreto de sodio. Todo o processo cromatografico foi registado em forma de
grafico em modo continuo. Ao longo dos ensaios foi feita a recolha das fracdes correspondentes
aos picos obtidos, as quais foram concentradas em concentradores Vivaspin e analisadas por

eletroforese em gel de 0,80 % de agarose.
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2.3.7.5. Regeneracao da coluna de criogel

A coluna com o criogel foi periodicamente regenerada com Tampao Acetato de soédio 10,0 mM
pH 5,0 com 3,0 M de cloreto de sodio. No final de cada ensaio as colunas de criogel foram

lavadas com agua miliQ até a condutividade ser restabelecida.

2.3.8. Eletroforese em Gel de Agarose

Ao longo dos ensaios cromatograficos realizados foi feita a recolha das fraces correspondentes
aos picos obtidos, as quais foram analisadas por eletroforese. Neste sentido, foi feito um gel
com 0,8% de agarose, para o qual se pesaram 0,320 g de agarose em 40,0 mL de tampao TAE
(tampao Tris-Acetato-EDTA). A mistura foi aquecida por microondas até dissolucao total da
agarose. Apos o seu arrefecimento, foram adicionados 0,60 uL de green safe. O gel foi entao

vertido para um berco com um pente e aguardou-se a sua solidificacao.

Enquanto o gel arrefeceu e solidificou, as fracdes recolhidas foram colocadas em
concentradores Vivaspin®6 com tampao Acetato de sodio 10,0 mM a pH 5,0 e estes
centrifugados a 1800 G até concentrarem a 0,10 uL. Foram entao feitos eppendorfs para cada
amostra e para a amostra inicial. Para o eppendorf da amostra inicial foram pipetados 3 uL de
loading buffer, 2,0 uL de DNA plasmidico e 15,0 uL de tampé&o Acetato de sodio 10,0 mM a pH
5,0. Para os eppendorfs das fracdes recolhidas foram pipetados 2,0 uL de loading e 20,0 uL de

amostra dos concentradores e foram levados para eletroforese.

0 gel ja solidificado foi colocado na tina, sem o pente, e as amostras foram pipetadas para os
pocos. A tina foi fechada e colocada a correr a 120,0 mA durante 30 minutos, com tampao TAE

como tampao de corrida.

Ao fim deste tempo o gel foi revelado na camara de luz ultravioleta do Sistema UVITEC (UVITEC
Cambridge, Cambridge, Reino Unido) com o apoio do Software Fire Reader 1D Gel Analyis versao
15.15 (UVITEC Cambridge, Reino Unido)

2.3.9. Quantificacao da isoforma superenrolada do pDNA

A avaliacdo das moléculas de RNA, gDNA, oc pDNA e sc pDNA presentes no amostra pré-
purificada e nas fracées de sc pDNA purificadas foi levada a cabo através da aplicacao de um
método quantitativo modificado usando uma coluna analitica de Phenil-Sepharose® (Diogo et
al., 2003). Este processo foi realizado utilizando um sistema AKTA purifier (GE Healthcare
Bioscience, Upssala, Suica). Como representado na Figura 17 a curva de calibracao foi realizada

com concentracoes padrao de pDNA de 1,0 a 10,00 pg/mL. Os padroes de pDNA foram

50



preparados por diluicao da maior concentracao de pDNA puro com 10,0 mM de tampao Tris-HCl
pH 8 e a sua concentracdao confirmada no espectrofotometro Ultrospec 3000 UV/visivel
(Pharmacia Biotech, Cambridge, Inglaterra). A coluna analitica de pDNA Phenil-Sepharose® foi
equilibrada com sulfato de aménio em 10,0 mM de tampéao Tris-HCl pH 8,0. Apds a injecao de
20,0 pL de amostra a 1,0 mL/min, esta foi analisada pelo método HIC o que levou a eluicao de
todas as espécies do pDNA. A analise dos picos obtidos durante os ensaios analiticos permitiu o
calculo do grau de pureza e recuperacao. O grau de pureza € definido como a percentagem da
area do pico de sc pDNA relacionada com a area total de todos os picos do cromatograma
analitico. O rendimento de recuperacao foi calculado como o racio entre a concentracdo de sc

pDNA obtido e a concentracao de sc pDNA presente na amostra de lisado.

Recta Calibracao - pDNA NTC - PhenilHIC
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Figura 17: Recta de calibracao com padroes de pDNA (1,0 a 50,0 ug/mL).

2.3.10,0. Quantificacdo de proteinas

O conteudo de proteinas presente nas amostras foi quantificado através de micro-BCA
(“bicinchoninic acid”) pelo kit de determinacdo de proteinas da Pierce (Rockford, EUA). A
quantificacao consiste na adicao de 200,0 pL de reagente BCA a 50,0 pL de amostra numa
microplaca. Apos 30 minutos de incubagdo a 60,0 °C mediu-se a absorvancia a 570 nm num
leitor de microplacas (Biochrom, Cambridge, Reino Unido). A recta de calibracao (Figura 18)
foi construida tomando como padrao albumina de soro bovino (BSA) (10,0 ug/mL a 100,0
pg/mL).
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Figura 18: Curva de referéncia com padrées de Albumina sérica bovina (10,0 pg/mL a 10,00 pg/mL).
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Capitulo 3

Resultados e Discussao

3.1. Imobilizacao dos Criogéis

Neste trabalho foram sintetizados nove criogéis pelo método de pos-imobilizacao e o respetivo

suporte de controlo ndo derivatizado, na auséncia de ligando (Tabela 4). Para isso foram feitas

solucdes de 5,0, 10,0 e 40,0 mg/mL de acido barbitirico, acido tiobarbitirico e acido 1,3-

difenil-2-tiobarbiturico, dissolvidas a quente em acido cloridrico. Estas solucdes foram vertidas

para as colunas de gravidade, passadas através do criogel e colocadas num banho de agua

destilada a 70,0 °C durante 16 horas, apds as quais o criogel foi lavado com 5,0 % de acido

cloridrico e com agua destilada, para retirar o ligando nao ligado ao criogel. As colunas com o

criogel imobilizado foram armazenadas posteriormente numa solucao de azida de sodio a 2,0 %

e 4,0 °C.

Tabela 4: Criogéis funcionalizados (n=10,0 x m)

Concentragoes
Criogel Estrutura do ligando
(mg/mL)
[ 5
H2C—(|3 CH2—C|:
0=¢ - g=oln
Criogel Acido o) o) 5,0
Barbiturico (Criogel | |
HWMA-GMA-Acido C|3H2 C|3H2 0 10,0
Barbiturico)
C|3H2 (|3H N NH 40,0
OH _C|IH2
OH Y NH
O
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Tiobarbiturico) CH, CH \ NH 40,0

I I
OH .C|IH2 0]
OH // NH
O

I
| | m 6,0
Criogel Acido 1,3- CI) (I) 20
difenil-2- ’
. et CH, CH; S
tiobarbiturico | [
Y/ 8,0
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CH CH
2 o]
OH .CH,
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Os suportes imobilizados e o suporte de controlo foram analisados e caracterizados por
microscopia eletrénica de varrimento (SEM) e por analise elementar. A analise mais detalhada

permitiu diferenciar os criogéis e distinguir as diferentes concentracdes de ligando usado.
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3.2 Caracterizacao dos suportes cromatograficos

3.2.1. Capacidade de reidratacao por “Swelling degree”

Quando o criogel é comprimido manualmente ou seco em estufa liberta a agua acumulada no
interior dos seus poros. Quando este é novamente submergido em agua re-hidrata rapidamente,

atingido o tamanho e forma originais em poucos segundos.

A capacidade de reidratacao dos criogéis foi também determinada. Para isto, foi determinado
o peso do criogel molhado e este foi, em seguida, seco na estufa a 40,0 °C durante 72 horas.
Apos este periodo de tempo foi pesada a massa do criogel seco e calculado aproximadamente

0 seu grau de porosidade.

O criogel poli (HEMA-GMA) em questao apresenta capacidade de reidratacao traduzida por um
grau de porosidade de 6,860 g H,0/g criogel, que esta de acordo com os valores descritos na

literatura (Uygun et al., 2013).

Tabela 5: Capacidade de reidratacao do criogel poli(HEMA-GMA)

. . Criogel (HEMA) Criogel poli (HEMA-
Criogel poli
(Brito, 2015) GMA)
(HEMA-GMA)
(Uygun et al., 2013
Grau de reidratacao (g 6,860 6,80 5,540

/ H,0/g criogel)

3.2.2. SEM e Analise elementar

0 estudo dos criogéis por microscopia eletrénica de varrimento (SEM) permitiu a caracterizacao
da morfologia e percecao da estrutura, bem como o tamanho dos poros dos diferentes criogéis.
Para tal foram efetuadas imagens de SEM das diferentes concentracdes de acido barbitlrico,

tiobarbitlrico e 1,3-difenil-2-tiobarbitlrico e o respetivo suporte de controlo nao derivatizado.

A técnica de analise elementar (AE) baseia-se na quantificacdo dos atomos de azoto, carbono,
hidrogénio e enxofre ou bromo presentes na constituicao quimica dos compostos. Assim, é
possivel calcular a quantidade de ligando ligado ao criogel e a sua densidade, de acordo com a

seguinte equacao (adaptado de Caramelo-Nunes et al., 2012).
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Tabela 6: Andlise elementar das criogéis acido barbitdrico, tiobarbiturico e 1,3 difenil-2-tiobariturico (5,0, 10,0 e

40,0 mg/mL)
Acido Acide Acide Acide Acido Acido Agido 1,3 difenil- | Addo 1,3 difenil- | Acide 1,3 difenil-
Barbitirico [5,0 | EBarbitirico [10,0 | Barbitirico [40,0 Tioarbitlrico Tioarbiturico Tioarhiturico 2-tioarbiturico 2-tioarbiturico 2-tioarbiturico suporte de
mgfmL] 2 mgfmi] (2 mgfmi] (2 [somgfmi]z | [100mg/mi]jz | [s0,0mg/mi]{z | [50me/m](2 [10mgfmi] (2 | [40,0mg/mi]{z Cuntralo
azotos - MW azotos - MW azotos - MW arotas - MW azotos - MW azotos - MW azotos - MW azotos - MW azotos - MW

128000 g/mal) | 128000g/mol) | 12E000g/mol) | 1431Sg/mol) | 1aa150g/mol) | 18a150g/mal) | 176.220g/mel) | 176.22g/mol) | 176.220 g/mai)
%N a %N a %N a %N a %N a %N a %N a %N a %N aQ %N a
2730 | 0975 3130 | 1.118 | 53.030 | 1.082 | 2.840 | 1.014 | 3.040 | 1.089 | 3.220 | 1.150 | 2.820 | 1.007 | 2.700 | 0.857 | 3.280 | 1.171| 280 | 1,0

2780 0853 | 3.130) 1.118 | 3.010 | 1.075 | 2.80 10 | 2580 | 1.064 | 3.030 | 1.082 | 2.830 | 1.011 | 2550 | 0.525| 3.270 | 1.168 | 2.B880 | 1.028

Média 0.984 1118 1.079 1.007 1077 1116 1.009 0.851 1170

1014

Os dados obtidos por analise elementar sao utilizados na construcao de uma tabela comparativa
do ligando imobilizado e da estrutura dos criogéis.

CME/CO-UBI 15.0kV 10.2mm x100 BSECOMP 7/29/2016

500um | CME/CO-UBI 20.0kV 8.9mm x1.00k SE 7/6/2016

Figura 19: Imagem SEM do criogel de controlo com ampliacao 10 x e 1000 x;

Pela analise das imagens de SEM podemos verificar que o criogel nao derivatizado apresenta
uma estrutura em esferas
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Tabela 7: Tabela comparativa da concentracdo dos criogéis, da concentracdo de ligando imobilizado
determinada por andlise elementar e da estrutura dos criogéis do acido barbittrico na ampliacdo de 100
x (imagem a esquerda) e na ampliacdo de 1000 x (imagem a direita).

126,004

10,0

143,204

40,0

138,209
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Tabela 8: Tabela comparativa da concentracdo dos criogéis, da concentracdo de ligando imobilizado
determinada por analise elementar e da estrutura dos criogéis do acido tiobarbiturico na ampliacdo de
100 x (imagem a esquerda) e na ampliacdo de 1000 x (imagem a direita).

145,159

155,250

40,0

160,871

58




Tabela 9: Tabela comparativa da concentracdo dos criogéis, da concentracdo de ligando imobilizado
determinada por analise elementar e da estrutura dos criogéis do acido 1,3-difenil-2-tiobarbitdrico na
ampliacao de 10,00 x (imagem a esquerda) e na ampliacao de 10,000 x (imagem a direita).

177,806

10,0

157,012

40,0

206,177

Como se pode constatar pela analise da Figura 19 e das tabelas 7, 8 e 9, os criogéis sao

estruturas macroporosas com canais interconectados. Tanto os criogéis, com os ligandos

imobilizados e o suporte de controlo nao apresentam deformacdes na sua morfologia, contendo

todos eles poros que vao entre os 10,0 pm e os 10,0 pm, tal como descrito na literatura (Lozinsky

et al., 2003).
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Pela analise das imagens de SEM podemos verificar que o criogel imobilizado com 5,0 mg/mL
de acido barbitlrico tem uma estrutura em esferas, em contraste com os criogéis imobilizados
com 10,0 e 40,0 mg/mL deste composto que apresentam uma estrutura lamelar. Analisando
esta estrutura e tendo em conta o proposito da bioseparacdo para o qual as matrizes foram
sintetizadas, podemos verificar que os criogéis com estrutura em esfera apresentam uma maior
area no interior do criogel na qual a fase movel pode passar e ligar. De facto, uma camada
densa de ligandos imobilizados pode impedir o acesso do ligando aos locais de ligacao do pDNA
e, consequentemente, impedir o seu reconhecimento entre elas, levando a uma fraca retencao

(Silva et al., 2010,0), facto visivel também nos estudos cromatograficos a seguir abordados.

As concentracdes reais de ligando imobilizado, calculadas por analise elementar foram

comparadas com a concentracdo dos criogéis sob a forma de um grafico.

Grafico concentragao ligando vs concentragao de ligando
imobilizado determinada por anadlise elementar
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Concentragdo do criogel (mg(mL)

Acido 1,3-difenil-2-tiobarbitirico Acido tiobarbitarico Bl Acido barbit(rico

Figura 20: Concentracdo do criogel vs concentracdao de ligando imobilizado determinada por analise

elementar.

Através da analise das Tabelas 7, 8 e 9 e da Figura 20, podemos verificar que, para o criogel de
acido barbitlirico, a concentracao real de ligando imobilizado é maior no criogel de 10,0
mg/mL, comparativamente ao de 40,0 mg/mL. No entanto é maior nestes relativamente ao
criogel de 5,0 mg/mL do mesmo composto, o que esta de acordo com os resultados estruturais

e com os perfis cromatograficos.

Os estudos de analise elementar aos criogéis de acido tiobarbiturico revelam que estes sao os
Unicos cujo aumento de ligando real imobilizado acompanha o aumento de concentracdo

utilizada na imobilizacao (Figura 20). Mesmo assim, enquanto que do criogel de 5,0 para o 10,0
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mg/mL e do de 10,0 mg para o de 40mg/mL o aumento deveria ser grande (para o dobro e para
o quadruplo respetivamente), na realidade a concentracao de ligando imobilizado nao
acompanha o aumento da mesma forma, havendo um aumento na ordem dos 7,0 % de uns para

os outro (Tabela 8).

Relativamente ao criogel de acido 1,3-difenil-2-tiobarbiturico, a densidade real de ligando
imobilizado é maior para o criogel de 5,0 mg/mL que para o de 10,0 mg/mL, como podemos
verificar através da analise da reta para o do respetivo composto na Figura 20, o que se torna

contraditorio com a estrutura do criogel, avaliada por imagens de SEM.

Estes resultados levam a crer que a amostra recolhida para analise elementar pode nao ser

representativa e, por este motivo, os testes de analise elementar deveriam ser repetidos.

Uma vez que o suporte de controlo e qualquer um dos trés ligandos com densidade de ligando
menor, de 5,0 mg/mL tém estrutura em forma de esferas, enquanto que os criogéis
derivatizados com densidades de ligando de 10,0 e 40,0 mg/mL tém uma estrutura diferente,
em forma lamelar, pode afirmar-se que a quantidade de ligando imobilizado afeta a estrutura
do criogel. Por este motivo, e para perceber como evolui a estrutura dos criogéis em funcao da
densidade de ligando imobilizado, foram sintetizados e derivatizados também criogéis de acido
1,3-difenil-2-tiobarbitirico nas concentragées de 6,0, 7,0, 8,0 e 9,0 mg/mL e obtidos os

resultados a seguir apresentados (Figuras 21 a 24)

-t
V 11.3mm x70 BSECOMP 6 CME/CO-UBI 15.0kV 8.9mm x1.00k BSECOMP 7/26/2016 50.0um

Figura 21: Imagem SEM do criogel de Acido 1,3-difenil-2-tiobarbit(rico 6mg/mL com ampliacdo de 70 x
(imagem a esquerda) e na ampliagcdo de 1000 x (imagem a direita).
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3 % - - » ”y
CME/CO-UBI 15.0kV 11.1mm x200 BSECOMP 200um 5/2016 100um

Figura 22: Imagem SEM do criogel de Acido 1,3-difenil-2-tiobarbit(rico 7,0 mg/mL com ampliacao de 200
x (imagem a esquerda) e na ampliacao de 500 x (imagem a direita).

L1

CME/CO-UBI 15.0kV 11.6mm x1.(

Figura 23: Imagem SEM do criogel de Acido 1,3-difenil-2-tiobarbitdrico 8,0 mg/mL com ampliacédo de 85
x (imagem a esquerda) e na ampliacdo de 1000 x (imagem a direita)

L R}

O0kV 11.2mm x70 BSECOMP 7/6/2016 500um J§ CME/CO-UBI 20.0kV 9.5mm x1.00k SE 7/6)20‘18‘

Figura 24: Imagem SEM do criogel de Acido 1,3-difenil-2-tiobarbitdrico 9,0 mg/mL com ampliacao de 70x
(imagem a esquerda) e na ampliacdo de 1000 x (imagem a direita).

Pelos resultados podemos entdo perceber que a estrutura do criogel de 6,0 mg/mL é
semelhante a do criogel com 5,0 mg/mL, em forma de esferas, e que a estrutura do criogel de

9,0 mg/mL é semelhante a do criogel de 10,0 mg/mL, em forma lamelar. Nos criogéis de
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concentracao intermédia, 7,0 e 8mg/mL, coexistem ambas as estruturas. Nestes criogéis de
concentracbes intermédias pode ver-se claramente a estrutura a modificar e a passar

lentamente de esferas a lamelas, a medida de que a densidade de ligando imobilizado aumenta.
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3.3. Estudos preliminares de cromatografia de afinidade por fluxo
de gravidade

Os ensaios de cromatografia de afinidade foram realizados nos criogéis derivatizados e também
nos respetivos suportes de controlo (criogel poli (HEMA-GMA)) na auséncia de ligando. O estudo
das interacoes da afinidade foi realizado através de ensaios cromatograficos em colunas de
polipropileno Econo-pac da Bio-rad com os criogéis sintetizados, tendo como objetivo verificar
a existéncia de interacoes entre o plasmideo pVAX1-LacZ e os ligandos derivados de
barbituratos imobilizados numa matriz polimérica de criogel. As interacdes predominantes
esperadas sao as ionicas devido a estrutura ionica do ligando. Os resultados preliminares obtidos
por cromatografia de afinidade por fluxo de gravidade nao foram conclusivos, pelo que se

passou para os estudos cromatograficos em sistema FPLC.
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3.4. Ensaios cromatograficos no sistema FPLC

Os ensaios cromatograficos realizados por FPLC usaram como amostra uma solucdo de pDNA
PVAX1-LacZ pré-purificada com o kit “QIAGEN Plasmid Midi Kit” com o objetivo de verificar a
seletividade dos criogéis para as isoformas sc e oc. Para estes ensaios foram seguidos os passos

descritos no ponto 3.7.3.

3.4.1. Ensaios cromatograficos com o criogel poli (HEMA-GMA) (suporte de
controlo)

A coluna de criogel com o suporte de controlo (criogel poli (HEMA-GMA)) foi equilibrada com
tampao acetato de sédio 10,0 mM pH 5,0 e foram injetados 25,0 puL de pDNA pVAX1-LacZ com
a concentracao de 10,00 pyg/mL (Figura 25). Verificou-se a obtencao de um pico que mostra
que o suporte de controlo ndo liga o pDNA na sua matriz, sendo eluido logo no inicio, o que
demonstra que a interacdo ente o plasmideo e o suporte nao é forte o suficiente para ligar o
pDNA. Apos a obtencao deste pico injetou-se na coluna tampéo acetato de sédio 10,0 mM pH
5,0 com 2,50 M de NaCl para verificar se nao ficou ligado algum plasmideo que pudesse ainda
eluir. A inexisténcia de um pico demonstra que, de facto, o suporte nao ligou nenhum do pDNA,

pelo pode ser utilizado como matriz cromatografica para posterior derivatizacao com ligandos

especificos.
Suporte de controlo pH 5,0
18 3
16
2,5
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Figura 25: Perfil cromatografico da amostra pré-purificada de pVAX1-LacZ injetada na coluna de criogel
de controlo. O equilibrio da coluna foi feito com tampao acetato de sédio 10,0 mM pH 5,0 e a eluicdo com
2,50 M de tampéo acetato de sodio 10,0 mM pH 5,0, como demonstrado pela linha azul-clara em tracejado.
Volume de injecao: 25 pL.
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3.4.2 Ensaios cromatograficos com criogel acido barbiturico

Para os ensaios de cromatografia de afinidade por FPLC com o criogel funcionalizado com acido
Barbiturico, foram utilizadas trés concentracdes distintas de ligando (40, 10,0 e 5,0 mg/mL). A
coluna com o criogel foi equilibrada com tampao acetato de sodio 10,0 mM, a diferentes pHs e
foram injetados 25 L de amostra pré-purificada de pVAX1-LacZ a 10,00 pug/mL, seguindo-se os

passos de eluicao descritos no ponto 3.7.4.

3.4.2.1 Ensaios cromatograficos com o criogel acido barbiturico 40 mg/mL

A coluna de criogel funcionalizada com 40mL de Acido Barbitirico foi equilibrada com tampao
acetato de sédio 10,0 mM a diferentes valores de pH (pH 5,0, pH 7,0 e pH 10,0) e foram
injetados 25,0 pL de pDNA pVAX1-LacZ a 10,0 pg/mL. Em todos os casos se verificou a obtencao
de um pico logo ao inicio (Figura 26) que mostra que o criogel nao liga o pDNA na sua matriz, o
que demonstra que nao ha interacédo ente o plasmideo e o suporte para ligar o pDNA. Este facto
pode ser explicado pela elevada densidade de moléculas de acido barbiturico no criogel,
impedindo assim a ligacdo ao plasmideo. Apds a obtencao deste pico injetou-se na coluna
tampéao acetato de sodio 10,0 mM com 2,50 M de NaCl para verificar que nao ficou ligado algum
plasmideo que pudesse ainda eluir. A inexisténcia de um pico demonstra que, de facto, o
suporte nao ligou nenhum do pDNA, pelo que nao pode ser considerado um bom suporte
cromatografico. Conclui-se também que a variacdo dos valores de pH do tampao n&o altera as
condicOes de eluicao do suporte e, por esse motivo, os restantes suportes com este ligando

foram testados apenas a pH5.
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Figura 26: Perfil cromatografico da amostra pré-purificada de pVAX1-LacZ injetada na coluna de criogel
de acido barbitlrico 40mg/mL. O equilibrio da coluna foi feito com tampao acetato de sodio 10,0 mM pH
5,0 em A, pH 7,0 em B e pH 10,0,0 em C; a eluicdo com 2,50 M de tampéao acetato de sodio 10,0 mM aos
mesmos valores de pH, como demonstrado pela linha azul-clara em tracejado. Volume de injecao: 25,0

pL.

3.4.2.2 Ensaios cromatograficos com o criogel acido barbiturico 10,0 mg/mL

Este suporte foi equilibrado com tampao acetato de sédio 10,0 mM pH 5,0 e foram injetados
25,0 pL de pDNA pVAX1-LacZ a 10,00 pg/mL verificando-se que esta matriz nao liga o pDNA,
pois este € imediatamente eluido apds a injecao (Figura 27), o que demonstra uma fraca

interacao entre o suporte e o plasmideo. Apesar de nao haver retencdo de pDNA, injetou-se na
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coluna tampao acetato de sodio 10,0 mM pH5 com 2,50 M de NaCl para confirmar que nao ficou
ligado nenhum plasmideo. Como nao eluiu nenhum outro pico pode verificar-se que o suporte
nao liga pDNA, pelo que se passou ao estudo de outro suporte do mesmo ligando, mas como

uma concentracao inferior.

Acido barbitdrico [10,0 mg/mL] pH 5,0
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Figura 27: Perfil cromatografico da amostra pré-purificada de pVAX1-LacZ injetada na coluna de criogel
de acido barbiturico 10,0 mg/mL. O equilibrio da coluna foi feito com tampao acetato de sodio 10,0 mM
pH 5,0 e a eluicdo com a 2,50 M de tampéo acetato de sédio 10,0 mM pH 5,0, como demonstrado pela
linha azul-clara em tracejado. Volume de injecao: 25 pL.

3.4.2.3 Ensaios cromatograficos com o criogel acido barbiturico 5,0 mg/mL

O criogel funcionalizado com inferior densidade de acido barbiturico (5,0 mg/mL) foi testado e
observou-se que, apos a injecdo de 25,0 pL de pDNA pVAX1-LacZ, elui logo um pico o que
demonstra uma fraca interacao entre o plasmideo e o suporte (Figura 28). A injecao de tampao
acetato de sodio 10,0 mM pH 5,0 com 2,50 M de NaCl na coluna confirmou que nao ficou ligado

nenhum plasmideo, uma vez que nao foi detetado mais nenhum pico.
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Acido barbitdrico [5,0 mg/mL] pH 5,0
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Figura 28: Perfil cromatografico da amostra pré-purificada de pVAX1-LacZ injetado na coluna de criogel
de acido barbiturico 5,0 mg/mL. O equilibrio da coluna foi feito com tampao acetato de sddio 10,0 mM
pH 5,0 e a eluicdo com a 2,50 M de tampéo acetato de sédio 10,0 mM pH 5,0, como demonstrado pela
linha azul-clara em tracejado. Volume de injecao: 25,0 pL.

A inexisténcia de bons resultados com estes suportes, motivou a passagem aos estudos

cromatograficos com uma matriz derivatizada com acido tiobarbitUrico.

3.4.3 Ensaios cromatograficos com criogel acido tiobarbiturico

Para os ensaios de cromatografia de afinidade por FPLC com o criogel funcionalizado com acido
tiobarbiturico, foram usadas trés concentragdes distintas de ligando (40,0, 10,0 e 5,0 mg/mL).
A coluna com o criogel foi equilibrada com tampao acetato de sodio 10,0 mM diferentes valores

de pH e foi injetado pVAX1-LacZ, seguindo-se os passos de eluicao descritos no ponto 3.7.3.

3.4.3.1 Ensaios cromatograficos com o criogel acido tiobarbiturico 40,0
mg/mL

A coluna de criogel funcionalizada com 40,0 mL de acido tiobarbitlrico foi equilibrada com
tampao acetato de sddio 10,0 mM a pH 5,0 e foram injetados 25,0 pL de pDNA pVAX1-LacZ a
10,00 pg/mL. Verificou-se a obtencao de um pico (Figura 29) que mostra que o criogel nao liga
o pDNA na sua matriz, sendo eluido logo no inicio. A ndo interacao entre o plasmideo e o suporte
para ligar o pDNA, pode ser explicada pela elevada densidade de moléculas de acido
tiobarbitirico no criogel, impedindo assim a ligacdo ao plasmideo. Apos a obtencao do pico
inicial, injetou-se na coluna tampao acetato de sodio 10,0 mM pH 5,0 com 2,50 M de NaCl para
verificar que néo ficou ligado algum plasmideo que pudesse ainda eluir. A inexisténcia de um
pico demonstra que, de facto, o suporte nao ligou nenhum do pDNA, pelo que se passou para o

estudo de uma matriz com o mesmo ligando a uma densidade inferior.
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Acido tiobarbit(rico [40,0 mg/mL] pH 5,0
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Figura 29: Perfil cromatografico de amostra pré-purificada de pVAX1-LacZ injetada na coluna de criogel
de acido tiobarbittrico 40mg/mL. O equilibrio da coluna foi feito com tampao acetato de sodio 10,0 mM
pH 5,0 e a eluicdao com a 2,50 M de tampéao acetato de soédio 10,0 mM pH 5,0, como demonstrado pela
linha azul-clara em tracejado. Volume de injecao: 25,0 pL.

3.4.3.2 Ensaios cromatograficos com o criogel acido tiobarbiturico 10,0
mg/mL

Ap6s o equliibrio da matriz e a injecao de pDNA o cromatograma obtido revelou de imediato a
saida de um pico que comprova a nao ligacao do pDNA a matriz (Figura 30). Fizeram-se mais
tentativas de eluicao com 0,25 M, 0,50 M, 0,750 M, 1,0 M e 2,50 M mas nenhuma destas
concentragbes de sal promoveu a ligacdo do pDNA a matriz. Deste modo, realizaram-se os
estudos cromatograficos na matriz com densidade inferior do mesmo ligando, e a diferentes

valores de pH, para avaliar o comportamento do suporte nestas condicoes.
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Acido tiobarbiturico [10,0mg/mL] pH 5,0
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Figura 30: Perfil cromatografico da amostra pré-purificada de pVAX1-LacZ injetada na coluna de criogel
de acido tiobarbiturico 10,0 mg/mL. O equilibrio da coluna foi feito com tampao acetato de sdédio 10,0
mM pH 5,0 e a eluicdo com a 0,25 M, 0,50 M, 0,750 M, 1,0 M e 2,50 M de tampao acetato de sodio 10,0
mM pH 5,0, como demonstrado pela linha azul-clara em tracejado. Volume de injecao: 25,0 pL.

3.4.3.3 Ensaios cromatograficos com o criogel acido tiobarbiturico 5,0
mg/mL

Pela analise dos seguintes cromatogramas (Figura 31 A a J) relativos ao suporte de ligando acido
tiobarbitirico a 5mg/mL pode verificar-se que o pH utilizado nos estudos cromatograficos
influencia em larga escala os resultados obtidos. Nos ensaio a pH 4,0 e a pH 6,0 (Figura 31 A e
C) pode constatar-se que foi estabelecida uma interacdo entre o plasmideo e a matriz
funcionalizada pois nao se observou nenhum pico visivel de retencao apos a injecao do DNA, o
que revela que esta matriz liga o plasmideo e o elui posteriormente com a adicao de tampao
com sal. Isto indica que o suporte tem efetivamente uma boa capacidade de retencao
comparativamente com os criogéis de acido tiobarbitirico de concentracées de 40,0 e 10,0

mg/mL.

Nos ensaios realizados a pH 6,50, 7,0, 8,0 e 9,0 (Figura 31 D a G) verificou-se que a interacao
ente o plasmideo e o suporte nao é forte o suficiente para ligar o pDNA, o que se traduz num
pico inicial apos a injecao do pDNA. A aplicacao de tampao acetato de sddio com 2,50 M de
NaCl nao promove a eluicao de mais nenhum pico, o que demonstra que o suporte nao ligou
nenhum do pDNA, concluindo-se portanto que este pH nao é favoravel a ligacdo do DNA ao

suporte.

Pela analise dos cromatogramas H a J (Figura 31), correspondentes a aplicacao de tampao de
ligacao e eluicao com valores de pH de 9,5,, 10,0 e 12,0 pode verificar-se que foi estabelecida
uma interacao entre o plasmideo e a matriz funcionalizada com o ligando &cido tiobarbitirico

de densidade 5,0 mg/mL, resultando assim num perfil de retencao, o que revela que esta matriz
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liga o plasmideo e o elui posteriormente com a adicdo de tampao com sal. Isto indica que o
suporte tem efetivamente uma boa capacidade de ligacao aos referidos valores de pH. No
entanto, mesmo apos as tentativas de eluicao com 0,250 M, 0,50 M, 0,750 M, 1,0 M e 2,50 M de
NaCl, com estes valores de pH, o cromatograma apenas apresenta um pico, ndao permitindo uma

eluicao por passos necessaria para a separacao das isoformas do pDNA em picos diferentes.

O ensaio levado a cabo a pH 5,0 (Figura 31 B) resultou num cromatograma onde se pode verificar
uma interacao entre o plasmideo e a matriz funcionalizada com o ligando acido tiobarbiturico
de densidade 5,0 mg/mL. A auséncia de um pico apds a injecao de pDNA revela que o pDNA liga
a matriz, sendo posteriormente eluidos 3 picos com o aumento da concentracao de tampao de
eluicao para 0,250 M, 0,50 M e 0,750 M de sal. Os picos foram recolhidos, concentrados e
analisados em eletroforese em gel de 0,80 % de agarose (Figura 31 B), verificando-se que a
maior quantidade de isoforma oc elui no primeiro pico, o que é um resultado positivo. Pela
eletroforese pode também concluir-se que o passo intermédio de eluicao é desnecessario pois

0 que sai no segundo pico é igual ao que sai no terceiro.

Isto indica que nas condicbes utilizadas, o suporte de acido tiobarbitirico a 5,0 mg/mL
apresenta efetivamente uma boa capacidade de retencao e um bom perfil de eluicao, sendo o
que mostra os melhores resultados comparativamente com os criogéis de acido tiobarbitdrico
de concentracoes 40,0 e 10,0 mg/mL. Isto pode ser explicado recorrendo as estruturas dos
criogéis obtidas por microscopia eletronica de varrimento, que mostram que a matriz
derivatizada com 5mg/mL tem uma estrutura em esferas, que apresentam uma maior area no
interior do criogel na qual a fase mével pode passar e ligar. De facto, uma camada densa de
ligandos imobilizados pode impedir o acesso do ligando aos locais de ligacdao do pDNA e,
consequentemente, impedir o seu reconhecimento, levando a uma fraca retencao (Silva et al.,

2010,0), facto visivel nestes estudos cromatograficos.

Os resultados obtidos permitem concluir também que no caso dos criogéis estudados, quanto
maior a densidade de ligando, menor é a capacidade de retencao do suporte, ou seja, a
presenca de uma concentracao elevada de ligando impede o estabelecimento das interacées
entre a matriz e o plasmideo, o que é coerente com as estruturas dos criogéis obtidas por
microscopia eletronica de varrimento, que mostram que os criogéis de 10,0 e 40,0 mg/mL

apresentam uma estrutura lamelar, mais restritiva para a passagem do plasmideo.
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D- Acido tiobarbitirico [5,0 mg/mL] pH 6,50
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J- Acido tiobarbiturico [5,0 mg/mL] pH 12,0
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Figura 31: (A) Perfil cromatografico de amostra pré-purificada de pVAX1-LacZ injetada na coluna de
criogel de acido tiobarbiturico 5,0 mg/mL. O equilibrio da coluna foi feito com tampao acetato de sédio
10,0 mM pH4 (A), pH 5,0 (B), pH 6,0 (C), pH 6,50 (D), pH 7,0 (E), pH 8,0 (F), pH 9,0 (G), pH 9,50 (H), pH
10,0,0 (I) e pH 12,0 (J) e a eluicao com a 0,250 M, 0,50 M, 0,750 M, 1,0 M e 2,50 M de tampao acetato de
sodio 10,0 mM pH 12,0, como demonstrado pela linha azul-clara em tracejado. Volume de injecao: 25,0
pL. (B) Electroforese em gel de agarose dos picos obtidos. Linha A: amostra pré-purificada injetada na
coluna; Linha 1: fracao correspondente ao pico 1; linha 2: fracao correspondente ao pico 2; linha 3: fracao
correspondente ao pico 3; oc corresponde ao DNA circular aberto; sc corresponde a isoforma
superenrolada do pDNA.

3.4.4 Ensaios cromatograficos com criogel acido 1,3-difenil-2-tiobarbiturico

Para os ensaios de cromatografia de afinidade por FPLC com o criogel funcionalizado com acido
1,3-difenil-2-tiobarbitlrico, foram usadas trés concentragdes distintas de ligando (40, 10,0 e
5,0 mg/mL). A coluna com o criogel foi equilibrada com tampéao acetato de sodio 10,0 mM pH
5,0 e foram injetadas as isoformas purificadas pVAX1-LacZ, seguindo-se os passos de eluicao

descritos no ponto 3.7.3.

3.4.4.1 Ensaios cromatograficos com o criogel acido 1,3-difenil-2-
tiobarbiturico 40 mg/mL

A coluna de criogel funcionalizada com 40,0 mg/mL de acido 1,3-difenil-2-tioarbiturico foi
equilibrada com tampao acetato de sddio 10,0 mM pH 5,0 e injetados 10,00 pL de pDNA pVAX1-
LacZ a 10,00 ug/mL. Verificou-se a obtencao de um pico logo no inicio (Figura 32) que mostra
que o criogel ndo liga o pDNA a sua matriz, sendo este eluido logo no inicio, o que demonstra
que a interacao entre o plasmideo e o suporte nao é suficientemente forte. Este facto pode ser

explicado pela elevada densidade de moléculas de acido 1,3-difenil-2-tiobarbitlrico no criogel,
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impedindo assim a ligacdo ao plasmideo. Apds a obtencao deste pico injetou-se na coluna
tampéao acetato de sddio 10,0 mM pH 5,0 com 2,50 M de NaCl e verificou-se que nao elui mais
plasmideo. Pode concluir-se que este suporte nao liga o pDNA na sua matriz, sendo por isso

excluida a sua utilizacao nos estudos cromatograficos.
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Figura 32: Perfil cromatografico da amostra pré-purificada de pVAX1-LacZ injetada na coluna de criogel
de acido 1,3-difenil-2-tiobarbiturico 40,0 mg/mL. O equilibrio da coluna foi feito com tampao acetato de
sodio 10,0 mM pH 5,0 e a eluicdo com a 2,50 M de tampao acetato de soédio 10,0 mM pH 5,0, como
demonstrado pela linha azul-clara em tracejado. Volume de injecao: 10,0 pL.

3.4.4.2 Ensaios cromatograficos com o criogel acido 1,3-difenil-2-
tiobarbiturico 10,0 mg/mL

0 criogel funcionalizado com 10,0 mg/mL de acido 1,3-difenil-2-tioarbiturico foi avaliado para
dois valores diferentes de pH: 5,0 e 7,0. Pela analise dos cromatogramas (Figura 33 A e B) pode
verificar-se que a pH 7 esta matriz nao liga o pDNA, pois este é eluido todo aquando da sua
injecdo. Ao utilizar o pH 5,0 observa-se que o suporte liga o pDNA, que elui posteriormente
com a utilizacdo de 0,5M de NaCl. No entanto, apesar da ampla gama de concentracdes de sal
aplicadas (0,25 M, 0,50 M, 0,75 M, 1,0 M e 2,50 M) apenas se obteve a eluicdo de um Unico pico

0 que nao permite separar as duas isoformas de pDNA.
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A- Acido 1,3-difenil-2-tiobarbitarico [10,0 mg/mL] pH 7,0
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Figura 33: Perfil cromatografico de amostra pré-purificada de pVAX1-LacZ injetada na coluna de criogel
de acido tiobarbiturico 10,0 mg/mL. O equilibrio da coluna foi feito com tampao acetato de sodio 10,0
mM pH 7 (Figura 45 A) e pH 5,0 (Figura 45 B) e a eluicao com a 2,50 M de tampao acetato de sodio 10,0
mM pH 7 (Figura 45A) e a 0,250 M, 0,50 M, 0,750 M, 1,0 M e 2,50 M (Figura 45 B), como demonstrado pela
linha azul-clara em tracejado. Volume de injecao: 10,00 pL.

3.4.4.3 Ensaios cromatograficos com o criogel acido 1,3-difenil-2-
tiobarbiturico 5,0 mg/mL

Ao efetuar um estudo com o criogel funcionalizado com 10,0 mg/mL de acido 1,3-difenil-2-
tioarbiturico a dois valores de pH diferentes pode verificar-se que a pH 7,0 grande parte do
plasmideo é eluido logo aquando a sua injecao (Figura 34 A). Ao aplicar uma concentracao de
2,50 M de sal observa-se a eluicao de um pequeno pico que comprova uma baixa capacidade de
retencao do suporte, que apenas ligou uma pequena parte de pDNA, mas que demonstra que a

interacao entre o plasmideo e o suporte nao é forte o suficiente.
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A pH 5,0 o suporte liga todo o pDNA que elui posteriormente num Unico pico com a aplicacdo
de 0,75M de NaCl (Figura 43 B).

A- Acido 1,3-difenil-2-tiobarbitirico [5,0 mg/mL] pH 7,0
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Figura 34: Perfil cromatografico de amostra pré-purificada de pVAX1-LacZ injetada na coluna de criogel
de acido tiobarbitlrico 5,0 mg/mL. O equilibrio da coluna foi feito com tampao acetato de sodio 10,0 mM
pH 7 (Figura 44 A) e pH 5,0 (Figura 44 B) e a eluicao com por passos a 0,25 M, 0,50 M, 0,750 M, 1,0 M e
2,50 M em ambos os casos, de tampao acetato de sddio 10,0 mM pH 7 (Figura 44 A) e pH 5,0 Figura 44 B),
como demonstrado pela linha azul-clara em tracejado. Volume de injecdo: 10,00 pL.

A obtencdo de um bom perfil de ligacao nos estudos de pH com a coluna de acido 1,3-difenil-
2-tiobarbitirico remetem para o potencial deste suporte, para estudos de separacdo de

isoformas, motivo pelo qual as condi¢cdes de eluicao foram exploradas com maior detalhe.

Os estudos foram levados a cabo, verificando-se total retencao do pDNA na auséncia de sal,
como se pode observar pelo cromatograma da Figura 35, tendo sido eluidos dois picos de

intensidades diferentes, com o objetivo de separar as diferentes isoformas. A eluicao do
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primeiro pico foi conseguida com a presenca de NaCl a 0,510 M, e a do segundo pico a 2,50 M
e, como se pode visualizar pela eletroforese, ndao se conseguiram separar totalmente ambas as
isoformas, mas vé-se claramente uma maior predominancia de oc pDNA no primeiro pico e de

sc pDNA no segundo, o que € um bom ponto de partida para otimizacoes posteriores.

Seguidamente foram testadas diferentes condicdes com o objetivo de promover a separacao

das isoformas.
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Figura 35: (A) Perfil cromatografico da amostra pré-purificada de pVAX1-LacZ injetada na coluna de
criogel de acido tiobarbitlrico 5,0 mg/mL. O equilibrio da coluna foi feito com tampao acetato de sodio
10,0 mM pH 5,0 e a eluicao com por passos a 0,250 M, 0,510 M e 2,50 M de tampao acetato de sodio 10,0
mM pH 5,0, como demonstrado pela linha azul-clara em tracejado. Volume de injecao: 10,00 pL. (B)
Electroforese em gel de agarose dos picos obtidos. Linha A: amostra pré-purificada injetada na coluna;
Linha 1: fracao correspondente ao pico 1; linha 2: fracao correspondente ao pico 2; oc corresponde ao
DNA circular aberto; sc corresponde a isoforma superenrolada do pDNA; linear corresponde ao DNA linear.

Por este motivo aumentou-se ligeiramente a concentracao de sal no tampao de eluicao do
primeiro pico para 0,520 M de NaCl, experimentou-se a utilizacdo de um passo intermédio a
0,750 M de NaCl e aplicou-se um ultimo passo de eluicdo a 2,50 M (Figura 36). A boa capacidade
de ligacao do suporte manteve-se, e a quantidade de sc pDNA no segundo pico do cromatograma
aumentou bastante, o que é um aspeto positivo. A isoforma linear do DNA que se vé na

eletroforese é devida a degradacéo, possivelmente devido a temperatura.
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Figura 36: (A) Perfil cromatografico da amostra pré-purificada de pVAX1-LacZ injetada na coluna de
criogel de acido tiobarbitlrico 5,0 mg/mL. O equilibrio da coluna foi feito com tampao acetato de sodio
10,0 mM pH 5,0 e a eluicao com por passos a 0,250 M, 0,520 M e 2,50 M de tampao acetato de sodio 10,0
mM pH 5,0, como demonstrado pela linha azul-clara em tracejado. Volume de injecao: 10,00 pL. (B)
Electroforese em gel de agarose dos picos obtidos. Linha A: amostra pré-purificada injetada na coluna;
Linha 1:fracao correspondente ao pico 1; linha 2: fracao correspondente ao pico 2; linha 3: fracao
correspondente ao pico 3. oc corresponde ao DNA circular aberto; sc corresponde a isoforma
superenrolada do pDNA; linear corresponde ao DNA linear.

No sentido de se otimizar a separacao das isoformas foram testadas novas concentracoes de sal
no eluente. Deste modo, a coluna foi equilibrada e ap6s injecao da amostra de DNA, efetuou-
se uma estratégia de eluicao em trés passos com 0,520 M, 0,750 M e 2,50 M de NaCl, tendo-se
obtido o cromatograma da Figura 37. Os trés picos foram recolhidos e concentrados para analise
por eletroforese em gel de agarose. Como se pode verificar pela eletroforese da Figura 44, nao
se conseguiram ainda separar as isoformas do DNA. No entanto, verificou-se que a isoforma oc
aparece maioritariamente no primeiro pico, enquanto que a isoforma sc é eluida
principalmente no pico 3. Estes resultados sugerem a eliminacao do passo intermédio de 0,750

M de sal.
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Figura 37: (A) Perfil cromatografico de amostra pré-purificada de pVAX1-LacZ injetada na coluna de
criogel de acido tiobarbiturico 5,0 mg/mL. O equilibrio da coluna foi feito com tampéao acetato de sddio
10,0 mM pH 5,0 e a eluicdo com por passos a 0,52 M, 0,75 M e 2,50 M de tampao acetato de sddio 10,0
mM pH 5,0, como demonstrado pela linha azul-clara em tracejado. Volume de injecao: 10,0 pL. (B)
Electroforese em gel de agarose dos picos obtidos. Linha A: amostra pré-purificada injetada na coluna;
Linha 1:fracao correspondente ao pico 1; linha 2: fracao correspondente ao pico 2; linha 3: fracao
correspondente ao pico 3. oc corresponde ao DNA circular aberto; sc corresponde a isoforma

superenrolada do pDNA.

Como se pode visualizar pela eletroforese da Figura 38, embora nao se tenham conseguido
separar as isoformas do pDNA, pode observar-se um aumento da isoforma sc no segundo pico.
Deste modo foi eliminado o passo intermédio. A coluna de criogel com acido 1,3-difenil-2-
tiobarbitlrico foi equilibrada com tampéao acetato de sédio 10,0 mM pH 5,0 e foram injetados
10,00 pL de pDNA pVAX1-LacZ a 10,00 pg/mL, sendo o primeiro pico eluido a 0,53, M e o segundo
a 2,50 M de NaCl, o que deu origem a um bom rendimento de sc pDNA no segundo pico, embora
ainda com alguma quantidade de oc pDNA. Deste modo, foi aumentada a concentracao de sal
para 0,530 M com o intuito de eluir maior quantidade da isoforma oc no primeiro pico e diminuir

no segundo.
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Figura 38: (A) Perfil cromatografico da amostra pré-purificada de pVAX1-LacZ injetada na coluna de
criogel de acido tiobarbitlrico 5,0 mg/mL. O equilibrio da coluna foi feito com tampao acetato de sodio
10,0 mM pH 5,0 e a eluicdo com por passos a 0,53 M e 2,50 M de tampao acetato de sédio 10,0 mM pH
5,0, como demonstrado pela linha azul-clara em tracejado. Volume de injecao: 10,000 pL. (B)
Electroforese em gel de agarose dos picos obtidos. Linha A: amostra pré-purificada injetada na coluna;
Linha 1:fracao correspondente ao pico 1; linha 2: fracao correspondente ao pico 2. oc corresponde ao DNA
circular aberto; sc corresponde a isoforma superenrolada do pDNA;

Assim, e para cumprir o objetivo de eluir mais isoforma oc no primeiro pico e sc no segundo
pico, aumentou-se um pouco a concentracao de eluicdo do primeiro pico. Neste sentido, e apos
o equilibrio, injecao de pDNA e obtencédo de ligacdo do DNA a matriz, a concentracao de sal
utilizada no primeiro passo foi aumentada para 0,540 M e a do segundo pico mantida a 2,50 M
de NaCl. Nestas condicoes obteve-se uma maior seletividade, apresentando o segundo pico mais

sc pDNA que o primeiro (Figura 39).
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Figura 39: (A) Perfil cromatografico da amostra pré-purificada de pVAX1-LacZ injetada na coluna de
criogel de acido tiobarbiturico 5,0 mg/mL. O equilibrio da coluna foi feito com tampéo acetato de sodio
10,0 mM pH 5,0 e a eluicdo com por passos a 0,540 M e 2,50 M de tampao acetato de soédio 10,0 mM pH
5,0, como demonstrado pela linha azul-clara em tracejado. Volume de injecao: 10,000 pL. (B)
Electroforese em gel de agarose dos picos obtidos. Linha A: amostra pré-purificada injetada na coluna;
Linha 1: fracao correspondente ao pico 1; linha 2: fracdo correspondente ao pico 2. oc corresponde ao
DNA circular aberto; sc corresponde a isoforma superenrolada do pDNA; linear corresponde ao DNA linear.
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De seguida, as condicoes foram otimizadas e a eluicdo do primeiro pico foi conseguida com a
presenca de NaCl a 0,545 M, e a do segundo pico a 2,50 M. Como se pode verificar pela
eletroforese (Figura 40), nao se conseguiram separar totalmente as isoformas do pDNA.
Verificou-se no entanto alguma seletividade, sendo que o segundo pico € o Unico que apresenta

a isoforma sc do pDNA apenas com uma pequena quantidade das outras isoformas.
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Figura 40: (A) Perfil cromatografico da amostra pré-purificada de pVAX1-LacZ injetada na coluna de
criogel de acido tiobarbitlrico 5,0 mg/mL. O equilibrio da coluna foi feito com tampao acetato de sodio
10,0 mM pH 5,0 e a eluicdo com por passos a 0,545M e 2,50 M de tampéao acetato de sédio 10,0 mM pH
5,0, como demonstrado pela linha azul-clara em tracejado. Volume de injecado: 10,000 pL. (B)
Electroforese em gel de agarose dos picos obtidos. Linha A: amostra pré-purificada injetada na coluna;
Linha 1: fracdo correspondente ao pico 1; linha 2: fracao correspondente ao pico 2. oc corresponde ao
DNA circular aberto; sc corresponde a isoforma superenrolada do pDNA; linear corresponde ao DNA linear.

Deste modo, aumentou-se a concentracao de sal no eluente para 0,550 M com o objetivo de
diminuir a concentracao da isoforma oc no segundo pico, com a concentracao de 2,50 M de
NaCl, obtendo-se o cromatograma e respetiva eletroforese, representados na Figura 41. Pode
assim observar-se uma boa seletividade do suporte nestas condicées, que elui quase a

totalidade do oc pDNA do primeiro pico, aparecendo o sc pDNA praticamente purificado no

segundo pico.
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Figura 41: (A) Perfil cromatografico da amostra pré-purificada de pVAX1-LacZ injetada na coluna de
criogel de acido tiobarbiturico 5,0 mg/mL. O equilibrio da coluna foi feito com tampao acetato de sédio
10,0 mM pH 5,0 e a eluicdo com por passos a 0,550 M e 2,50 M de tampao acetato de sodio 10,0 mm pH
5,0, como demonstrado pela linha azul-clara em tracejado. Volume de injecao: 10,00 pL. (B) Electroforese
em gel de agarose dos picos obtidos. Linha A: amostra pré-purificada injetada na coluna; Linha 1: fracao
correspondente ao pico 1; linha 2: fracao correspondente ao pico 2. oc corresponde ao DNA circular
aberto; sc corresponde a isoforma superenrolada do pDNA;

Para verificar a possibilidade de otimizacdo destas condicoes, foi efetuada uma estratégia de
eluicao por dois passos com uma concentracao no primeiro passo de 0,560 M, 0,570 M e 0,580

M de NaCl. Os resultados apresentam-se nas Figuras 42 a 44.

Nestas estratégias de eluicao por dois passos, mantém-se o perfil de ligacao ao suporte mas,
no caso da eluicao aparenta haver uma regressao da separacao anteriormente conseguida, uma
vez que, com o primeiro passo a 0,56 M (Figura 42) o sc pDNA passa do segundo para o primeiro
pico, misturando-se com o oc presente no pico. Na eluicao com 0,570 M, no primeiro pico
(Figura 43) o oc pDNA é eluido também no segundo pico que passa a ter uma mistura de
isoformas. Na eluicao com 0,580 M de NaCl, no primeiro pico (Figura 44) diminui bastante o

rendimento da isoforma superenrolada no segundo pico.
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Acido 1,3-difenil-2-tiobarbiturico [5,0 mg/mL] pH 5,0
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Figura 42: (A) Perfil cromatografico da amostra pré-purificada de pVAX1-LacZ injetada na coluna de
criogel de acido tiobarbitlrico 5,0 mg/mL. O equilibrio da coluna foi feito com tampao acetato de sodio
10,0 mM pH 5,0 e a eluicdo com por passos a 0,250 M, 0,50 M e 2,50 M de tampao acetato de sodio 10,0
mM pH 5,0, como demonstrado pela linha azul-clara em tracejado. Volume de injecao: 10,0 pL. (B)
Electroforese em gel de agarose dos picos obtidos. Linha A: amostra pré-purificada injetada na coluna;
Linha 1:fracao correspondente ao pico 1; linha 2: fracao correspondente ao pico 2. oc corresponde ao DNA
circular aberto; sc corresponde a isoforma superenrolada do pDNA; linear corresponde ao DNA linear.
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Figura 43: (A) Perfil cromatografico da amostra pré-purificada de pVAX1-LacZ injetada na coluna de
criogel de acido tiobarbitlrico 5,0 mg/mL. O equilibrio da coluna foi feito com tampao acetato de sodio
10,0 mM pH 5,0 e a eluicdo com por passos a 0,250 M, 0,50 M e 2,50 M de tampao acetato de sodio 10,0
mM pH 5,0, como demonstrado pela linha azul-clara em tracejado. Volume de injecao: 10,0 pL. (B)
Electroforese em gel de agarose dos picos obtidos. Linha A: amostra pré-purificada injetada na coluna;
Linha 1: fracao correspondente ao pico 1; linha 2: fracdo correspondente ao pico 2. oc corresponde ao
DNA circular aberto; sc corresponde a isoforma superenrolada do pDNA; linear corresponde ao DNA linear.
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Figura 44: (A) Perfil cromatografico da amostra pré-purificada de pVAX1-LacZ injetada na coluna de
criogel de acido tiobarbiturico 5,0 mg/mL. O equilibrio da coluna foi feito com tampéao acetato de sddio
10,0 mM pH 5,0 e a eluicdo com por passos a 0,250 M, 0,50 M e 2,50 M de tampao acetato de sodio 10,0
mM pH 5,0, como demonstrado pela linha azul-clara em tracejado. Volume de injecao: 10,00 pL. (B)
Electroforese em gel de agarose dos picos obtidos. Linha A: amostra pré-purificada injetada na coluna;
Linha 1: fracao correspondente ao pico 1; linha 2: fracao correspondente ao pico 2. oc corresponde ao
DNA circular aberto; sc corresponde a isoforma superenrolada do pDNA; linear corresponde ao DNA linear.
oc corresponde ao DNA circular aberto; sc corresponde a isoforma superenrolada do pDNA; linear
corresponde ao DNA linear.

Apds varias tentativas de otimizacao dos passos de eluicdo ndo se conseguiu obter a separacao
total de ambas as isoformas. No entanto é de notar que o suporte de criogel acido 1,3-difenil-
2-tiobabiturico 5,0 mg/mL apresenta seletividade para as isoformas, uma vez que a isoforma
sc é eluida apenas no pico 2, apesar de conter também uma pequena quantidade da isoforma

ocC.

A eluicao da isoforma oc no primeiro pico foi conseguida com tampao acetato com 0,550 M de
NaCl, como se pode verificar pela eletroforese realizada (Figura 44), enquanto a isoforma sc
ficou eluida no segundo pico aumentando a concentracao de NaCl para 2,50 M. A respetiva
eletroforese mostra a presenca de uma grande quantidade da isoforma sc e uma banda vestigial

correspondendo a isoforma oc.

O suporte de controlo nao derivatizado ndao promoveu qualquer retencao de pDNA, o que
comprova a especificidade do ligando acido 1,3-difenil-2-tiobarbiturico para o pDNA, sendo as

interacdes estabelecidas unicamente por parte do ligando e ndo pela matriz cromatografica.

Ao longo destes ensaios, pode concluir-se que concentracées mais baixas de ligando no criogel
melhoram a retencdo do plasmideo. Estes resultados estdao de acordo com os resultados das
estruturas dos criogéis obtidas por microscopia eletréonica de varrimento, que mostram que a
matriz derivatizada com 5mg/mL tem uma estrutura em esferas, com maior area de superficie
que permite a obtencdo de melhores perfis de retencao e eluicdo, relativamente aos criogéis
de 10,0 e 40,0 mg/mL que apresentam uma estrutura lamelar, mais restritiva para a passagem

do plasmideo.
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Os resultados dos estudos de pH revelaram também que o pH 5,0 é o mais eficaz, tendo sido

portanto o utilizado em ensaios posteriores.

Como o criogel de acido 1,3-difenil-2-tiobarbiturico 5,0 mg/mL foi o que apresentou melhores
capacidades de retencao do pDNA e melhores resultados de separacao de isoformas foi utilizado
nos ensaios cromatograficos num sistema AKTA Purifier de modo a avaliar a sua especificidade
para as diferentes isoformas do plasmideo NTC 7482-41H-VA2 HA que codifica o gene da

hemaglutinina, o maior antigénio do virus Influenza.

88



3.5. Ensaios cromatograficos no sistema AKTA Purifier

3.5.1 Ensaios cromatograficos com criogel acido 1,3-difenil-2-tiobarbiturico
5,0 mg/mL

O criogel poli (HEMA-GMA) funcionalizado com 5,0 mg/mL de acido 1,3-difenil-2-tiobarbitlrico
foi utilizado em ensaios cromatograficos num sistema AKTA Purifier de modo a avaliar a sua
especificidade para as diferentes isoformas da vacina de DNA contra o influenza (plasmideo
NTC 7482-41H-VA2 HA) e optimizar o seu perfil de eluicao.

3.5.1.1. Separacéo da isoforma superenrolada da amostra pré-purificada de
NTC 7482-41H-VA2 HA

Depois de aplicada na separacdo das isoformas do pVAX1-LacZ, a coluna de criogel com acido
1,3-difenil-2-tiobarbitdrico foi equilibrada com tampéao acetato de sodio 10,0mM pH 5,0 e foram
injetados 10,00 yL de pDNA NTC 7482-41H-VA2 HA com a concentracao de 10,0 pg/mL,
verificando-se total retencdo do pDNA na auséncia de sal. Como se pode observar pelo
cromatograma da Figura 45, foram eluidos dois picos de intensidades diferentes, com o objetivo
de separar as diferentes isoformas, obtendo-se a eluicao do primeiro pico com NaCl a 0,20 M,
e a do segundo pico a 2,50 M do mesmo sal. A eletroforese em gel de agarose (Figura 45) mostra
que nao se conseguiram separar as isoformas do pDNA, mas obteve-se alguma seletividade com

maior quantidade de oc pDNA no primeiro pico e de sc pDNA no segundo pico.
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Figura 45: (A) Perfil cromatografico da amostra pré-purificada de NTC 7482-41H-VA2 HA injetada na coluna
de criogel de acido tiobarbitlrico 5,0 mg/mL. O equilibrio da coluna foi feito com tampao acetato de
sodio 10,0 mM pH 5,0 e a eluicao com por passos a 0,20M e 2,50 M de tampao acetato de sodio 10,0 mM
pH 5,0, como demonstrado pela linha azul-clara em tracejado. Volume de injecao: 10,00 pL. (B)
Electroforese em gel de agarose dos picos obtidos. Linha A: amostra de lisado injetada na coluna; Linha
1:fracao correspondente ao pico 1; linha 2: fracdo correspondente ao pico 2; oc corresponde ao DNA

circular aberto; sc corresponde a isoforma superenrolada do pDNA.

No sentido de tentar que a isoforma sc fosse eluida apenas no segundo pico, utilizou-se uma
menor concentracao de sal (0,050 M) no primeiro pico e 2,0 M no segundo. Conseguiu isolar-se

deste modo a isoforma superenrolada do pDNA, mas com um rendimento muito abaixo do

pretendido (Figura 46).
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Figura 46: (A) Perfil cromatografico da amostra pré-purificada de NTC 7482-41H-VA2 HAinjetado na coluna
de criogel de acido tiobarbitlrico 5,0 mg/mL. O equilibrio da coluna foi feito com tampao acetato de
sodio 10,0 mM pH 5,0 e a eluicdo com por passos a 0,050 M e 2,0 M de tampao acetato de soédio 10,0 mM
pH 5,0, como demonstrado pela linha azul-clara em tracejado. Volume de injecao: 10,0 pL. (B)
Electroforese em gel de agarose dos picos obtidos. Linha A: amostra de lisado injetada na coluna; Linha
1: fracao correspondente ao pico 1; linha 2: fracdo correspondente ao pico 2; oc corresponde ao DNA
circular aberto; sc corresponde a isoforma superenrolada do pDNA.

A coluna de criogel com acido 1,3-difenil-2-tiobarbiturico foi equilibrada com tampao acetato
de sodio 10,0 mM pH 5,0 e foram injetados 10,0 pL de pDNA NTC 7482-41H-VA2 HA a 10,00
pg/mL verificando-se a total retencao do pDNA na auséncia de sal, tendo sido eluidos dois picos
de intensidades diferentes, com o objetivo de separar as diferentes isoformas: o primeiro com
a presenca de NaCl a 1,0 M, e a do segundo pico a 2,50 M e, como se pode visualizar pela
eletroforese em gel de agarose (Figura 47 B), conseguiu separar-se totalmente a isoforma

superenrolada do pDNA, ja com maior rendimento.
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Figura 47: Perfil cromatografico da amostra pré-purificada de NTC 7482-41H-VA2 HAinjetado na coluna de
criogel de acido tiobarbiturico 5,0 mg/mL. O equilibrio da coluna foi feito com tampao acetato de sédio
10,0 mM pH 5,0 e a eluicdo com por passos a 1,0 M e 2,50 M de tampao acetato de sodio 10,0 mM pH 5,0,
como demonstrado pela linha azul-clara em tracejado. Volume de injecao: 10,00 pL. (B) Electroforese em
gel de agarose dos picos obtidos. Linha A: amostra de lisado injetada na coluna; Linha 1: fracdo
correspondente ao pico 1; linha 2: fracdo correspondente ao pico 2; oc corresponde ao DNA circular
aberto; sc corresponde a isoforma superenrolada do pDNA.

Com o objetivo de aumentar o rendimento da separacao de isoformas o suporte foi testada a
eluicao em dois passos, primeiro na presenca de NaCl a 0,550 M, e depois com 2,0 M do mesmo
sal e, como se pode visualizar pela eletroforese em gel de agarose (Figura 48), conseguiu-se
separar a isoforma sc do pDNA, ja com maior rendimento e de forma mais nitida, relativamente

ao ensaio anterior.
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Figura 48: (A) Perfil cromatografico da amostra pré-purificada de NTC 7482-41H-VA2 HAinjetada na coluna
de criogel de acido tiobarbitlrico 5,0 mg/mL. O equilibrio da coluna foi feito com tampao acetato de
sodio 10,0 mM pH 5,0 e a eluicdo com por passos a 0,550 M e 1,0 M de tampao acetato de sodio 10,0 mM
pH 5,0, como demonstrado pela linha azul-clara em tracejado. Volume de injecao: 10,0 pL. (B)
Electroforese em gel de agarose dos picos obtidos. Linha A: amostra de lisado injetada na coluna; Linha
1: fracao correspondente ao pico 1; linha 2: fracao correspondente ao pico 2; oc corresponde ao DNA
circular aberto; sc corresponde a isoforma superenrolada do pDNA.

3.5.1.2. Separacao da isoformas superenrolada do lisado de NTC 7482-41H-
VA2 HA

Apds a otimizacdo da separacao das isoformas do pDNA NTC 7482-41H-VA2 HA utilizando o
criogel derivatizado com acido 1,3-difenil-2-tiobarbiturico, este foi depois testado na
purificacao do plasmideo a partir de uma lisado clarificado contendo ainda um elevado grau de
impurezas como RNA e proteinas. O suporte foi equilibrado com tampéao acetato de sodio 10,0
mM pH5 e foram injetados 500 pL de amostra de lisado com a concentracao de 10,0 pg/mL
verificando-se total retencdo do pDNA na auséncia de sal (Figura 49). De seguida, foram eluidos
dois picos de intensidades diferentes, com o objetivo de separar ambas as isoformas: o primeiro
na presenca de NaCl 0,170 M, e o segundo a 2,50 M do mesmo sal. Como se pode visualizar pela
eletroforese em gel de agarose, o RNA é eliminado todo no primeiro pico, bem como a maior
parte do oc pDNA. Esta estratégia de eluicdo tem no entanto baixa eficacia porque ha muita

perda de sc DNA que deveria sair no segundo pico e sai praticamente também todo no primeiro.
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Figura 49: (A) Perfil cromatografico de lisado de NTC 7482-41H-VA2 HAinjetado na coluna de criogel de

acido tiobarbitlrico 5,0 mg/mL. O equilibrio da coluna foi feito com tampao acetato de sédio 10,0 mM pH
5,0 e a eluicdo com por passos a 0,170 M e 2,50 M de tampao acetato de sodio 10,0 mM pH 5,0, como

demonstrado pela linha azul-clara em tracejado. Volume de injecao: 500,0 pL. (B) Electroforese em gel

de agarose dos picos obtidos. Linha A: amostra de lisado injetada na coluna; Linha 1:fracao

correspondente ao pico 1; linha 2: fracdo correspondente ao pico 2; oc corresponde ao DNA circular

aberto; sc corresponde a isoforma superenrolada do pDNA.

Deste modo, diminuiu-se a concentracao do eluente para 0,163 com o intuito de nao eluir a

isoforma sc no primeiro pico, tendo-se obtido os seguintes resultados (Figura 50).
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Figura 50: (A) Perfil cromatografico de lisado de NTC 7482-41H-VA2 HAinjetado na coluna de criogel de
acido tiobarbiturico 5,0 mg/mL. O equilibrio da coluna foi feito com tampéao acetato de sodio 10,0 mM pH
5,0 e a eluicdo com por passos a 0,163 M e 2,50 M de tampao acetato de sddio 10,0 mM pH 5,0, como
demonstrado pela linha azul-clara em tracejado. Volume de injecao: 500,0 pL. (B) Electroforese em gel
de agarose dos picos obtidos. Linha A: amostra de lisado injetada na coluna; Linha 1: fracao
correspondente ao pico 1; linha 2: fracdo correspondente ao pico 2; oc corresponde ao DNA circular
aberto; sc corresponde a isoforma superenrolada do pDNA; linear corresponde ao DNA linear.

Como se pode visualizar pela eletroforese em gel de agarose, conseguiu-se que a isoforma
superenrolada do pDNA fosse eluida quase toda no segundo pico, mas este ainda tem também
grande quantidade de oc pDNA, pelo que foi testado o eluente com um ligeiro incremento na
concentracao de sal para 0,168 M de modo a que, tanto a isoforma oc como o RNA fossem

eluidos maioritariamente no primeiro pico o que foi conseguido, embora com alguma perda de
sc pDNA (Figura 51).
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Figura 51: (A) Perfil cromatografico de lisado de NTC 7482-41H-VA2 HAinjetado na coluna de criogel de
acido tiobarbiturico 5,0 mg/mL. O equilibrio da coluna foi feito com tampéao acetato de sodio 10,0 mM pH
5,0 e a eluicdo com por passos a 0,168 M e 2,250 M de tampao acetato de sodio 10,0 mM pH 5,0, como
demonstrado pela linha azul-clara em tracejado. Volume de injecao: 500,0 pL. (B) Electroforese em gel
de agarose dos picos obtidos. Linha A: amostra de lisado injetada na coluna; Linha 1: fracao

correspondente ao pico 1; linha 2: fracdo correspondente ao pico 2; oc corresponde ao DNA circular
aberto; sc corresponde a isoforma superenrolada do pDNA.

Seguidamente foi testada uma nova estratégia com diferente concentracao de sal e também
com a injecao de maior volume de amostra (500pL) de lisado de NTC 7482-41H-VA2 HA a 10,00
pg/mL. O criogel foi equilibrado com tampao acetato de sodio 10,0mM pH5 e apos a injecao da
amostra verificou-se a total retencdo do pDNA na auséncia de sal. A eluicdo por passos
utilizando tampao com NaCl a 0,263 M e 2,50 M promoveu respetivamente a eluicao de dois
picos de intensidades diferentes, em que no primeiro se obteve a isoforma oc e o0 RNA e no
segundo a isoforma sc. Como se pode visualizar pela eletroforese em gel de agarose (Figura 52
B), conseguiu-se separar a isoforma superenrolada do pDNA, ja praticamente sem contaminacao

visivel, pelo que a amostra foi recolhida do pico 2, concentrada e utilizada para os ensaios de
quantificacao.
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Figura 52: (A) Perfil cromatografico de lisado de NTC 7482-41H-VA2 HAinjetado na coluna de criogel de
acido tiobarbiturico 5,0 mg/mL. O equilibrio da coluna foi feito com tampao acetato de sodio 10,0 mM pH
5,0 e a eluicdo com por passos a 0,263 M e 2,50 M de tampao acetato de sodio 10,0 mM pH 5,0, como
demonstrado pela linha azul-clara em tracejado. Volume de injecao: 10,00 pL. (B) Electroforese em gel
de agarose dos picos obtidos. Linha A: amostra de lisado injetada na coluna; Linha 1: fracao
correspondente ao pico 1; linha 2: fracao correspondente ao pico 2; oc corresponde ao DNA circular

aberto; sc corresponde a isoforma superenrolada do pDNA; linear corresponde ao DNA linear.

Este resultado mostrou-se bastante promissor, revelando que nestas condicées o suporte

apresenta grande seletividade para a isoforma superenrolada do pDNA conseguindo purifica-la

a partir de um lisado com contaminantes como o RNA,
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3.7. Analise da recuperacdo e da pureza do pDNA através da
coluna analitica fenilsefarose

Para determinar a pureza e grau de recuperacao do pDNA nas fracdes dos picos purificadas com
0,263 e 2,50 M de NaCl através da coluna de acido 1,3-difenil-2-tiobarbitlrico a pH 5,0, utilizou-
se a coluna analitica de Phenyl Sepharose®, através do processo anteriormente descrito, de
modo a analisar as areas dos picos correspondentes dos cromatogramas resultantes. As
concentracdes de isoformas, gDNA e RNA foram calculadas através da equacdo obtida na reta

de calibracao: [pDNA]=1,929A+2,0376. Os resultados estao representados na Tabela 10,0.

Tabela 10,0: Concentracoes de isoformas, gDNA e RNA.

[gDNA] e outras

[sc + oc]
Pico impurezas RNA (pg/mL)
(Hg/mL)
(vg/mL)
Lisado 15,197 30,486 0,705
Pico 1 11,627 13,980 0,599
Pico 2 (sc
13,339 6,861 0,149
pDNA)

A coluna de Phenyl Sepharose® nao permite a distincao entre as suas isoformas do pDNA, mas
através da electroforese em gel de agarose anteriormente realizada pode verificar-se que a
quantidade de isoformas presente corresponde a isoforma sc. Pela analise da Tabela 10,0
observa-se que existe uma grande recuperacao de DNA, sem grandes perdas e que nao existe
praticamente RNA na amostra, o que confirma os resultados obtidos por electroforese. Apesar
de a percentagem de RNA e outras impurezas permanecer ainda acima dos valores exigidos
pelas agéncias internacionais, pode verificar-se uma grande reducdo na amostra final de pDNA
relativamente ao lisado inicial.

Tabela 11: Andlise da pureza e grau de recuperacdo do sc pDNA isolado do lisado de E.coli por
cromatografia de afinidade através da coluna de acido 1,3-difenil-2-tiobarbitdrico.

Amostra Eluicao (M NacCl) Recuperacao (%) Pureza (%)
Lisado 0 @ ceeee- e 32,0
Pico 1 0,263 12,0 e
Pico 2 (sc pDNA) 2,50 88,0 65,55

Através da analise das tabelas podemos verificar que o pico 2, que contém o sc DNA, tem uma

percentagem de recuperacao de 88% e um grau de pureza de 65,550 %, que ainda nédo esta de
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acordo com as especificacdes das agéncias reguladoras, pelo que precisaria de posterior
otimizacdo. No entanto, pode verificar-se que a coluna de acido 1,3-difenil-2-tiobarbitlrico
com 5,0 mg/mL consegue uma reducao de 80 % de gDNA, RNA e outras impurezas relativamente

a amostra de lisado.

3.7.1. Analise da presenca de proteinas na amostra

A presenca de impurezas na amostra de pDNA para aplicacdes terapéuticas pode levar a efeitos
secundarios irreversiveis. As respostas imunitarias relacionadas com a contaminacao por
proteinas de um biofarmaco para aplicacdo clinica podem levar a respostas alérgicas e
neurologicas, bem como a doencas autoimunes e reacoes de hipersensibilidade (Ferreira, 2005).
Deste modo, é essencial a determinacdo das proteinas num processo de purificacdo e
purificacdo de qualquer produto terapéutico, como é o caso da vacina de DNA em estudo. Na
tabela 12 esta representada uma analise e quantificacdo de proteinas, através do método de
BCA.

Tabela 12: Quantificacao das proteinas no lisado injetado e nos picos de interesse;

Amostra Proteinas (pg/mL)
Lisado 0,254
Pico 1 0,008
Pico 2 (sc pDNA) indetetavel

Os resultados do método de BCA, descrito no capitulo 2, indicam que a fracao de sc de pDNA
apresenta valores indetetaveis de proteinas pelo que estao dentro dos parametros exigidos pela
FDA (valores indetetaveis de proteinas). Assim, pode concluir-se que as proteinas foram
removidas nao so6 no processo de clarificacao por precipitacdo com sulfato de aménio, mas
também no processo de purificacdo por cromatografia de afinidade utilizando o criogel

derivatizado com acido 1,3-difenil-2-tiobarbitdrico (5,0 mg/mL).
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3.7.2. Andlise da recuperacdo e da pureza do pDNA através da coluna
analitica Phenil-Sepharose®

Os critérios de qualidade impostos pela FDA incluem nao so os niveis de proteinas, mas também

os de outras impurezas como o DNA gendmico, RNA e endotoxinas (Tabela 13).

Tabela 13: Critérios impostos pela FDA para a qualidade do pDNA (Stadler et al., 2014)
Cumprimento das

Caracteristicas Especificacoes
especificacées
Aparéncia Solucao limpa e incolor ]
Pureza >97,0 %
Proteinas Nao deteta;ii por ensaio 7
<2,0 yg/mL de
gDNA plasmideo, calculado por (nao testado)
PCR
<10,0 EU/mL de
Endotoxinas plasmideo, calculado por (nao testado)

ensaio de LAL

N&o detetavel em gel de
RNA ]
0,80 % de agarose

A estratégia cromatografica utilizada consegue a obtencdo de uma solugao limpa e incolor, a
auséncia de RNA em gel de 0,80 % de agarose e um nivel indetetavel de proteinas que poderia

levar a reacdes de hipersensibilidade e a efeitos adversos no organismo.

Um dos problemas decorrentes da utilizacao de Escherichia coli como hospedeiro para a
producao de pDNA é a presenca de gDNA. Os fragmentos de genoma do hospedeiro podem
codificar um oncogene que pode ativar ou inativar o genoma da célula hospedeira (Ferreira et
al., 2005). Deste modo, e para evitar a possibilidade de desenvolvimento de tumores por um
paciente que receba o tratamento, a quantificacao do gDNA torna-se num alvo de controlo por
parte das agéncias reguladoras, e deve estar presente em quantidades inferiores a 2,0 pyg/mL,
como representado na tabela. Apesar de nao ter sido feita a sua real quantificacao por PCR, a
area do pico obtido a 1,350 na quantificacdo pela coluna de Phenyl Sepharose® corresponde ao
gDNA. Esta revela que, nao obstante o facto de a amostra ainda conter gDNA, a estratégia
cromatografica utilizada consegue uma reducao de cerca de 80,0 % de gDNA no pico de

interesse, relativamente a amostra de lisado injetada.
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Estes resultados mostram que o processo cromatografico em estudo, apesar de ainda nao estar
otimizado, é um potencial processo de purificacdo, separando a isoforma sc do pDNA com

valores indetetaveis de proteinas, como requerido pelas agéncias reguladoras, como a FDA.
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Capitulo 4

Conclusées e Perspetivas Futuras

A utilizacao de vacinas de DNA representa uma nova alternativa a vacinacao convencional no
tratamento de doencas virais como o Influenza. No entanto, as vacinas de DNA requerem uma
grande quantidade, com elevado grau de pureza, da isoforma superenrolada do pDNA,
biologicamente ativa, obtida pelos passos de purificacdo, ao nivel do processo downstream. A
cromatografia tem demonstrado bons resultados na purificacdo do pDNA, mas as matrizes
convencionais usadas para este fim apresentam algumas limitacoes, como a falta de capacidade
para moléculas de grande tamanho como o pDNA. Neste sentido, os criogéis apresentam-se
como uma boa alternativa devido as suas caracteristicas de porosidade, boa difusibilidade e

capacidade de ligacao as moléculas alvo.

Deste modo, foram preparados suportes cromatograficos baseados em criogéis em condicoes
acidicas e utilizando ligandos barbitlricos representativos como o acido barbitdrico,
tiobarbitlrico e 1,3-difenil-2-tiobarbiturico, com densidades de ligando de 5,0, 10,0 e 40,0
mg/mL. O acido 1,3 difenil-2-tiobarbiturico foi sintetizado e os trés derivados de barbituratos
foram imobilizados nos criogéis, pelo método de pos-imobilizacdo ja referido. Os suportes

cromatograficos foram avaliados por SEM e analise elementar.

Os criogéis derivatizados foram testados em ensaios cromatograficos, nos quais foi avaliada a
sua capacidade de retencao do pDNA. Verificou-se que os criogéis com concentracées mais
elevadas de ligandos (10,0 e 40,0 mg/mL) apresentavam menor capacidade de retencao de
pDNA, o que pode ser justificado pela alteracao da estrutura observada por SEM nas condicoes
referidas. O melhor resultado foi obtido com o criogel de acido 1,3-difenil-2-tiobarbitirico com
5,0 mg/mL que mostrou capacidade de retencdo do pDNA, promovendo também a separacao
especifica da isoforma oc da isoforma sc do pDNA NTC 7482-41H-VA2 HA. Da mesma forma, o
suporte de controlo nao promoveu qualquer retencao do pDNA, o que comprova a especificidade
dos ligandos estudados para o pDNA, sendo as interacoes estabelecidas unicamente por parte

do ligando e nao pela matriz cromatografica.

Assim, neste trabalho de investigacdo, a aplicacao de criogéis com acido 1,3-difenil-2-
tiobarbitirico 5,0 mg/mL como matrizes cromatograficas permitiu a purificacdo de uma vacina
de pDNA NTC 7482-41H-VA2 HA com 6.471 kbp que codifica a glicoproteina antigénica de
superficie do virus influenza, hemaglutinina (HA). Na amostra de lisado, a utilizacdo de 10,0mM
de tampao acetato de sédio com pH5 como passo de ligacao, e uma estratégia de eluicao por

dois passos usando o mesmo tampao com 0,263 M, seguido de 2,50 M de cloreto de sodio foi
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capaz de separar a isoforma superenrolada do DNA do RNA, proteinas e outras impurezas com
65,550 % de pureza e um grau de recuperacao de 88,0 %, que ainda nao esta de acordo com as
especificacoes das agéncias reguladoras, pelo que precisaria de posterior otimizacao, mas que
ja é um resultado muito positivo. No entanto, pode verificar-se que a coluna de acido 1,3-
difenil-2-tiobarbiturico com 5,0 mg/mL consegue uma reducao de cerca de 80% de gDNA, RNA
e outras impurezas. Os resultados obtidos demonstram a potencial aplicabilidade dos criogéis
de acido 1,3-difenil-2-tiobarbitirico com 5,0 mg/mL na separacao e purificacdo das vacinas de
pDNA por cromatografia de afinidade, representando este um melhoramento nos passos

downstream do processo de producao de vacinas de DNA contra o virus influenza.

No seguimento do presente trabalho propoem-se de seguida algumas linhas de investigacao
futuras para o melhoramento dos resultados obtidos, nomeadamente, a otimizacao das
condicoes de eluicdo até se conseguir um grau de pureza de acordo com as especificacdes das
agéncias reguladoras e com a avaliacao da expressdo génica em testes in vitro para estimar a
eficiéncia da transfecdo do sc pDNA em células eucaridticas e, posteriormente permitir a
passagem para ensaios in vivo. Adicionalmente, deverao ser estudados a influéncia da
concentracao do ligando usado na imobilizacdo e a concentracao determinada na matriz por

analise elementar e o seu efeito na morfologia dos criogéis.
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