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Resumo

O cancro do colo do ttero é um dos tumores mais prevalentes entre as mulheres a nivel
mundial, estando maioritariamente associado a infecdo persistente pelo Virus do
Papiloma Humano (HPV), sobretudo pelos gendtipos de alto risco HPV-16 e HPV-18.
Nestes casos, as oncoproteinas virais E6 e E7 desempenham um papel central na
transformacao maligna, ao promoverem a degradacao das proteinas supressoras de

tumor p53 e pRB, respetivamente.

As vacinas de DNA tém emergido como uma estratégia promissora para a prevencao e
tratamento de diversas doencas infeciosas e oncologicas. Esta abordagem baseia-se na
introducdo de DNA ex6geno em células hospedeiras, com o objetivo de induzir a
expressao de antigénios especificos capazes de desencadear uma resposta imunitaria
preventiva e terapéutica. Entre os vetores nao virais utilizados, o DNA plasmidico
(pDNA) tem sido o mais explorado, devido o seu baixo custo e facilidade de producao.
No entanto, a presenca de elementos bacterianos, como genes de resisténcia a
antibioticos, pode desencadear respostas imunitérias indesejadas e reduzir a seguranca

da sua utilizacao.

Como alternativa, o DNA minicircular (mcDNA) constitui uma geracdo mais avancada
de vetores, resultante de uma recombinacao intramolecular do plasmideo parental (PP)
numa cultura bacteriana, que se divide em duas moléculas filhas, o miniplasmideo (mP)
(constituido somente pelos genes procariotas necessarios durante o processo de
producdo) e o mcDNA (sendo formado exclusivamente pela cassete de expressao
eucariotica). Esta caracteristica confere-lhe vantagens significativas face ao pDNA
convencional, incluindo maior seguranca, menor dimensao, eficiéncia acrescida de
transfecdo, maior estabilidade intracelular e expressio génica mais duradoura,
traduzindo-se num elevado potencial terapéutico. Contudo, a sua aplicacao clinica
requer o desenvolvimento de métodos de producao e purificacao robustos, capazes de

cumprir os requisitos das entidades reguladoras.

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo explorar a cromatografia de
interacao hidrofobica (HIC) como estratégia para a purificacio de pDNA e mcDNA.
Numa primeira fase, foram estudadas as condi¢oes de separacao entre pDNA e RNA,
seguindo-se a avaliacdo da seletividade entre mcDNA e RNA. Observou-se que o mcDNA
tende a eluir em fases mais precoces, o que pode estar associado a sua menor

hidrofobicidade relativamente ao RNA.



Os ensaios de quantificacdo permitiram avaliar a pureza e recuperacao dos vetores de
DNA em funcdo das estratégias exploradas, verificando a sua conformidade com os
parametros definidos pelas agéncias reguladoras para as condicoes otimizadas. Contudo,
nao foi possivel obter uma separacao clara entre isoformas de DNA nem entre mcDNA e
PP. Em suma, os resultados demonstram que a HIC constitui uma abordagem
promissora para a purificacdo de mcDNA, fornecendo uma base sblida para otimizacoes

futuras e para a consolidacao deste vetor como ferramenta terapéutica de nova geracao.

Palavras-chave

Cancro do colo do ttero; Cromatografia de interacao hidrofébica; DNA minicircular;
DNA plasmidico; HPV.
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Abstract

Cervical cancer is one of the most prevalent malignancies among women worldwide,
being predominantly associated with persistent infection by Human Papillomavirus
(HPV), particularly the high-risk genotypes HPV-16 and HPV-18. In these cases, the viral
oncoproteins E6 and E7 play a central role in malignant transformation by promoting

the degradation of the tumor suppressor proteins p53 and pRB, respectively.

DNA vaccines have emerged as a promising strategy for the prevention and treatment of
various infectious and oncological diseases. This approach is based on the introduction
of exogenous DNA into host cells, with the aim of inducing the expression of specific
antigens capable of triggering a preventive and therapeutic immune response. Among
non-viral vectors, plasmid DNA (pDNA) has been the most widely explored due to its low
cost and ease of production. However, the presence of bacterial elements, such as
antibiotic resistance genes, can trigger undesired immune responses and compromise its

safety.

As an alternative, minicircle DNA (mcDNA) represents a more advanced generation of
vectors, generated through intramolecular recombination of the parental plasmid (PP)
in bacterial cultures, which divides into two daughter molecules, the miniplasmid (mP)
(containing only the prokaryotic genes required during the production process) and the
mcDNA (composed exclusively of the eukaryotic expression cassette). This feature
provides mcDNA with significant advantages over conventional pDNA, including greater
safety, smaller size, enhanced transfection efficiency, higher intracellular stability, and
prolonged gene expression, resulting in increased therapeutic potential. Nonetheless, its
clinical application requires the development of robust production and purification

methods capable of meeting the requirements of regulatory authorities.

In this context, the present work aimed to investigate hydrophobic interaction
chromatography (HIC) as a strategy for the purification of pPDNA and mcDNA. Initially,
separation conditions between pDNA and RNA were assessed, followed by the evaluation
of the selectivity between mcDNA and RNA. It was observed that mcDNA tends to elute
at earlier stages, which may be related to its lower hydrophobicity compared to RNA.

The quantification assays made it possible to evaluate the purity and recovery of the DNA
vectors according to the strategies explored, verifying their compliance with the

parameters defined by regulatory agencies under the optimized conditions. However,
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clear separation of DNA isoforms or between mcDNA and PP was not achieved. In
summary, the results demonstrate that HIC is a promising approach for mcDNA
purification, providing a solid foundation for future optimizations and for consolidating

this vector as a next-generation therapeutic tool.

Keywords

Cervical cancer; HPV; Hydrophobic interaction chromatography; Minicircle DNA;
Plasmid DNA.
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Capitulo 1 — Introducao

1.1. Cancro do colo do atero

O cancro do colo do tdtero é um dos carcinomas mais prevalentes entre as mulheres a
nivel mundial, ocupando o quarto lugar em incidéncia ap6s os cancros da mama,
colorretal e do pulmao. A infecdo persistente por subtipos de alto risco do Virus do
Papiloma Humano (HPV) constitui o principal fator etiologico desta neoplasia [1].
Adicionalmente, fatores comportamentais e ambientais, como miultiplos parceiros
sexuais, uso de contracetivos orais, tabagismo e condicoes de higiene inadequadas estao
associados ao aumento do risco de desenvolvimento deste carcinoma [2].

De acordo com o altimo relatério emitido pela Organizacdo Mundial de Satide (OMS),
publicado em 2022, estima-se que a prevaléncia global de infec6es por HPV tenha
resultado em aproximadamente 660.000 novos casos de cancro do colo do utero e
350.000 Obitos associados (Figura 1). Destes, cerca de 85% ocorreram em paises de baixo
e médio rendimento, onde a taxa de mortalidade associada ao cancro do colo do atero
pode ser até 18 vezes superior a registada em paises desenvolvidos. Este cenério reflete
dificuldades no diagnoéstico precoce, limitagdes na implementacdo de programas de

rastreamento e restri¢oes no acesso a tratamentos eficazes [2—4].

I 24.6-95.9 [ Neo aplicavel
I 15.9-246 Sem dados
I 12.0-159

7.1-120
2.1-71

Figura 1. Estimativa da mortalidade mundial associada ao cancro do colo do ttero, por cada
100.000 mulheres, no ano de 2022 (Adaptado de [4]).



1.2. Virus do Papiloma Humano

O HPV é um virus de DNA circular, pertencente a familia Papillomaviridae, cuja
estrutura viral é composta por uma capside icosaédrica. Com base na organizacao
gendmica e no tropismo epitelial, os gendtipos de HPV sdo agrupados em cinco géneros
principais: Alfa, Beta, Gama, Mu e Nu. O género Alfa constitui o grupo mais relevante
do ponto de vista oncologico, englobando os gendtipos associados a oncogénese cervical
[5].

Embora o HPV possa ser transmitido por vias ndo sexuais, a transmissao sexual é a
principal forma de contagio, com maior prevaléncia em mulheres jovens, geralmente por
volta dos 25 anos. Na maioria dos casos, a infecao é eliminada pelo sistema imunitario
num periodo de 6 a 12 meses. Contudo, quando a infe¢ao persiste, pode evoluir para
neoplasias intraepiteliais cervicais, e, eventualmente, para carcinoma invasivo [5—7].
Existem mais de 200 subtipos de HPV identificados, classificados como de baixo ou alto
risco, dependendo do seu potencial oncogénico [3]. Enquanto os tipos de baixo risco tém
um potencial reduzido de transformacao maligna, os tipos de alto risco, como o HPV-16
e HPV-18, sdo os principais promotores da transformacao neoplésica e estdo implicados
em aproximadamente 70% dos casos de cancro do colo do ttero [2,3,6]. O HPV-16 € o
gendtipo mais prevalente, estando implicado em cerca de 55-60% dos casos, enquanto o
HPV-18 esté associado a 20% dos adenocarcinomas cervicais. Outros genotipos de alto
risco (26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73 e 82), sao também
classificados como carcinogénicos e contribuem para cerca de 25% dos restantes casos
de carcinoma cervical [2,5].

A detecdo precoce destas infegoes é dificultada pelo facto de, na maioria das vezes, se
apresentarem de forma assintomatica nas fases iniciais, tornando essenciais programas
de rastreamento regular [6]. Além do cancro do colo do tutero, o papel oncogénico do
HPV esta bem estabelecido em outros tipos de neoplasias, incluindo cancro da vulva,

vagina, pénis, orofaringe, anus e reto [1].

1.2.1. Estrutura molecular do HPV

Os mecanismos pelos quais o HPV induz a formacao de tumores no colo do ttero estao
diretamente relacionados com a estrutura do seu genoma. Este é constituido por uma
molécula de DNA circular de dupla hélice, com um comprimento entre 6,8 e 8 kb,
organizada em trés regioes distintas: a regiao inicial (E), a regido tardia (L) e a Regiao

Longa de Controlo (LCR) (Figura 2). Cada uma destas regioes desempenha funcoes



especificas e essenciais para o ciclo de vida do virus e a sua capacidade de infecao e
transformacao celular [1,5,8].

A regiao E inclui os genes E1, E2, E4, E5, E6 e E7, fundamentais nas etapas iniciais da
infecdo viral. Os genes E1, E2 e E4 estdo envolvidos na replicacido do DNA viral, sendo
que E2 também regula negativamente a expressao de E6 e E7. O gene E5 promove a
proliferacdo das células infetadas, enquanto E6 e E7 interferem com proteinas
reguladoras do ciclo celular, favorecendo a transformacdo maligna das células
hospedeiras [1,5,8].

A regido L representa cerca de 40% do genoma do HPV e inclui os genes L1 e L2,
responsaveis pela codificacio das proteinas da capside viral. Estas proteinas sao
essenciais para a protecao do material genético do virus, bem como para a formacao e
disseminacao de novas particulas virais [5,8].

Por fim, a LCR, também designada de regiao reguladora a montante (UPR), corresponde
a cerca de 10% do genoma do HPV e nao codifica proteinas. No entanto, desempenha um
papel essencial no controlo da transcricdo dos genes virais, pois contém o ponto de
origem da replicacdo, e locais de ligacdo para fatores de transcricdo que regulam a

atividade do genoma viral [5,8].
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Figura 2. Estrutura do genoma do HPV (Adaptado de [9]).



1.2.2. Ciclo de vida do HPV

A infecdo pelo HPV inicia-se quando o virus penetra o epitélio do colo do tutero através
de microlesoes, geralmente provocadas por traumas, que expoem as células basais. Estas
células, localizadas nas camadas mais profundas do epitélio, atuam como células
estaminais, e sdo responsaveis pela sua renovac¢ao continua, constituindo o principal alvo
do HPV [9,10].

Apods a entrada na célula hospedeira, o genoma viral migra até ao nucleo, onde
permanece sob a forma epissomal, iniciando uma fase de replicacao inicial do seu DNA.
Esta replicacao é mediada pelas proteinas virais E1 e E2, que asseguram a manutencao e
segregacao do genoma viral durante a divisdo celular [9,11]. E1 e E2 sdo as tunicas
proteinas codificadas pelo virus necessarias para a replicacdo do DNA, sendo as restantes

proteinas envolvidas provenientes da maquinaria de replicacao da célula hospedeira [11].

A medida que as células infetadas se dividem e migram para camadas mais superficiais
do epitélio, iniciam a sua diferenciacdo. Com isto, o virus ativa os genes necessarios a
producao das proteinas virais, o que possibilita a progressao de uma infe¢ao latente para
uma infecao ativa/persistente [12,13]. Nesta fase, as proteinas E5, E6 e E7 desempenham
um papel central, ao estimular a proliferacao celular e a evasao da apoptose, favorecendo
a replicagdo viral e perturbando os mecanismos de controlo do ciclo celular [14,15]. Em
infecOes persistentes por tipos de alto risco, o DNA viral pode integrar-se no genoma da
célula hospedeira, frequentemente interrompendo o gene E2. Esta desregulacao leva a
expressdo continua dos oncogenes E6 e E7, cuja atividade prolongada promove a
imortalizacdo celular e pode induzir alteracoes displasicas que, se nao revertidas,

evoluem para carcinoma invasivo [12,14,15]

Nas camadas epiteliais superiores, ocorre a fase replicativa da infe¢do, caracterizada por
uma intensa amplificacio do DNA viral e pela expressao dos genes tardios L1 e L2,
responsaveis pela formacao da capside viral. A producao de novos virides culmina com a
sua libertacdo através do processo natural de descamacdo celular, assegurando a

disseminacao do virus [11,14,16].

O HPV evita eficazmente a detecao pelo sistema imunitario, uma vez que a producao de
novos virides ocorre em zonas com baixa vigilancia imunitaria, e a expressao viral é
mantida em niveis reduzidos na camada basal, dificultando a detecao pelo sistema
imune. Adicionalmente, as proteinas E6 e E7 contribuem para a inibicao de respostas

antivirais do hospedeiro, favorecendo a persisténcia da infecao [10,14].



1.2.3. Oncogenes virais

As oncoproteinas E6 e E7 do HPV s3o essenciais para a manutencao do fendtipo
transformado das células infetadas, sendo continuamente expressas em tumores e em
linhas celulares derivadas. E6 interfere com vias de sobrevivéncia celular, enquanto E7
promove a proliferacao celular. No entanto, nenhuma das duas é suficiente para induzir

a imortalizacao de forma isolada [12].

Além disso, E6 e E7 promovem diversas caracteristicas tipicas das células cancerigenas,
incluindo proliferacdo desregulada, evasao da apoptose, ativacio da telomerase,
angiogénese e potencial metastatico. O papel mais critico destas proteinas reside na
degradacdo da p53 por E6 e na inibicao da proteina do retinoblastoma (pRb) por E7,

eventos centrais no processo de transformacao celular [17,18].

1.2.3.1. Oncoproteina E6

A proteina supressora de tumor p53 € essencial na resposta a danos genéticos, ativando
mecanismos de reparacao ou induzindo apoptose quando os danos sao irreparaveis,

prevenindo assim o desenvolvimento de cancro [8,14].

A E6-associated protein (E6AP), codificada pelo gene UBE3A, é uma ligase de ubiquitina
E3 cuja desregulagdo estd associada a varias patologias. No contexto da infecdao pelo
HPV, é sequestrada pela oncoproteina E6, que a utiliza para ubiquitinar proteinas
celulares e direciona-las para degradacao pelo sistema ubiquitina-proteassoma. Um dos
principais alvos deste processo € a p53. Em associacao com a E6AP, a E6 promove a sua
degradacao proteolitica, reduzindo significativamente os seus niveis. A perda de funcao
da p53 compromete a resposta celular a danos genéticos, inibe a apoptose e favorece a

proliferacao celular descontrolada [12,13].

Além da p53, E6 também degrada outras proteinas pré-apoptoticas, como Bak, Bax, e
FADD, e ativa o fator de transcricio NF-kB, promovendo a expressao de genes
antiapoptoticos. Adicionalmente, E6 suprime coativadores transcricionais como
p300/CBP, fundamentais para o controlo do ciclo celular, contribuindo para a

desregulacao da proliferacao [5,19].

A proteina E6 induz ainda invasao celular e metastizacao através da producao de espécies

reativas de oxigénio (ROS), que causam danos ao DNA e reduzem os niveis de enzimas



antioxidantes. Também degrada proteinas com dominios PDZ, como SCRIB e as
MAGUKSs (membrane-associated guanylate kinases), comprometendo a polaridade e

diferenciacao celular [5].

Por fim, E6 promove a imortalizacao celular ao induzir alteragoes epigenéticas na hTERT
(telomerase) através da sobre-expressao de c-Myc e Sp1, recrutando a RNA polimerase

I fosforilada e contribuindo para a ativacdo sustentada da transcricao [5].

1.2.3.2. Oncoproteina E7

A proteina supressora tumoral pRb desempenha um papel central na regulacdo da
progressao do ciclo celular, bloqueando a transi¢ao da fase G1 para a fase S. Este controlo
¢é exercido através da sua interacdo com fatores de transcricdo da familia E2F, cuja
inibicao impede a transcricao de genes necessarios a sintese de DNA. A fosforilacdo da
PRb por complexos ciclina D-CDK promove a sua dissociacdo do E2F, permitindo o

avanco do ciclo celular [8,14,19].

Na presenca de danos no DNA, a ativacdo da p53 induz a expressao da p21, um inibidor
de CDKs, que impede a fosforilacdo da pRb, mantendo-a funcional e interrompendo a
progressao celular. No entanto, a oncoproteina E7 interfere neste controlo ao ligar-se
diretamente a forma hipofosforilada (ativa) da pRb, promovendo a sua degradacao
mediada pela via ubiquitina-proteassoma. Esta degradacdo liberta E2F de forma
constitutiva, favorecendo a entrada prematura das células na fase S e a proliferagao
desregulada [8,14]. Além da pRb, E7 também degrada as proteinas p107 e p130, que
inibem a E2F4 e E2F5, respetivamente, ampliando o estimulo a proliferacao celular

[5,12].

A nivel epigenético, E7 modula a atividade da DNA metiltransferase 1 (DNMT1),
induzindo a hipermetilacao de sequéncias CpG e o consequente silenciamento de genes
supressores tumorais. Este mecanismo é facilitado pela libertacao de E2F, que também

se associa a DNMT1 [13,14].

Além disso, a E7 interfere nos mecanismos de resposta ao dano no DNA ao induzir a
sobreexpressao da proteina Claspina, um regulador do checkpoint do ciclo celular. Isto
permite que as células continuem a proliferar mesmo na presenca de danos no DNA,

comprometendo a integridade genémica [5].



Em sintese, as oncoproteinas E6 e E7 do HPV desempenham um papel central na
desregulacdo do ciclo celular, na inibicdo da apoptose e na inducdo de alteracdes
genéticas e epigenéticas que favorecem a transformagao neoplasica [18,19]. Perante a
persisténcia da infecdo por HPV, torna-se essencial adotar estratégias de rastreio e
prevencgao, capazes de detetar precocemente lesdes pré-neoplasicas e reduzir o risco de
progressao para carcinoma cervical. Neste cenario, as vacinas preventivas surgem como
ferramentas cruciais para impedir a infecao inicial, enquanto as vacinas terapéuticas
representam uma abordagem promissora para o tratamento de infecoes ja estabelecidas
e de lesbes associadas, ao estimular respostas imunitarias celulares especificas e

promover a eliminacao de células alteradas [20,21].

1.2.4. Vacinacao preventiva e terapéutica

A estratégia de controlo do cancro do colo do ttero recomendada pela OMS baseia-se em
trés pilares fundamentais: rastreio e tratamento de lesdes pré-cancerosas, vacinagao
contra o HPV e diagnostico e tratamento do cancro invasivo [8,20]. A vigilancia regular
através de testes de detecdo de HPV de alto risco e exames citologicos (Papanicolau) tem
sido fundamental na reducao da incidéncia e mortalidade do cancro do colo do ttero, ao
permitir a dete¢do precoce do virus e de lesdes pré-neoplasicas, facilitando intervengoes

eficazes em fases iniciais [6,20].

Apesar da importancia do rastreio, a vacinacao profilatica contra o HPV é atualmente
considerada a medida preventiva mais eficaz [21]. Estas vacinas tém como alvo a proteina
L1 da capside viral, que, quando organizada em particulas semelhantes ao virus (virus-
like particles, VLPs), desencadeia uma resposta imunitaria humoral, promovendo a
producao de anticorpos neutralizantes especificos para cada tipo de HPV [22—24]. Estes
anticorpos impedem a entrada do virus nas células epiteliais basais do colo do ttero,
constituindo o principal mecanismo de protecdo conferido pela vacina. As VLPs sao
estruturas recombinantes, nao infeciosas e nao oncogénicas, mas com propriedades
antigénicas semelhantes as do virus, estando na base de todas as vacinas comerciais
atualmente disponiveis [24,25]. No entanto, estas vacinas nao tém efeito terapéutico, ou
seja, nao permitem a eliminacdo de infecOes ja estabelecidas nem no tratamento de

lesoes causadas pelo HPV [21,23,25].

Atualmente, encontram-se licenciadas seis vacinas profilaticas contra o HPV: trés
bivalentes, duas quadrivalentes e uma nonavalente [22]. A Gardasil, aprovada em 2006,

oferece protecao contra os tipos HPV-6, 11, 16 e 18. Em 2007, surgiu a Cervarix, bivalente



e focada nos tipos oncogénicos 16 e 18. Em 2014, a Gardasil 9 ampliou a protecao para
nove tipos, incluindo HPV-31, 33, 45, 52 e 58. Recentemente, as vacinas bivalentes
Cecolin e Walrinvax, direcionadas contra os tipos 16 e 18, foram pré-qualificadas pela
OMS, e a quadrivalente Cervavac foi lancada na India [24]. A Tabela 1 resume as

principais caracteristicas das vacinas disponiveis.

Tabela 1. Caracteristicas das vacinas atualmente disponiveis (Adaptado de [21]).

Gardasil Cevarix Gardasilg Cecolin Walrinvax Cervavac
Xiamen
GlaxoSmi Innovax Serum
. Merck &Co. . Merck &Co. ) .
Fabricante thKline Biotechn = Walvax 2022 Institute of
2006 2014 .
2007 ology India 2022
2020
Pais de Austrélia e Austrélia ) ) .
. EUA China China India
origem EUA e EUA
Faixa 9-25 9-45
L. 9—26 anos 0—45 anos 9—30 anos 9—26 anos
etaria alvo anos anos
Tipo Quadrivalente = Bivalente = Nonavalente = Bivalente Bivalente Quadrivalente
HPV 6,
11, 16, 18,
Protecao HPV-6, 11, 16, HPV-16 e HPV-6, 11, 16,
31, 33, HPV-16 € 18 HPV-16 e 18
contra e18 18 e18
45,52, €
58
2 doses 3 doses
2—3 doses (0, 2 doses (0, 3 doses (0,1, 2 doses (0, 6—
Dosagem (0,5-13 (0,1,6
2, 6 meses) 6—12 meses) 6 meses) 12 meses)
meses) meses)

Apesar da eficacia das vacinas profilaticas, a infecao por HPV de alto risco continua
elevada, principalmente devido a baixa cobertura vacinal e a existéncia de infe¢oes
prévias [24]. O tratamento do cancro do colo do ttero assenta, sobretudo, na cirurgia,
quimioterapia e radioterapia, conforme a progressao da doenca. No entanto, em casos
avancados, com recorréncia ou metastases, o progndstico mantém-se desfavoravel,
evidenciando a necessidade de estratégias terapéuticas mais eficazes e menos invasivas
[6,11].



As vacinas terapéuticas em estudo emergem como uma abordagem promissora,
apresentando maior eficacia quando administradas em lesGes pré-neopléasicas, fase na
qual a imunossupressao induzida pelo tumor ainda é reduzida [21]. As vacinas
terapéuticas sdo desenvolvidas para tratar infecoes pelo HPV e doencas associadas,
estimulando a imunidade celular. Esta estratégia ativa linfocitos T CD8* citotoxicos e T
CDg4+ auxiliares, que reconhecem e eliminam células infetadas pelo HPV [23]. As
proteinas da capside L1 e L2 nao sao expressas nas células basais que albergam a infecao
em tecidos pré-cancerosos ou cancerosos, o que sugere que nao sao bons alvos para
vacinas terapéuticas [25]. Por outro lado, as oncoproteinas E6 e E7 do HPV sao
consideradas alvos promissores, uma vez que sdo as Unicas proteinas virais que sao
expressas de forma continua em malignidades associadas ao HPV, pois desempenham
um papel essencial na desregulacao do ciclo celular e na progressao tumoral [23,25]. A
sua utilizacdo em vacinas terapéuticas visa estimular uma resposta imunitaria especifica,
capaz de ativar mecanismos celulares direcionados a eliminagdo seletiva das células

infetadas ou cancerigenas [18,21,23].

As abordagens para o desenvolvimento de vacinas terapéuticas incluem vetores vivos,
vacinas baseadas em péptidos e proteinas, vacinas de acidos nucleicos e vacinas de
células inteiras, cada uma com vantagens e limitacoes especificas. Apesar dos resultados
promissores em ensaios clinicos, ainda nao h4 uma vacina terapéutica licenciada contra
o HPV, o que evidencia os desafios na traducao destas estratégias inovadoras em terapias

clinicas eficazes [23,25].

1.3. Terapias de DNA

Desde as descobertas iniciais de Gregor Mendel até ao sequenciamento do genoma
humano, a genética registou avancos que transformaram o diagndstico e o tratamento de
numerosas patologias, especialmente das doencas genéticas antes consideradas
incuraveis. Nas ultimas décadas, as terapias baseadas em tecnologia de DNA
recombinante evoluiu significativamente, impulsionada pelo crescente interesse na
terapia de DNA como estratégia para tratar diversas doencas humanas, incluindo o
atraso da progressao tumoral e o combate a infecOes virais. A compreensao aprofundada
dos mecanismos moleculares e patologicos, juntamente com o aperfeicoamento das
técnicas de manipulacao de DNA, abriu caminho para o desenvolvimento de abordagens
inovadoras, como a terapia génica e as vacinas de DNA, com elevado potencial preventivo

e terapéutico [26,27].



1.3.1. Terapia génica

A terapia génica consiste na utilizacdo de acidos nucleicos (DNA ou RNA) para o
tratamento de doencas humanas. Esta abordagem baseia-se na introducdo de genes
funcionais que substituam versdes defeituosas ou ausentes, ou na inibicdo de genes
prejudiciais, utilizando diversas tecnologias, como oligonucledtidos livres, vetores virais

e nao virais [28—30].

Inicialmente concebida para o tratamento de doencas monogénicas, causadas por
mutacOes em um unico gene, a terapia génica tem vindo a expandir-se e é atualmente
aplicada em doencgas complexas, cronicas e progressivas, incluindo cancro, insuficiéncia
cardiaca, doencas neurodegenerativas e metabodlicas. Nestes casos, as estratégias
terapéuticas podem incluir a modulacao da resposta imunitaria, inducao seletiva da
apoptose, regulacao de funcgoes celulares ou producdo de proteinas terapéuticas
especificas, mesmo quando os genes alvo nao estdo diretamente relacionados a etiologia

da doenca [26,28,29].

Do ponto de vista metodologico, a terapia génica divide-se em duas abordagens
principais: a terapia “ex vivo”, em que células do paciente sao isoladas, geneticamente
modificadas e reintroduzidas, e a terapia “in vivo”, em que o material genético é
transferido diretamente para o tecido-alvo, geralmente por meio de vetores [29]. O
sucesso desta terapia depende da capacidade do material genético ultrapassar barreiras
celulares, ser corretamente expresso de forma regulada e sustentada, sem causar
toxicidade, interferéncia no genoma hospedeiro ou transformacdo carcinogénica, e

assegurando ainda que as células modificadas sobrevivam e mantenham a alteracao

[29,31].

A terapia génica pode ainda ser classificada em germinativa ou somatica. A terapia
germinativa, que altera células reprodutivas e pode transmitir mudancas hereditarias,
levanta importantes questoes éticas, nao sendo utilizada clinicamente. Em contraste, a
terapia somatica, que nao afeta a descendéncia, é a abordagem mais explorada e
empregue em ensaios clinicos, sendo a escolha das células-alvo dependente da patologia

a tratar [27].

O cancro continua a ser a principal area de investigacao dos ensaios clinicos de terapia
génica (68.3%), seguido das doencas monogénicas (13.1%), doencas infeciosas (5%) e

doencas cardiovasculares (4.9%) (Figura 3) [30].
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Cancro 68.3% (n=2663)

Doencas monogénicas 13.1% (n=512)
Doencas infeciosas 5.0% (n=194)
Doencas cardiovasculares 4.9% (n=193)
Doencas neurolégicas 1.7% (n=67)
Doencas oculares 1.6% (n=63)

Doencas inflamatérias 0.7% (n=28)

Outras doencas 1.7% (n=66)

Marcacao genética 1.3% (n=51)
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) Voluntarios saudaveis 1.6% (n=63)

Figura 3. Ensaios clinicos de terapia génica até 2023 (adaptado de [30]).

Dada a capacidade da terapia génica de modular a expressao de genes e induzir respostas
celulares especificas, os principios desta abordagem tém sido aplicados no
desenvolvimento de vacinas de DNA, que visam estimular tanto a imunidade humoral
quanto a celular, oferecendo uma estratégia inovadora na prevencao e no tratamento de

doencas infeciosas e oncologicas [32,33].

1.3.2. Vacinas de DNA

A vacinacdo é uma das aplicacdes mais bem-sucedidas da imunologia, tendo
desempenhado um papel crucial na erradicacdo e no controlo de diversas doencas
infeciosas [32,33]. Desde a introducao da inoculacio contra a variola no século XVIII,
foram desenvolvidos diferentes tipos de vacinas, incluindo vivas atenuadas, inativadas,
de subunidades ou componentes, recombinantes e toxoides. Apesar da sua eficacia, as
vacinas vivas atenuadas podem provocar reacoes adversas relacionadas com o proprio
fenotipo atenuado, enquanto as vacinas inativadas ou de subunidades, embora induzam
a producao de anticorpos neutralizantes, podem ser insuficientes para estimular
respostas imunitarias celulares robustas, essenciais para o controlo de patogénios

intracelulares [33].

Neste contexto, as vacinas de DNA surgem como uma alternativa promissora as
formulacGes convencionais, uma vez que conseguem induzir respostas celulares

robustas, além da resposta humoral [33].
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Estas vacinas baseiam-se na introducao de um vetor de DNA (transfecao), nas células do
hospedeiro. Os vetores de DNA mais explorados sao os plasmideos, geralmente
derivados de Escherichia coli, que contém genes procariotas (importantes para a etapa
de producao do plasmideo) e genes eucariotas (fundamentais para a expressao dos
antigénios no paciente). O seu mecanismo de acdo ocorre em trés etapas: captacao do
plasmideo por células do hospedeiro, como mibcitos ou células apresentadoras de
antigénios (APCs), producao e processamento do antigénio no nticleo, apos transcricao
e traducdo, e apresentacdo antigénica via moléculas do complexo maior de
histocompatibilidade (MHC), I e II, ativando linfécitos T CD8" (resposta citotoxica) e T
CD4", bem como linfécitos B, responsaveis pela producdo de anticorpos e memoria

imunitaria [34—36].

Comparativamente as vacinas convencionais, as vacinas de DNA apresentam diversas
vantagens, incluindo maior estabilidade e facilidade de producao, auséncia de agentes
infeciosos vivos e a capacidade de induzir uma gama mais ampla de respostas
imunitarias [35]. Um resumo das principais vantagens destas vacinas encontra-se

apresentado na Tabela 2.

Tabela 2. Vantagens das vacinas de DNA comparativamente as vacinas tradicionais (Adaptado
de [35D).

Vantagens das vacinas de DNA
Baixo custo de producao
Persisténcia prolongada da imunogenicidade
Auséncia de risco de infecao
Facilidade de desenvolvimento e producao
Resposta imunitaria direcionada ao antigénio de interesse
Estabilidade para armazenamento e transporte
Seguranca e facilidade de manuseio

Estabilidade térmica

1.3.3. Entrega génica

A terapia génica e as vacinas de DNA baseiam-se na introducao de material genético nas
células-alvo, um processo que enfrenta multiplas barreiras biologicas. A entrada

espontanea de DNA puro nas células eucaridticas é extremamente rara, sendo necessario
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recorrer a sistemas de entrega, isto é, sistemas concebidos para transportar, proteger e
direcionar o material genético até ao nuacleo celular, assegurando a sua correta expressao

[26,27].

Durante a entrega génica, o material genético enfrenta obstaculos extracelulares, como
a degradacao por nucleases, a interacao com proteinas séricas, a repulsao eletrostatica
entre o DNA e a membrana celular, e a eliminagdo pelo sistema imunitario. Apos a
internalizacao, existem ainda barreiras intracelulares, incluindo o escape endossomal, o
transporte no citoplasma e a passagem restrita através dos poros nucleares. Além disso,
¢ fundamental que o material genético permaneca estavel no interior da célula
hospedeira [37,38]. Desta forma, um vetor ideal deve ser capaz de superar todas estas
barreiras, além de apresentar seletividade pelos tecidos alvo, ser seguro, facil de produzir

e purificar em larga escala, bem como ser viavel economicamente [27,29].

Os sistemas de entrega podem ser classificados em vetores virais e nao virais. Os vetores
virais tiram partido da maquinaria natural dos virus para introduzir genes nas células,
mas podem desencadear respostas imunitarias e apresentar riscos associados a
seguranca. Por outro lado, os vetores nao virais, embora mais seguros e faceis de
produzir, tendem a ter menor eficiéncia na transfecio e geralmente promovem uma
expressao genética transitoria [27,29,39]. Até a data, nenhum sistema conseguiu
combinar simultaneamente elevada seguranca, alta eficiéncia de transfecao e expressao

genética estavel e prolongada [29].

1.3.3.1. Vetores virais

A maioria dos produtos de terapia génica atualmente aprovados ou em desenvolvimento
utiliza vetores virais para a entrega do material genético [29]. Estes vetores exploram a
capacidade natural dos virus para infetar células humanas, facilitando a internalizacao
do transgene e recorrendo aos mecanismos celulares para a sua expressao [29,38,39].
Esta aptidao, associada a protecao conferida pela capside viral contra a degradacao

lisoss6mica, torna-os veiculos particularmente eficazes [38].

Para aplicagdes terapéuticas, os virus sdo geneticamente modificados, eliminando os
genes responsaveis pela replicacdo e substituindo-os pelo gene de interesse. Assim,
obtém-se particulas virais nao replicativas, mas ainda capazes de infetar células e
transferir o transgene [38,39]. Além disso, estes vetores podem ser adaptados para

aumentar a especificidade celular, por exemplo, através da insercao de modificacoes que
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direcionem a infecdo a células com recetores especificos, ou pela incorporagao de
sequéncias reguladoras que permitam a expressao génica condicionada a estimulos
moleculares. Alteracoes na cépside viral também sdo utilizadas para reduzir a

imunogenicidade e evitar o reconhecimento pelo sistema imunitario [39].

Os principais virus utilizados como vetores incluem adenovirus, virus adeno-associados,
virus herpes simplex, retrovirus e lentivirus. Adenovirus sao amplamente utilizados pela
elevada eficiéncia de transfecdo, embora induzam respostas imunitérias fortes. Virus
adeno-associados destacam-se pela baixa imunogenicidade e expressao sustentada, mas
tém uma capacidade limitada de inser¢ao. Retrovirus e lentivirus permitem integracao
estavel no genoma, favorecendo expressao prolongada, enquanto o virus herpes simplex
oferece grande capacidade de insercao genética. Entre estes, adenovirus e virus adeno-
associados sao os mais utilizados devido ao equilibrio entre eficiéncia e seguranca.
[30,39]. As principais caracteristicas, vantagens e limitacoes destes vetores encontram-

se sumarizadas na Tabela 3.
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Tabela 3. Vantagens e desvantagens dos varios vetores virais utilizados em terapia génica
(Adaptado de [39]).

Vetor Vantagens Desvantagens
Expressao transitoria

Toxicidade imunologica associada a
Elevada eficiéncia de transfecao o _ .
) ) administragdo repetida
Infeta células proliferativas e nao- . o
Adenovirus Auséncia de especificidade celular

proliferativas . o
Tamanho de insercao limitado: 4-5

kb

Transdugdo ineficiente

Elevada eficiéncia de transfecao .
Problemas de bioseguranca:

Tropismo celular amplo o i
N ) possibilidade de mutagénese
i Expressao estavel e prolongada . .

Retrovirus ) ] ] _ insercional

Maior capacidade de insercao . i ) .
) Apenas infeta células proliferativas
genética: 9-12 kb . )
o . Dificil de produzir
Baixa imunogenicidade

Pouco caracterizado

Sem capacidade de direcionamento

Virus Expressao prolongada celular
adeno- Infeta varios tipos de células Potencial para mutagénese
associados Baixa imunogenicidade insercional
Producao dificil

Tamanho de insercao limitado

Infeta células proliferativas e nao-

proliferativas Dificuldade na producao e
. Infeta células estaminais armazenamento
Lentivirus . L. . B
hematopoiéticas Tamanho limitado de inserc¢ao
Proporciona uma expressao Experiéncia clinica ainda limitada
prolongada do transgene
) Citotoxico
Virus . . - e
H Grande capacidade de insercao Sem especificidade de
erpes ) ..
. Tropismo neuronal direcionamento celular
Simplex

Expressao transitoria

Devido a sua elevada capacidade de invasao celular, os vetores virais apresentam, em
geral, maior eficicia na transfecao génica. Contudo, a sua aplicacao clinica levanta
preocupacoes significativas, uma vez que estes vetores podem desencadear respostas
imunogénicas indesejadas e provocar eventos de mutagénese resultantes da insercao do

transgene no genoma do hospedeiro [37,40]. Além disso, apresentam limitacoes como a
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reduzida capacidade de transporte de material genético, dificuldade na entrega de genes
de grandes dimensodes, complexidade nos processos de producado e a impossibilidade de
serem administrados repetidamente no mesmo paciente. Face a estas limitagoes, os
vetores nao virais tém emergido como uma abordagem promissora no campo da terapia

génica, atraindo um interesse crescente por parte da comunidade cientifica [37].

1.3.3.2. Vetores nao virais

Os vetores nao virais reinem um conjunto de vantagens face aos vetores virais,
nomeadamente baixa imunogenicidade, elevada biocompatibilidade, seguranca,
estabilidade e flexibilidade na modulacao quimica [37,40]. Adicionalmente, constituem
alternativas mais facilmente escalaveis para producdo industrial, com processos de
fabrico de menor complexidade. Ao contrario dos vetores virais, os vetores nao virais nao
apresentam limitagoes significativas relativamente ao tamanho da sequéncia genética a
ser introduzida. A entrega do material genético através destes sistemas pode ser realizada

recorrendo a métodos fisicos ou quimicos [39,40].

Os métodos fisicos baseiam-se na aplicacdo controlada de estimulos externos que
induzem alteragGes transitérias nas membranas celulares, como microlesées ou
perturbacoes estruturais, facilitando a entrada do material genético (DNA naked) por
difusao [41]. Estas técnicas incluem a injecao direta de DNA, biobalistica, eletroporacao,

sonoporacao e hidroporacao [38,42].

Por sua vez, os métodos quimicos utilizam compostos sintéticos ou naturais que
interagem com os 4cidos nucleicos, formando complexos capazes de proteger, compactar
e transportar o material genético até ao interior celular. Esta interacdo ocorre
principalmente através de ligacOes eletrostaticas entre os grupos carregados
negativamente do DNA ou RNA e as cargas positivas dos vetores [38]. Ap6s a formacao
destes complexos, a sua internalizacdo nas células alvo ocorre por processos como
endocitose, macropinocitose ou fagocitose, originando vesiculas intracelulares. Uma
pequena fracao do material genético é libertada dessas vesiculas intracelulares para o
citoplasma e subsequentemente transportada para o ntcleo, onde ocorre a expressao do

transgene [38,41].

Os principais tipos de vetores quimicos nao virais sao baseados em lipidos catidénicos ou

em polimeros cationicos. Os lipidos cationicos destacam-se pela sua biodegradabilidade,
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baixa citotoxicidade, diversidade estrutural e facilidade de producdo. Apesar de
apresentarem baixa imunogenicidade e reduzida toxicidade, estes vetores continuam a
apresentar limitagoes associadas a sua reduzida eficiéncia de transfecao, o que

representa um dos principais entraves a sua aplicacgao clinica [38,40].

Entre os diversos sistemas nao virais disponiveis, o DNA plasmidico (pDNA) destaca-se
como um dos vetores mais amplamente estudados e utilizados em contextos de terapia
génica e vacinacdo de DNA. Trata-se de uma molécula que combina simplicidade
estrutural, facilidade de manipulagdo genética e baixo custo de producao, apresentando
ainda a capacidade de promover expressao transiente e controlada do gene de interesse,

sem risco de integracdo no genoma do hospedeiro [43].

1.4. DNA plasmidico

As vacinas de DNA e a terapia génica tém impulsionado o interesse crescente no uso de
pDNA como ferramenta terapéutica. Os plasmideos s3o pequenas moléculas circulares
de DNA de cadeia dupla e capacidade autorreplicativa, que se destacam como vetores
promissores devido a sua seguranca, facilidade de manipulacdo e producao em larga
escala, comparativamente aos vetores virais utilizados tradicionalmente [43,44]. Estes
elementos genéticos podem conter genes que conferem vantagens a sobrevivéncia
celular, como genes de resisténcia a antibioticos ou responséaveis pela sintese de

proteinas especificas [43].

Para além da quantidade produzida, a conformacao estrutural do pDNA é crucial para a
eficicia terapéutica. O pDNA pode assumir diferentes formas estruturais, incluindo a
isoforma circular aberta (oc), caracterizada por uma estrutura circular, a isoforma linear
(In), resultado do corte da molécula dupla com extremidades livres, e, principalmente, a
isoforma superenrolada (sc), a conformacao mais desejavel para aplicacoes terapéuticas
por nao apresentar qualquer dano/corte na cadeia de DNA. Esta forma compacta
assegura maior estabilidade, protecao contra degradacao e capacidade aprimorada para
induzir respostas imunitarias, sendo essencial em estratégias como vacinagao por DNA

e introducao de genes terapéuticos em células-alvo [43,45].

Contudo, o pDNA sc é sensivel a condicoes fisicas e quimicas que podem induzir a sua
conversao em formas menos estaveis, como a oc ou In, comprometendo o rendimento e

a eficacia dos processos de purificacdo e, consequentemente, o sucesso clinico das
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terapias. Desta forma, o desenvolvimento de vacinas de DNA e terapias génicas depende

nao apenas da producdo em larga escala do pDNA, mas também do rigoroso controlo da

sua conformacao e pureza, assegurando a preservacao da isoforma sc ao longo de todo o

processo produtivo [43].

1.4.1. Producao de DNA plasmidico

A producao de pDNA inicia-se com a construcao e selecao de vetores de expressao mais

adequados, assim como as células hospedeiras mais adequadas (neste caso as estirpes

microbianas produtoras), seguida da otimizacdo das condi¢bes de fermentacdo

(processos upstream), o crescimento celular e, por fim, as etapas de isolamento e

purificagdo (processos downstream), de forma a garantir elevados rendimentos e a

estabilidade da molécula (Figura 4). Além de assegurar o rendimento e a qualidade do

PDNA, estas decisoOes iniciais devem também considerar os requisitos de seguranca e

eficicia exigidos para vetores terapéuticos, bem como a viabilidade de producao em

grande escala [44].

Processo Upstream

Fermentacao

Processo Downstream

Construcao l:/ _ﬁ
do vetor \__ /
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Figura 4. Etapas principais no processo de producdo de pDNA (Adaptado de [44]).

Os plasmideos sao produzidos através da replicacao autébnoma em E. coli, uma bactéria

amplamente utilizada na industria biotecnolégica devido ao seu histérico de seguranca

na producao de proteinas recombinantes, produtividade e baixo custo de producao
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[45,46]. Apods a biossintese, a recuperacao do pDNA envolve um conjunto de etapas que
se inicia com a lise celular, sendo a lise alcalina o método preferencial a nivel industrial
pela sua eficacia e conformidade com as exigéncias regulamentares [45,47]. Esta técnica
gera um lisado complexo, no qual o pDNA representa apenas uma pequena fracao (cerca
de 3%), enquanto a restante amostra é maioritariamente constituida por outras
biomoléculas consideradas impurezas, tais como RNA, DNA genomico (gDNA),
endotoxinas, proteinas e isoformas estruturais indesejadas, como o pDNA oc. Assim,
dada a complexidade desta amostra, é fundamental aplicar estratégias de purificacao

eficazes que permitam obter o sc pPDNA com uma elevada pureza [46].

1.4.2. Purificacao de DNA plasmidico

A producao de pDNA para fins terapéuticos requer processos de purificacao altamente
eficientes, capazes de garantir elevados padroes de pureza, rendimento e integridade
estrutural. De acordo com as diretrizes regulatorias, o pDNA terapéutico deve apresentar
uma propor¢ao minima de 90% da isoforma sc, pureza global >97% e niveis residuais de
gDNA, RNA, proteinas e endotoxinas inferiores a 1% [43—46]. A presenca destas
impurezas compromete a seguranca e a eficacia clinica, podendo induzir respostas

imunologicas indesejadas e reduzir a atividade biologica do pDNA [44,46] .

A cromatografia liquida constitui a técnica de eleicdo para purificacdo em larga escala,
pela sua elevada resolucao e seletividade. O processo explora propriedades intrinsecas
do pDNA, como carga, hidrofobicidade, tamanho molecular e acessibilidade as bases
nitrogenadas no caso da isoforma sc, permitindo separa-la das outras biomoléculas
[44,46]. As principais modalidades empregues incluem troca aniénica (AEC), interacao
hidrofébica (HIC), exclusao molecular (SEC) e afinidade (AC), aplicadas isoladamente
ou de forma combinada, para remover impurezas e separar isoformas plasmidicas

indesejadas [45—47].

Paralelamente, a cromatografia liquida desempenha um papel fundamental como
ferramenta analitica, permitindo o controlo rigoroso da qualidade ao longo de todo o

processo produtivo e assegurando a consisténcia do produto final [45].

Apesar da sua eficécia, a purificacdo de pDNA é limitada pela semelhanca fisico-quimica
com as impurezas e pelas restricoes das fases estacionarias convencionais. Na maioria
das vezes é necessaria a aplicacdo de maultiplas etapas cromatograficas para atingir a

qualidade farmaceéutica [43,47].
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1.4.2.1. Cromatografia de afinidade

A AC é uma técnica de separacdo em fase liquida baseada em interacdes altamente
seletivas e reversiveis entre o ligando, imobilizado na fase estacionaria, e a molécula-alvo
presente na amostra. Este ligando, frequentemente um agente de ligacao biologicamente
relacionado, pode interagir com o alvo por diferentes mecanismos/interagcoes, como
pontes de hidrogénio, interac¢des idnicas ou hidrofobicas, permitindo a sua distin¢ao face
a outros componentes com propriedades fisico-quimicas distintas. Exemplos classicos
incluem as interagoes anticorpo—antigénio, enzima—substrato e hormona—recetor, o que
confere a técnica elevada especificidade e capacidade de purificacio mesmo a partir de

misturas complexas [43,48].

O formato mais comum da AC é o modo on/off, no qual o alvo é inicialmente retido e
depois libertado da coluna de forma controlada. Primeiro, aplica-se um tampao que
ajusta o pH e a forca i6nica para criar as condicoes ideais de ligacao entre o ligando e a
molécula-alvo. Nestas condicoes, o alvo fica retido na fase estacionaria, enquanto os
restantes componentes da amostra sao lavados e removidos. De seguida, a eluicao do
alvo é realizada introduzindo um tampao de eluicao, que pode ser aplicado por passos ou
gradiente. A libertacao pode ocorrer por alteracoes nao especificas nas condi¢oes da fase
movel, como pH, forca idnica ou composicdo, ou por um processo de eluicdo biospecifica,
no qual um agente especifico compete pelo mesmo sitio de ligagdo, deslocando a

molécula-alvo [48].

1.4.2.2. Cromatografia de troca i6nica

A AEC é amplamente utilizada na purificacdo de pDNA devido a sua eficicia na separacao
de acidos nucleicos com base na densidade de carga. A técnica explora interacoes
eletrostaticas entre os grupos fosfato do DNA, carregados negativamente, e grupos dos
ligandos da matriz cromatografica, carregados positivamente [43,49]. Durante o
carregamento, utiliza-se uma forca idnica moderada para evitar a ligacdo de impurezas
com menor densidade de carga, como proteinas e RNA de baixo peso molecular, que sao
eliminadas no fluxo de passagem (flow-through). O pDNA e outras moléculas com maior
densidade de carga sao retidos e eluidos gradualmente através do aumento da
concentracdo de sal na fase mével. O RNA tende a eluir antes do pDNA, enquanto o
gDNA, se presente em fragmentos de tamanho semelhante, pode co-eluir, representando

um dos principais desafios desta técnica. A conformagao também influencia a separacao:
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a isoforma sc, mais compacta e com maior densidade de carga, elui apo6s as isoformas
relaxadas, promovendo a separacao e o enriquecimento da conformacao biologicamente

ativa do pDNA [49].

1.4.2.3. Cromatografia de exclusao molecular

A SEC é uma técnica amplamente utilizada para separar moléculas com base no seu
tamanho, ou mais especificamente, no seu raio hidrodinamico. O principio de separacgao
é relativamente simples. Assim que amostra comeca a fluir pela coluna, as moléculas
grandes sao completamente excluidas dos poros da fase estacionaria e, por isso, eluem
mais rapidamente. As moléculas pequenas penetram totalmente nos poros, retardando-
se na eluicdo, e as moléculas de tamanho intermédio sao parcialmente excluidas,
sofrendo um retardamento proporcional ao seu grau de penetracdo nos poros. A
separacao ocorre exclusivamente pelo tamanho, sem interacoes fisico-quimicas
adicionais. Esta técnica opera sob condi¢oes suaves da fase movel, preservando a
conformacgdo nativa das biomoléculas, e apresenta boa precisao quantitativa. A fase
estacionaria consiste em particulas porosas de tamanho controlado, frequentemente
modificadas com silanos hidrofilicos, grupos diol ou cadeias de polietilenoglicol (PEG)

para evitar interac¢des secundarias [50].

1.4.2.4. Cromatografia de interacao hidrofébica

A HIC é uma técnica de bioseparaciao que explora diferencas de hidrofobicidade entre
biomoléculas, permitindo a sua separagdo seletiva a partir de lisados bacterianos. O
principio baseia-se na for¢a de interacao diferencial das varias espécies hidrofobicas
presentes na amostra pela fase estacionaria funcionalizada com ligandos hidrofébicos. A
retencao € modulada pela presenca de sais neutros em elevadas concentracées, como o

sulfato de amonio (SA), que induzem o efeito conhecido como “salting-out” [43].

Em solucdo aquosa, as biomoléculas como proteinas e 4cidos nucleicos encontram-se
rodeados por uma camada de hidratacao que garante a sua solubilidade. A adicao de sais
neutros faz com que os ides do sal tenham maior afinidade pelas moléculas de agua do
que as proprias macromoléculas, reduzindo a sua solvatacao. Isto resulta na exposicao

das regioes hidrofobicas das macromoléculas, favorecendo a sua interacao com a resina.
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Este efeito, maximizado em concentragoes salinas elevadas, promove a adsorcao estavel

a fase estacionéria, sustentada sobretudo por forcas de van der Waals [51,52].

A eluicao ocorre mediante a diminuicao gradual da forca ionica, que restabelece a
camada de hidratacio e enfraquece as interacoes hidrofobicas, libertando
progressivamente as moléculas adsorvidas. Assim, em HIC, altas concentragoes de sal
favorecem a retencdo, enquanto concentragoes mais baixas permitem a eluicdo, de

acordo com a hidrofobicidade relativa de cada biomolécula [52].

A escolha do sal e da sua concentracao é determinante para a eficiéncia da separacao.
I0es fortemente hidratados (anti-caotropicos) potenciam o efeito de salting-out e
estabilizam as macromoléculas, enquanto id0es fracamente hidratados (caotrépicos)
podem ter o efeito oposto. O SA, em concentracoes entre 1 e 2,4 M, é o mais utilizado,
dada a sua elevada capacidade de promover salting-out, alta solubilidade, estabilidade e

baixo custo [51].

O processo cromatografico desenvolve-se em quatro etapas principais: equilibrio da
coluna com tampao salino, aplicacio da amostra e lavagem para remocao de
componentes fracamente ligados, eluicdo sequencial das biomoléculas através da
diminuicao da forca iénica, e regeneracdo da resina para libertar espécies fortemente

retidas [43]. A ordem de eluicao reflete a hidrofobicidade relativa de cada constituinte

[53].

No contexto da purificagdo de plasmideos, a HIC permite distinguir o pDNA de
impurezas, como RNA, gDNA desnaturado e endotoxinas. O RNA apresenta caracter
altamente hidrofébico devido a exposi¢ao das bases nucleotidicas, enquanto o pDNA
apresenta baixa hidrofobicidade, uma vez que a maioria das bases esta protegida no
interior da dupla hélice. Consequentemente, em HIC, altas concentracdes de sal
permitem que o pDNA permaneca no flow-through, enquanto as impurezas se ligam a

resina e sao eluidas posteriormente mediante a reducao da forca i6nica [53,54].

Em estudos recentes, a HIC demonstrou elevada eficacia e reprodutibilidade em
diferentes escalas. Por exemplo, a purificacio de um plasmideo vacinal contra a raiva
evidenciou que a técnica pode ser ampliada em mais de 60 vezes sem comprometer a
pureza ou o rendimento, atingindo valores proximos de 100% de sc pDNA e recuperacoes
de 95%, com niveis de contaminantes abaixo dos limites regulamentares [54]. De forma
semelhante, outros estudos mostraram que a utilizacao de uma tinica etapa de HIC, com

concentracoes otimizadas de SA, é suficiente para obter preparacoes com mais de 98%
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de sc pDNA, isentas de impurezas detetaveis e com rendimentos superiores a 70%,

mantendo a eficiéncia biologica comprovada em ensaios de transfe¢io [55].

Apesar da sua eficacia, a HIC apresenta limitacoes, sobretudo pelo uso de elevadas
concentracoes de SA, que acarreta custos e desafios ambientais relacionados com o seu
descarte. Embora alternativas estejam a ser investigadas, nenhuma demonstrou ainda a
mesma eficiéncia na remocao seletiva de impurezas. Nao obstante, a técnica continua a
ser amplamente utilizada, pois combina elevada capacidade de separacdo com
preservacao da integridade estrutural das biomoléculas, mantendo a sua atividade

biologica apds a remocao do sal [53,56].

A purificagdo de pDNA constitui uma etapa essencial para a obtencio destes vetores com
elevada qualidade, destinados a aplicacOes terapéuticas e vacinais. Contudo, a presenca
de elementos bacterianos, como genes de resisténcia a antibi6ticos, pode comprometer
tanto a seguranca como a eficiéncia da expressao génica em sistemas eucarioticos. Neste
contexto, o DNA minicircular (mcDNA) surge como uma alternativa inovadora, derivada
do pDNA, mas desprovida de sequéncias procaridticas. Esta caracteristica potencia o seu
desempenho como vetor, ao proporcionar maior seguranca, expressao prolongada e
eficiéncia transgénica, consolidando o seu papel promissor em terapia génica e no

desenvolvimento de vacinas de DNA [49,55].

1.5. DNA minicircular

O pDNA é composto por duas regioes principais: a unidade de transcri¢ao, que contém
o transgene de interesse, e a sequéncia bacteriana (backbone), essencial apenas para a
clonagem, sele¢ao e amplificacao do vetor de DNA em estirpes bacterianas. No entanto,
para aplicacdoes clinicas, estas sequéncias bacterianas sdo desnecessarias e
potencialmente problematicas. A presenca de genes de resisténcia a antibidticos, por
exemplo, pode facilitar a sua dissemina¢do na microbiota humana, enquanto elementos
como motivos CpG nao metilados podem desencadear respostas imunitarias indesejadas
ou conduzir a silenciacdo da expressao do transgene [57,58]. Assim, um dos principais
objetivos no desenvolvimento de vetores nao virais é eliminar essas regioes, produzindo

pDNA sc livre de sequéncias bacterianas [57].

Neste contexto, o mcDNA surgiu como uma alternativa promissora. Trata-se de uma

forma superenrolada de DNA nao-viral, obtida a partir de um plasmideo parental (PP),
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cuja producdo envolve um processo de recombinacdo genética que separa de forma
especifica as regides bacterianas dispensaveis das sequéncias eucarioticas [59]. O
mcDNA retém apenas os elementos essenciais a expressao em células eucarioticas, como
o transgene terapéutico, o promotor e a cauda poli-A [49,60]. A auséncia de elementos
como o gene de resisténcia a antibio6ticos e a origem de replicacao bacteriana resulta no
mcDNA, mais pequeno, com maior estabilidade, reduzida imunogenicidade e melhor

eficiéncia de transfecao [49,58].

1.5.1. Producao de DNA minicircular

A produgido de mcDNA é realizada em estirpes de E. coli geneticamente modificadas,
como a ZYCY10P3S2T, amplamente utilizadas devido ao seu rapido crescimento, elevada
densidade celular e eficiéncia metabolica [59,60] . Estas estirpes integram sistemas de
expressao regulados por L-arabinose, que permitem ativar, de forma controlada, a

magquinaria enzimatica responsavel pela conversao do PP em mcDNA [58].

O PP contém a sequéncia terapéutica flanqueada por regides de reconhecimento
especificas (attB e attP). Mediante inducdo com L-arabinose, ocorre a expressao
coordenada de duas enzimas-chave: a integrase PhiC31 e a endonuclease I-Scel. A
integrase atua sobre os sitios attB e attP, promovendo a recombinacdo da molécula
original em duas estruturas distintas: o mcDNA, contendo apenas a unidade de
expressao eucariotica, e o miniplasmideo (mP), que retém as sequéncias bacterianas
dispensaveis [57,58,61]. Simultaneamente, a endonuclease I-Scel reconhece e corta

sitios especificos (Scel) no PP e mP, favorecendo a sua degradacao [58,60] (Figura 5).
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Figura 5. Representacao esquematica da producao do vetor de DNA minicircular (mcDNA) a
partir do plasmideo parental (PP) (Adaptado de [60]).

No entanto, este processo de recombinacao in vivo nao é totalmente eficiente, o que pode
resultar na presenca de residuos de PP e mP na amostra final. Ap6s a etapa de
amplificacdo, a fase de induc¢ao torna-se um parametro critico do processo produtivo. A
eficiéncia da conversao depende da concentragao de L-arabinose e do momento da sua
adicao, sendo que a inducado no final da fase exponencial de crescimento celular tem

demonstrado melhores rendimentos de mcDNA [59].

Contudo, a coexisténcia de multiplas formas de DNA ap6s a recombinacio,
nomeadamente mcDNA, PP e mP, exige etapas subsequentes de purificacao rigorosa

para garantir a qualidade e seguranca do produto final [59].

1.5.2. Purificacao de DNA minicircular

As primeiras metodologias desenvolvidas para a purificacio de mcDNA baseavam-se na
restricao in vitro para linearizacdo do mP, seguida de centrifugacdo em gradiente de
cloreto de césio ou eletroforese em gel de agarose. Embora eficazes a escala laboratorial,
estas abordagens nao sao adequadas para producao em larga escala nem para obtencao
de produtos com grau clinico, uma vez que nao cumprem os requisitos estabelecidos por

entidades reguladoras [62]. Para ultrapassar estas limitacoes, varias estratégias tém sido
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propostas para purificacdo de sc mcDNA, incluindo protocolos baseados em insercao de
sequéncias especificas no PP, explorando cromatografia de afinidade, e digestao
enzimatica seguida de HIC. Embora eficazes, estas abordagens exigem PP modificados
e, muitas vezes, nao apresentam seletividade suficiente para isolar exclusivamente a

isoforma sc, além de apresentarem limitacGes econdmicas para a escala industrial [61].

Em 2019, foi explorada a cadaverina como novo ligando cromatografico para purificacao
de mcDNA, obtendo-se bons resultados de rendimento e pureza, mas com baixa
quantidade recuperada, exigindo repeticbes do processo [59,61]. Posteriormente, a
cromatografia de exclusao molecular foi aplicada, alcancando uma maior massa
recuperada, com aplicabilidade universal para diferentes pares PP—mcDNA, apesar de
corridas longas [59,61]. No geral, as metodologias tém evoluido, mas ainda é necessario
desenvolver estratégias mais especificas, seletivas, robustas e de baixo custo para

recuperacao eficiente de mcDNA puro a partir de amostras complexas [49].

A aplicacao de uma estratégia eficaz de purificacao de mcDNA depende da composicao
da mistura de acidos nucleicos obtida ap6s a lise celular no final do crescimento
bacteriano. Ao contrario da producao convencional de pDNA, que gera essencialmente
duas isoformas topoldgicas principais (sc e oc), a producao de mcDNA origina também
o mP e residuos do PP nao recombinado, cada um com os seus respetivos topoisémeros.
Estas espécies apresentam propriedades fisico-quimicas e tamanhos muito semelhantes,

o que dificulta consideravelmente a sua separacao [62].

Enquanto a purificagdo de vetores plasmidicos convencionais pode recorrer a técnicas
cromatograficas indiferentes a estratégia de producdo, no caso do mcDNA essas
abordagens revelam-se muitas vezes insuficientes, pois o PP e o mP tendem a coeluir
com o mcDNA. Assim, torna-se necessaria a implementacao de etapas adicionais, quer
durante a producdo, quer no processo cromatografico, para garantir a obtencao de
mcDNA com elevada pureza. Produtos de DNA destinados a aplicacdes terapéuticas
devem ainda cumprir especificacoes rigorosas quanto ao contetdo residual de
endotoxinas, proteinas da célula hospedeira e gDNA, bem como quanto a integridade,

identidade e sequéncia da molécula [61,62].
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Capitulo 2 — Objetivos

O cancro do colo do tatero constitui um problema significativo de satde publica a nivel
mundial, sendo fortemente associado a infecao persistente por genotipos de alto risco do
HPV, como o HPV-16 e HPV-18. Apesar da existéncia de vacinas profilaticas eficazes,
estas nao apresentam efeito terapéutico em infecoes ja estabelecidas, nem eliminam
lesGes pré-cancerosas ou carcinomas. Neste contexto, as vacinas de DNA surgem como
uma estratégia promissora, uma vez que permitem induzir respostas imunitarias
humorais e celulares direcionadas contra proteinas virais oncogénicas, como E6 e E7,

oferecendo potencial terapéutico.

O principal objetivo deste trabalho é desenvolver estratégias para a obtencdo de uma
vacina de DNA pura, baseada no gendtipo de alto risco HPV-16 que codifica para as
oncoproteinas E6 e E7 (multigénica), utilizando colunas cromatograficas de interacao
hidrofobica com ligandos de hexil e butil, garantindo um elevado grau de pureza e

recuperacao, em conformidade com as recomendacoes das entidades reguladoras.
Assim, o presente trabalho pode ser dividido nos seguintes objetivos:

e Producdo das vacinas de pDNA e mcDNA: obtencdo dos vetores através do
sistema recombinante E. coli ZYCY10P3S2T, seguida de extracao alcalina.

e Otimizacdo da purificacio de pDNA: aplicacio de colunas de interacdo
hidrofébica para captura e polimento, avaliando e ajustando as condicoes de
ligacdo e eluicdo para maximizar pureza e recuperacdo do sc pDNA HPV-16
E7/E6.

e Purificacdo de uma vacina de mcDNA, utilizando as condi¢des cromatograficas
otimizadas na purificacdo do pDNA, avaliando a qualidade do produto final e a

eficiéncia do processo.
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Capitulo 3 - Materiais e Métodos

3.1. Producao de pDNA e mcDNA

3.1.1. Condicoes de crescimento bacteriano e producao de

pDNA
O pDNA foi amplificado através da fermentacdo da estirpe E. coli ZYCY10P3S2T

transformada com o plasmideo HPV-16 E7/E6 (previamente clonado pelo nosso grupo
de investigacdo). O procedimento inicia-se com a inoculagio da estirpe em placas de
Luria-Bertani (LB) agar suplementadas com canamicina (50ug/mL) (Thermo Fisher
Scientific, EUA) e, ap0s crescimento em meio sélido, as col6nias foram inoculadas numa
pré-fermentacdo (v=62,5mL) em meio Terrific Broth (TB), composto por 20g/L de
triptona, 24g/L de extrato de levedura, 4mL/L de glicerol, 0,017M de KH,PO, e 0,072M
de K.HPO,, a um pH de 7,0, também suplementado com canamicina (50ug/mL). O
crescimento bacteriano realizou-se num orbital refrigerado (Agitorb 200 IC; Aralab) a
uma temperatura de 42°C com agitacdo a 250rpm até atingir uma densidade otica a

600onm (DOgoonm) de aproximadamente 2,6.

Com base nesta densidade, foi calculado o volume de pré-fermentacdo que seria
necessario transferir para o meio de fermentacao (v=250mL) de forma a iniciar com uma
DO¢oonm de 0,2. A fermentacao foi conduzida utilizando uma proporcao de 4 de volume
de meio para 34 de volume de oxigénio, em meio TB suplementado com canamicina
(50ug/mL), mantendo as condicées de temperatura e agitagdo (42°C e 250rpm). O
crescimento bacteriano foi monitorizado e interrompido no final da fase exponencial,

quando a DOsoonm atingiu cerca de 5.

No final do processo, as bactérias foram recolhidas por centrifugacdo (10min, 4°C,

3900rpm) e armazenadas a -20°C para posterior extragao.

3.1.2. Producao de mcDNA

Para a sintese de mcDNA, inicialmente realizou-se a fermentacao de forma semelhante
a do pDNA. Apoés a fermentacao atingir uma DOgoonm €ntre 5 e 6, as células bacterianas
foram recolhidas por ciclos de centrifugacdo de 20min a 2000rpm a temperatura
ambiente. O pellet bacteriano foi entao ressuspendido em meio LB Broth contendo
0,01% (m/v) de L-arabinose estéril como indutor e 0,04M de NaOH, com pH ajustado

para 7, formando a mistura de inducdo. Esta suspensdao foi transferida para um
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erlenmeyer de 1L. num volume de 250mL de mistura, e a inducao da producao de mcDNA

decorre durante 1h a 30°C sob agitacio constante de 250rpm.

Apoés o periodo de inducdo, as células foram recolhidas por centrifugacao a 3900rpm
durante 10min a 4°C. O sobrenadante é descartado, e os pellets bacterianos sao

armazenados a -20°C para posterior extracao do mcDNA.

3.2. Lise alcalina modificada

A extragdo de pDNA e mcDNA foi realizada pelo método de lise alcalina modificada. Apo6s
o descongelamento dos pellets bacterianos, adicionaram-se 10mL da solucdo A, de
ressuspensao (5omM de glucose; 25mM de Tris-HCl; 1omM de EDTA, pH 8,0) e o
conteudo foi homogeneizado no vortex. Seguidamente, transferiu-se para um tubo de
centrifuga, onde foram adicionados 10mL da solucao B, de lise (200mM de NaOH; 1%
SDS (m/v)), homogeneizando cuidadosamente e incubando por s5min a temperatura

ambiente.

De seguida, adicionaram-se 1omL da solucao C, de neutralizacdo (3M de acetato de
potéassio, pH 5,0), homogeneizando e incubando durante 20min no gelo. Posteriormente,
a amostra foi centrifugada por 30min a 20.000g e 4°C, tendo-se repetido esta

centrifugacdo mais uma vez. Os pellets resultantes foram descartados.

Para precipitar os &cidos nucleicos e realizar uma concentracdio da amostra,
adicionaram-se 0,7 volumes de isopropanol ao sobrenadante, misturando suavemente e
incubando por 3o0min no gelo. Depois, realizou-se uma centrifugacao a 16.000g durante
3omin a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 1mL de Tris-
EDTA 1omM, pH 7,0.

Para clarificar a amostra de lisado, adicionou-se SA até atingir uma concentracao final
de 2,5M, agitando-se suavemente em circulos até a sua dissolucao total e incubando por
15min no gelo para precipitacdo de proteinas e RNA. Finalmente, a amostra foi
centrifugada a 16.000g durante 20min a 4°C, recuperando-se o sobrenadante, que foi

armazenado em microtubos a -80°C para posterior utilizacao.
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3.3. Purificacio de pDNA e mcDNA através de

cromatografia de interacao hidrofébica

Os estudos cromatograficos foram realizados no sistema AKTA Purifier (GE Healthcare
Biosciences, Uppsala, Suécia), operado com o software UNICORN versao 5.11, que
consiste numa unidade compacta de separacao acoplada a um computador para controlo

e monitorizacao do processo.

Os tampoes utilizados para os ensaios cromatograficos foram preparados com agua
desionizada de grau ultrapura, purificada com o sistema Milli-Q da Millipore (Billerica,
MA, EUA), filtrados com membranas cujo tamanho de poro era de 0,2um (Schleicher

Schuell, Dassel, Alemanha) e desgaseificados no ultra-som.

Foram utilizadas trés colunas de HIC: Hexyl-650C (volume de coluna de 1mL), Butyl-
650M (volume de coluna de 1mL) e Butyl-650S (volume de coluna de 5mL) oferecidas
pela empresa Tosoh Bioscience GmbH, Alemanha. A coluna Hexyl-650C apresenta um
tamanho de particula de 100um, a Butyl-650M de 65um e a Butyl-650S de 35um, sendo

que todas tém um diametro de poro de 100 nm.

A caracterizacdo do comportamento cromatografico de cada coluna com amostras de
lisado foi realizada aplicando gradientes decrescentes de SA (3 a 0M). As colunas Hexyl-
650C e Butyl-650M foram equilibradas a um caudal de 2mL/min, enquanto a coluna

Butyl-650S a 1mL/min.

Apo6s o equilibrio, as amostras foram injetadas usando um loop de 100uL, 200uL ou
500uL, consoante o ensaio e a coluna utilizada. A ligacao das biomoléculas as colunas foi
avaliada, seguida pela aplicacdo de diferentes gradientes para promover a eluicao das
espécies retidas. As fracoes correspondentes a cada pico foram recolhidas, concentradas,
dessalinizadas e analisadas por gel de agarose. Todos os ensaios foram realizados a
temperatura ambiente, com monitoriza¢ao continua da absorvancia a 26onm. As fracoes
recuperadas foram concentradas e dessalinizadas utilizando concentradores centrifugais
Vivaspin® 6 (Vivaproducts, Littleton, MA, EUA) a 1200g, 4°C. Apds os ensaios
cromatograficos, as colunas e o sistema AKTA Purifier foram limpos com 4gua Milli-Q.
Para o armazenamento, passaram-se 3 volumes de coluna (CV) de etanol a 20% através

das colunas, que foram posteriormente mantidas a 4°C até a sua utilizacao.

A regeneracao das colunas cromatograficas foi realizada com 3CV de NaOH o0,5M,
seguida de uma incubacdo a temperatura ambiente durante aproximadamente 15min.

Posteriormente, as colunas foram lavadas com 3CV de agua Milli-Q. Este procedimento
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era realizado, em média, ap6s cada 5 ciclos de utilizacao, previamente a realizacao dos
ensaios, sendo fundamental para remover residuos acumulados, evitar perda de

capacidade de ligacao e assegurar a consisténcia do desempenho cromatografico.

3.4. Quantificacao de DNA

A quantificacdo do DNA presente no lisado clarificado e nas fracoes purificadas foi
realizada utilizando a coluna analitica CIMac™ acoplada ao sistema AKTA Purifier. Foi
utilizada uma curva de calibracao construida com padrées de DNA HPV-16 E7/E6
previamente purificados, com concentracoes entre 1 e 50ug/mL, da qual resultou a
seguinte equacao da reta: y = 1,2352x + 3,8774, em que y representa a area do pico

(mAU) e x concentracao (ug/mL) (Figura 6).
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Figura 6. Curva de calibracao com padroes de DNA (1 - 50 pug/mL). Cada ponto representa a
média dos duplicados para cada padrao, incluindo os respetivos desvios padrao.

Para os ensaios analiticos, a coluna foi equilibrada com 300mM NaCl em 100mM Tris-
HCI (pH 8,0), e 50uL de amostra foram injetados a um caudal de 0,5mL/min. A eluicao
foi realizada por gradientes sucessivos de NaCl: 30omM, 430mM, 50o0mM, 730mM e
100o0mM, em 100mM Tris-HCl (pH 8,0), permitindo avaliar o perfil de eluicao das

diferentes espécies presentes no lisado e nas amostras purificadas.

A percentagem de recuperacao de DNA foi determinada de acordo com a equacao (1). O

grau de pureza é obtido através das areas dos picos, conforme a equacao (2).
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3.5. Eletroforese em gel de agarose

O gel de agarose a 0,8% foi preparado dissolvendo 0,8g de agarose em 100mL de tampao
TAE 1x (40mM Tris, 20mM acido acético e tmM EDTA, pH 8,0), com adicao de 1,2uL
de corante Greensafe para visualizacdo do DNA com luz Ultra Violeta (UV). Para analise,
foram carregados 20ul. de cada fracdo cromatografica, previamente diluidos na
proporcao de 1:2 e misturados com 2ul. de loading buffer, composto por azul de

bromofenol, glicerol a 50% e agua Milli-Q.

A eletroforese foi realizada a 120V durante 40min, utilizando tampao TAE 1x. Apés a
corrida, o gel foi visualizado sob luz UV num leitor FireReader (Uvitec Cambridge, Reino

Unido).
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Capitulo 4 — Resultados e discussao

O cancro do colo do utero, causado pela infecdo persistente por HPV, continua a
apresentar elevada prevaléncia e mortalidade entre mulheres em todo o mundo. Este
facto impulsiona a necessidade de desenvolver novas abordagens terapéuticas baseadas
em DNA. As vacinas de DNA tém potencial para induzir respostas imunitarias humorais
e celulares contra as oncoproteinas virais E6 e E7, responsaveis pela transformacao

maligna das células infetadas.

O pDNA tem sido o vetor nao viral mais utilizado, devido a sua seguranca, baixo custo e
facilidade de producao. Contudo, apresenta limitacées que podem ser superadas pelo
mcDNA, considerado um vetor de “nova geracdo” por reunir vantagens adicionais.
Apesar do seu potencial, a purificacdo de mcDNA ainda exige otimizacao, sendo a pureza
final determinante para aplicacdo clinica. Neste trabalho, procurou-se melhorar o
rendimento e a pureza do mcDNA, aplicando a HIC para a sua purificacdo. Foram
exploradas trés colunas, avaliando primeiro o seu desempenho na separacio do pDNA
das impurezas. O método otimizado com pDNA foi depois aplicado ao mcDNA, de forma
a validar a sua eficacia na obtencdo desta biomolécula com qualidade adequada para

aplicacoes terapéuticas.

4.1. Biossintese e extracao do pDNA e mcDNA

Os passos iniciais da tecnologia de DNA recombinante influenciam o rendimento do
vetor, sendo crucial a escolha do hospedeiro. As condi¢cées do meio de crescimento
também afetam a estabilidade do plasmideo e a fisiologia celular. Assim, neste trabalho
foi utilizada a estirpe E. coli ZYCY10P3S2T transformada com o plasmideo HPV-16
E7/E6 cultivada em meio TB, a 42°C, durante cerca de 7h, visando atingir elevada
densidade celular (DOsoonm > 5). A curva de crescimento da E.coli esta representada na

Figura 7.
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Figura 7. Curva de crescimento da E. coli transformada com o plasmideo parental.

A curva de crescimento bacteriano caracteriza-se por trés fases distintas: fase lag,
correspondente ao periodo de adaptacdo das células ao meio, fase log, marcada pelo
crescimento exponencial, e fase estacionaria, resultante da limitacao de nutrientes e
acumulacdo de metabolitos [63]. Nesta estirpe de E. coli geneticamente modificada, a
fase estacionaria é atingida a uma DOesoonm de aproximadamente 5, valor inferior ao
observado em outras estirpes bacterianas, como a E. coli DH5a, conhecidas por
atingirem densidades celulares mais elevadas [64]. No inicio desta tltima fase, a
producdo de PP é interrompida, as bactérias sdo recolhidas por centrifugacio e
armazenadas para posterior lise celular. Para obter o mcDNA, ao invés de armazenar as
células, procede-se a sua ressuspensao no meio de inducao, que decorre durante mais 1th
sob as condi¢oes adequadas para promover a recombinacao intramolecular do PP em
mcDNA e mP.

A recuperacao destes produtos visa obter amostras representativas para a purificacao
cromatografica. Para isso, os lisados foram clarificados por precipitacao dos acidos
nucleicos com isopropanol, e de algum RNA e proteinas com SA. Apesar deste pré-
tratamento de clarificacao, as amostras mantiveram contaminac¢ao por RNA (Figura 8),

confirmando a necessidade de purificacao adicional por cromatografia.
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Figura 8. Eletroforese em gel de agarose das amostras de lisados clarificados. A) Amostra de
lisado clarificado de PP; B) Amostra de lisado clarificado de mcDNA.

4.2. Ensaios Cromatograficos
4.2.1. Coluna Hexyl-650C

4.2.1.1. Otimizacao das condicoes de seletividade

Em HIC, os ligandos hidrofébicos mais comuns sao grupos alquilicos ou arilicos com 4 a
10 4tomos de carbono. A extensao da cadeia é normalmente limitada a 10 carbonos para
evitar o autoenovelamento, e a natureza do ligando influencia diretamente o
desempenho do processo. Entre os ligandos mais utilizados estao o butil (4 carbonos), o
octil (8 carbonos) e o fenil, este altimo capaz de estabelecer interacoes 5-mt com residuos
aromaticos na superficie das proteinas. A forca da interacao hidrofoébica aumenta com o
comprimento da cadeia carbonada, seguindo a ordem: fenil > octil > butil [51,52]. A
primeira coluna avaliada neste trabalho foi a Hexyl-650C, composta por 6 dtomos de
carbono, conferindo-lhe uma hidrofobicidade moderada. Neste contexto, o ligando hexil
apresenta menor hidrofobicidade que octil e fenil, mas superior ao butil, situando-se

assim numa posicao intermediaria em termos de forca de interacao.

Para caracterizar o comportamento desta coluna num processo de captura de pDNA,
foram realizados ensaios cromatograficos utilizando uma amostra de lisado clarificado
de PP, com o objetivo de avaliar o perfil de retencdo dos diferentes componentes

presentes. De acordo com a literatura, concentracoes de 1,5 a 2M de SA correspondem a
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condicoes 6timas de separacao em colunas de HIC [51,54,65]. Tendo em consideracao
este ponto de referéncia, numa fase inicial foi avaliada a capacidade de ligacao e eluicao
da coluna, equilibrando-a com 2M de SA em tampao Tris-EDTA (50mM Tris, 1tomM
EDTA), pH 8,5, a um caudal de 2,o0mL/min. Apos a injecdo de 100uL de amostra de
lisado clarificado de PP, verificou-se que algumas espécies nao ligaram a fase
estacionaria, tendo eluido no flow-through durante a etapa de lavagem com a solucao de
equilibrio. Em seguida, foi aplicado um gradiente de eluicao linear decrescente de 2M a
OM de SA durante 20min, permitindo avaliar o perfil de eluicdo das amostras e
identificar as faixas de concentragao nas quais ocorreria a separagao mais eficiente dos

diversos constituintes (Figura 9).
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Figura 9. A) Cromatograma obtido apds inje¢do de 100uL de amostra de lisado de PP na coluna
Hexyl-650C equilibrada com 2M de SA, utilizando um gradiente linear de 20min de 2M a oM de
SA em tampao Tris-EDTA, pH 8,5. B) Analise dos picos do cromatograma por eletroforese em gel
de agarose. Linha A: amostra de lisado de PP injetada; Linhas 1 e 2: fraces correspondentes aos
picos 1 e 2 do cromatograma, respetivamente.

Com base nos resultados obtidos, verificou-se que o pPDNA nao apresenta afinidade total
pela coluna na condicao de equilibrio com 2M de SA, uma vez que foi detetado logo no
primeiro pico, antes de iniciar o gradiente de eluicao, sugerindo uma fraca interacao com
os ligandos hidrofébicos. No segundo pico observou-se a co-eluicio de pDNA e RNA,
sendo esta fracdo maioritariamente constituida por RNA, o que se justifica pela sua
maior hidrofobicidade e consequente retencdo na fase estacionaria. Estes dados
demonstram que, a uma concentracao inicial de 2M de SA, uma fracao significativa de

pDNA n3o liga a coluna, enquanto o RNA fica preferencialmente retido e s6 elui com uma
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diminuicao significativa de SA. Estes resultados estao em concordancia com a literatura,
que descreve que o pDNA tende a eluir da coluna sem ser retido, ao passo que as
impurezas, por apresentarem maior hidrofobicidade, demonstram maior afinidade pela

fase estacionéaria [65].

Face a estas observacodes, conclui-se que se torna necessario avaliar concentragoes
salinas iniciais mais elevadas, com o objetivo de reduzir a co-eluicio de RNA,
aumentando a seletividade do processo, e verificar se, nessas condi¢cdes, o pDNA
apresenta retencao efetiva na coluna. Para este efeito, no ensaio subsequente foi utilizada
uma concentracao inicial de 3M de SA. De seguida, aplicou-se um gradiente linear de
2,2M a 1,2M, durante 20min, de forma a avaliar a possibilidade de separar, de modo
mais eficaz, o pDNA que fica retido na coluna do RNA. Finalmente, a concentracao foi
reduzida para oM, promovendo a eluicdo das espécies que permaneceram ligadas a

coluna (Figura 10).
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Figura 10. A) Cromatograma obtido ap6s injecdo de 100uL de lisado de PP na coluna Hexyl-
650C, equilibrada com 3M de SA, seguida de um gradiente linear de 20min de 2,2M a 1,2M de SA
em tampao Tris-EDTA, pH 8,5, e posterior reducdo para oM. B) Anélise dos picos do
cromatograma por eletroforese em gel de agarose. Linha A: amostra de lisado de PP injetada;
Linhas 1 a 5: fracOes correspondentes aos picos 1, 2, 3, 4 € 5 do cromatograma, respetivamente.

Pela analise dos resultados, verificou-se que, a 3M de SA, uma pequena fracao de pDNA
nao se ligou a coluna e foi detetada no flow-through. A 2,2M nao ocorreu eluicao de DNA
ou RNA, sugerindo uma retencao estavel de ambas as espécies. Ja no terceiro pico, em
torno de 1,5M, observou-se a co-eluicao de pDNA e RNA, consequéncia da sua interacao

semelhante com a fase estacionaria, o que compromete a seletividade da separacao.
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Assim, embora o aumento da concentracao inicial de sal tenha favorecido a retencao, a
co-eluicdo entre pDNA e RNA manteve-se significativa, revelando a necessidade de

otimizacao das condi¢bes cromatograficas.

Face a estes resultados, e considerando que a utilizacdo de um gradiente linear nao
permitia separar claramente as espécies no terceiro pico, optou-se por aplicar um
gradiente de eluicdo descontinuo (por passos) decrescente. Foram selecionadas as
concentragoes de 3M, 2M, 1,5M e oM de SA, com o objetivo de avaliar se a introdugao de
patamares definidos permitiria uma separacao mais eficiente das diferentes espécies

presentes na amostra (Figura 11).
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Figura 11. A) Cromatograma obtido ap6s injecao de 100uL de lisado de PP na coluna Hexyl-
650C, equilibrada com 3M de SA, seguida de gradientes por passos a 2M, 1,5M e oM de SA em
tampao Tris-EDTA, pH 8,5. B) Analise dos picos do cromatograma por eletroforese em gel de
agarose. Linha A: amostra de lisado de PP injetada; Linhas 1 a 5: fracGes correspondentes aos
picos 1, 2, 3, 4 e 5 do cromatograma, respetivamente.

Neste ensaio, verificou-se que os passos correspondentes a concentracoes iguais ou
inferiores a 1,5M de SA continuavam a resultar na co-eluicao de RNA e DNA. Com base
nesta observacao, o ensaio subsequente teve como objetivo introduzir um patamar
intermédio a 1,35M de SA, de forma a avaliar se, nessa condicao, seria possivel promover
uma separacao mais eficaz entre as duas espécies. Adicionalmente, a concentracao inicial
de SA foi reduzida de 3 para 2M, uma vez que, em ambas as condicoes, a eluicdo
correspondia exclusivamente a DNA, optando-se assim por agregar esses dois picos num
Unico. Além disso, verificou-se que a 3M de SA, uma fracao consideravel de DNA se liga
a coluna e acaba por co-eluir posteriormente com o RNA. Assim, a reducdo da

concentracao inicial para 2M visa diminuir a quantidade de DNA que se liga a fase
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estacionaria, permitindo que este permaneca no flow-through e, simultaneamente,
potenciando a elui¢do seletiva de parte do DNA que, em condi¢des mais baixas de sal,

tende a co-eluir com o RNA (Figura 12).
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Figura 12. A) Cromatograma obtido apds injecdo de 100uL de lisado de PP na coluna Hexyl-
650C, equilibrada com 2M de SA, seguida de gradientes por passos a 1,35M e oM de SA em
tampao Tris-EDTA, pH 8,5. B) Analise dos picos do cromatograma por eletroforese em gel de
agarose. Linha A: amostra de lisado de PP injetada; Linhas 1 a 3: fracGes correspondentes aos
picos 1, 2 e 3 do cromatograma, respetivamente.

Com estes resultados, verificou-se que a reducao da concentracgdo inicial para 2M levou,
de facto, a eluicdo da maior parte do DNA no primeiro pico, enquanto uma fracdo menor
foi detetada no segundo pico. Contudo, a 1,35M de SA continua a observar-se co-eluicao
de DNA e RNA. Face a esta limitacdo, no ensaio seguinte optou-se por aplicar um
gradiente tnico, reduzindo diretamente a concentracao de SA de 2M para oM. Esta
estratégia teve por base a hipotese de que 2M poderia corresponder a um “ponto 6timo”,
no qual a maior parte do pDNA é eluido, enquanto apenas uma pequena fracdo de RNA
comeca a sair. Assim, a aplicacao de uma unica etapa permitiria concentrar a eluicao das

espécies retidas, simplificando o processo de separacao (Figura 13).
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Figura 13. A) Cromatograma obtido apoés injecao de 100uL de lisado de PP na coluna Hexyl-
650C, equilibrada com 2M de SA, e apos lavagem das espécies nio ligadas, passagem direta para
OM de SA em tampao Tris-EDTA, pH 8,5. B) Anélise dos picos do cromatograma por eletroforese
em gel de agarose. Linha A: amostra de lisado de PP injetada; Linhas 1 e 2: fracOes
correspondentes aos picos 1 e 2 do cromatograma, respetivamente.

Neste ensaio, verificou-se uma separacao eficaz entre DNA e RNA, ainda que uma
pequena fracdo de DNA tenha eluido no segundo pico. A partir deste resultado, os
ensaios subsequentes centraram-se na otimizacao da concentracao inicial de SA, com o
objetivo de confirmar se 2M seria de facto a condicao mais adequada para maximizar
simultaneamente a pureza e a recuperacao do DNA. Para tal, testou-se, numa primeira

etapa, uma concentracao inicial de 1,8 M de SA (Figura 14).
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Figura 14. A) Cromatograma obtido apoés injecao de 100 pL de lisado de PP na coluna Hexyl-
650C, equilibrada com 1,8M de SA, e apds lavagem das espécies nao ligadas, passagem direta
para oM de SA em tampao Tris-EDTA, pH 8,5. B) Andlise dos picos do cromatograma por
eletroforese em gel de agarose. Linha A: amostra de lisado de PP injetada; Linhas 1 e 2: fracoes
correspondentes aos picos 1 e 2 do cromatograma, respetivamente.

Neste ensaio observou-se que, no primeiro pico, eluia uma quantidade superior de RNA
(observando-se um pequeno desdobramento do primeiro pico), em comparac¢ao com a
condicdo a 2M, o que podera comprometer a pureza. Desta forma, no ensaio subsequente
a concentracdo inicial foi aumentada para 2,1M, com o objetivo de avaliar se este ajuste

poderia proporcionar uma separac¢ao mais eficaz entre DNA e RNA (Figura 15).
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Figura 15. A) Cromatograma obtido ap6s injecdo de 100uL de lisado de PP na coluna Hexyl-
650C, equilibrada com 2,1M de SA, e ap6s lavagem das espécies ndo ligadas, passagem direta para
oM de SA em tampao Tris-EDTA, pH 8,5. B) Ané&lise dos picos do cromatograma por eletroforese
em gel de agarose. Linha A: amostra de lisado de PP injetada; Linhas 1 e 2: fragbes
correspondentes aos picos 1 e 2 do cromatograma, respetivamente.
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Apesar de, a 2,1M de SA, o primeiro pico nao apresentar contaminagao aparente por
RNA, este aumento de concentraciao pode comprometer a recuperacao do DNA, uma vez
que se observa um aumento da quantidade de DNA a eluir no segundo pico, diminuindo
a quantidade que estava a sair no primeiro pico. Em consequéncia, no ensaio
subsequente testou-se uma concentracao intermédia de 1,9M de SA, com o objetivo de

equilibrar a pureza e a recuperacao do DNA (Figura 16).
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Figura 16. A) Cromatograma obtido apoés inje¢do de 100uL de lisado de PP na coluna Hexyl-
650C, equilibrada com 1,9M de SA, e ap6s lavagem das espécies ndo ligadas, passagem direta para
OM de SA em tampao Tris-EDTA, pH 8,5. B) Analise dos picos do cromatograma por eletroforese
em gel de agarose. Linha A: amostra de lisado de PP injetada; Linhas 1 e 2: fragoes
correspondentes aos picos 1 e 2 do cromatograma, respetivamente.

Os resultados deste ensaio revelaram um perfil bastante semelhante ao obtido com a
concentracao inicial de 2M de SA, saindo o pDNA maioritariamente no primeiro pico e
uma fragdo minoritaria no segundo pico. Assim, com base nestes perfis cromatograficos,
e respetiva anélise qualitativa nos géis de eletroforese de agarose, procedeu-se a uma
analise quantitativa do pDNA na coluna monolitica CIMac, com o objetivo de avaliar os
valores de pureza e recuperacao obtidos em cada condicao. Para tal, foram considerados
os ensaios realizados com diferentes concentracoes iniciais de SA (1,8M, 1,9M, 2M e
2,1M), de forma a identificar qual destas condi¢Oes se mostraria mais vantajosa em
termos de desempenho cromatografico. Os resultados obtidos encontram-se resumidos

na Tabela 4.
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Tabela 4. Comparacao da pureza e da recuperacdo do pDNA obtidos a diferentes concentragoes
iniciais de SA no passo de equilibrio com a coluna Hexyl-650C.

Concentracao inicial de SA Pureza Recuperacao
1,8M 55,40% 45,79%
1,9M 75% 31,54%
2M 77,97% 48,92%
2,1M 80,44% 34,18%

Com os resultados obtidos, concluiu-se que, em termos de pureza, a concentracao inicial
de 2,1M de SA se revelou a mais favoravel. Contudo, esta condi¢do resultou numa
recuperacao de pDNA consideravelmente reduzida, refletindo o compromisso para a
HIC, em que aumentos da forc¢a salina podem promover uma maior seletividade, mas a

custa do rendimento global.

Desta forma, ao considerar simultaneamente os parametros de pureza e recuperagao,
verificou-se que a concentracao inicial de 2M de SA corresponde a condicdo mais
adequada de separacdo nesta coluna, proporcionando um equilibrio entre ambos os
critérios. Estes resultados estdo em concordancia com estudos prévios, que também
reportaram concentracoes proximas de 2M de SA como condigOes ideais para a

separacao de acidos nucleicos em HIC [55,66].

4.2.1.2. Capacidade de ligacao

Com a condicao de separacao otimizada para 2M de SA e utilizando injecoes de 100uL
de amostra, procedeu-se a avaliacdo da capacidade de ligacdao da coluna Hexyl, com o
objetivo de verificar se a condicdo de separacao se mantinha para volumes superiores de

lisado clarificado. Para tal, foram testadas inje¢Ges de 200uL (Figura 17) e 500uL (Figura
18).
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Figura 17. A) Cromatograma obtido apds injecdo de 200uL de lisado de PP na coluna Hexyl-
650C, equilibrada com 2M de SA, e apds lavagem das espécies nao ligadas, passagem direta para
oM de SA em tampao Tris-EDTA, pH 8,5. B) Analise dos picos do cromatograma por eletroforese
em gel de agarose. Linha A: amostra de lisado de PP injetada; Linhas 1 a 3: fragdes
correspondentes aos picos 1, 2 e 3 do cromatograma, respetivamente.
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Figura 18. A) Cromatograma obtido ap6s inje¢do de 500uL de lisado de PP na coluna Hexyl-
650C, equilibrada com 2M de SA, e apds lavagem das espécies nao ligadas, passagem direta para
OM de SA em tampao Tris-EDTA, pH 8,5. B) Analise dos picos do cromatograma por eletroforese
em gel de agarose. Linha A: amostra de lisado de PP injetada; Linhas 1 e 2: fracGes
correspondentes aos picos 1 e 2 do cromatograma, respetivamente.
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No ensaio com uma injecao de 200uL, verificou-se que, no primeiro pico, parte do DNA
eluiu inicialmente, mas a medida que a lavagem ocorria com o tampao de equilibrio,
houve um desdobramento do pico onde co-eluiu mais pDNA com vestigios de RNA.
Embora pareca que a recuperacao de pDNA no flow-through seja maior que os ensaios
anteriores, o grau de pureza da juncao das fracoes eluidas pode estar comprometido, pois
as agéncias reguladoras recomendam auséncia de RNA na amostra terapéutica [44,46].
No ensaio com 500uL, ocorreu uma co-eluicao consideravel de RNA com o pDNA no
passo de ligacdo, confirmando também a inviabilidade desta condicdo para o grau de

pureza pretendido.

Estes resultados indicam que, para volumes superiores a 100uL, a separacao do pDNA
torna-se ineficaz, devido a saturacao da coluna pelo excesso de espécies de RNA
presentes na amostra. Assim, a condicao 6tima de purificacao nesta coluna foi definida
como a injecdo de 100uL de amostra, ap6s o equilibrio da coluna a 2M de SA, seguida de

reducao direta para oM de SA, promovendo a eluicao seletiva das impurezas retidas.

4.2.2. Coluna Butyl-650M

4.2.2.1. Otimizacao das condicoes de seletividade com

amostras de lisado clarificado

Inicialmente, esta coluna foi também avaliada numa abordagem de captura, com o
objetivo de comparar o seu desempenho com o da coluna Hexyl. A Butyl-650M apresenta
uma hidrofobicidade inferior a Hexyl, devido a presenca de uma cadeia funcional
contendo dois 4&tomos de carbono a menos, o que reduz a intensidade das interacGes

hidrof6bicas com os acidos nucleicos [52].

A diminuicao da hidrofobicidade pode reduzir a afinidade da coluna pelas moléculas
mais hidrofobicas como o RNA, influenciando potencialmente a eficiéncia de captura, a
seletividade e a recuperacao. Como resultado, é de esperar que a coluna Butyl apresente
perfis de eluicao distintos, refletindo o equilibrio entre retencao e seletividade tipico das

colunas HIC com diferentes niveis de hidrofobicidade [51].

Nesta coluna, foram mantidas as condicoes experimentais, solugoes de equilibrio e de
eluicao, caudal e volume de injecdo, de modo a garantir uma comparacao mais rigorosa

com os resultados obtidos na coluna anterior.
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De forma semelhante a coluna Hexyl, para avaliar o perfil de eluicao das diferentes
espécies em funcao da concentracdo de SA, foi inicialmente aplicado um gradiente linear
de 3M a 1M, seguido de um passo para oM, de limpeza. Esta abordagem permitiu
identificar a faixa de concentracoes em que cada componente eluia. Partiu-se de uma
forca salina elevada para garantir a retencao das espécies mais hidrofébicas, e diminui-
se gradualmente a forca salina para promover a eluicdo seletiva por ordem de
hidrofobicidade das espécies ligadas, culminando na lavagem das impurezas ainda

retidas na coluna, somente com tampao sem sal (Figura 19).
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Figura 19. A) Cromatograma obtido apds inje¢do de 100uL de lisado de PP na coluna Butyl-
650M, equilibrada com 3M de SA, seguida de um gradiente linear de 20min até 1M de SA em
tampao Tris-EDTA, pH 8,5, e posterior reducao para oM. B) Analise dos picos do cromatograma
por eletroforese em gel de agarose. Linha A: amostra de lisado de PP injetada; Linhas 1 a 5: fracoes
correspondentes aos picos 1, 2, 3, 4 e 5 do cromatograma, respetivamente.

Pela analise destes resultados, observou-se que comega a sair preferencialmente o pDNA
na isoforma oc durante o flow-through, enquanto o restante pDNA e RNA ficam retidos
na coluna no passo de ligacao. Durante o gradiente linear decrescente de sal, também se
observou que elui primeiro uma fracao de pDNA isolado (pico 3) mas o restante pDNA
sai juntamente com o RNA no pico 4. Assim, verificou-se que, embora pareca existir
alguma seletividade das isoformas de pDNA no inicio do ensaio com a coluna Butyl, de
forma semelhante ao observado com a coluna Hexyl, o RNA comeca a co-eluir com o
pDNA por volta de 2M de SA. Com base nesta observacgao, no ensaio subsequente a
concentracao inicial de SA foi ajustada para 2,1M, seguida de um gradiente linear até 1M,

com o objetivo de tentar promover uma separacao/seletividade mais eficaz entre o DNA
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e 0 RNA. Por fim, a concentracao foi reduzida para oM, permitindo a eluicao das espécies

ainda retidas na coluna (Figura 20).
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Figura 20. A) Cromatograma obtido ap6s injecao de 100uL de lisado de PP na coluna Butyl-
650M, equilibrada com 2,1M de SA, seguida de um gradiente linear de 20min até 1M de SA em
tampao Tris-EDTA, pH 8,5, e posterior reducdo para oM. B) Analise dos picos do cromatograma
por eletroforese em gel de agarose. Linha A: amostra de lisado de PP injetada; Linhas 1 a 4: fracGes

correspondentes aos picos 1, 2, 3 e 4 do cromatograma, respetivamente.

Os resultados obtidos revelaram que nao se alcangou uma separacao eficiente entre DNA

e RNA no intervalo de 2,1M a 1M de SA, tendo-se obtido dois picos, mas com co-eluicao

de pDNA e RNA em ambos. Perante este resultado, com um gradiente linear de eluicao,

optou-se por aplicar um gradiente por passos, iniciando com uma concentra¢ao de 1,9M

de SA, seguida de 1,5M e, por fim, oM, com o objetivo de promover uma eluicdo mais

controlada e seletiva das espécies presentes na amostra (Figura 21).

49



A) —— UV 260 nm (mAU)
—— Cond (mS/cm)

% B
1000 - 300
900 -
800 -X 3 a0 gDNA
7001 L 200 oc PP
600 -
2 ) sc PP
500 -| L 150
400 1
200 L 100
200
- 50
100 4
0+ 0 RNA
T T T T T T
10 15 20 25 30 35

Volume (mL)

Figura 21. A) Cromatograma obtido apds injecdo de 100uL de lisado de PP na coluna Butyl-
650M, equilibrada com 1,9M de SA, passando depois para 1,5M, e, por fim, para 0M de SA em
tampao Tris-EDTA, pH 8,5. B) Anélise dos picos do cromatograma por eletroforese em gel de
agarose. Linha A: amostra de lisado de PP injetada; Linhas 1 a 3: fracoes correspondentes aos
picos 1, 2 e 3 do cromatograma, respetivamente.

Este resultado mostra uma boa eluicao de pDNA no flow-through, no entanto, vestigios
de RNA parecem ja comegar a co-eluir. Além disso, o segundo passo a 1,5M nao traz
vantagem na separacdo do pDNA e RNA, verificando-se que, de forma semelhante ao
observado com a coluna Hexyl, um ensaio utilizando apenas dois passos, com uma
concentracdo inicial de 2M de SA, seguida de reducao direta para oM, poderd ser
suficiente para explorar a separacgao entre as duas espécies no passo de ligacao (Figura

22).
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Figura 22. A) Cromatograma obtido ap6s injecao de 100uL de lisado de PP na coluna Butyl-
650M, equilibrada com 2M de SA, , e apds lavagem das espécies ndo ligadas, passagem direta para
oM de SA em tampao Tris-EDTA, pH 8,5. B) Analise dos picos do cromatograma por eletroforese
em gel de agarose. Linha A: amostra de lisado de PP injetada; Linhas 1 e 2: fracOes
correspondentes aos picos 1 e 2 do cromatograma, respetivamente.

Os resultados deste ensaio demonstraram um perfil cromatografico semelhante ao
observado na coluna Hexyl sob as mesmas condi¢des experimentais, caracterizado pela
eluicdo predominante de pDNA no primeiro pico e por uma fracdo minoritaria no
segundo pico, evidenciando uma separacao eficiente entre pDNA e RNA. Com base
nestes resultados, verificou-se que estas colunas apresentam um comportamento
semelhante em termos de captura. Para determinar qual destas apresenta um melhor
desempenho em termos de pureza e recuperacao, procedeu-se a quantificacdo do pDNA.

Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 5.

Tabela 5. Comparacio da pureza e da recuperacao do pDNA obtidos a diferentes concentragoes
iniciais de SA na coluna Butyl-650M.

Concentracao inicial de SA Pureza Recuperacao
1,9M 46,40% 50,80%
2M 56,54% 46,33%
2,1M 69,48% 41,03%
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Os resultados indicam que a coluna Hexyl-650C apresenta um desempenho superior na
captura de DNA em comparacao com a Butyl-650M. Este comportamento é consistente
com a literatura, que sugere que uma maior hidrofobicidade da fase estacionéria
promove uma separacao mais robusta, retendo de forma mais marcada o RNA, enquanto
o DNA apresenta fraca interacdo com a coluna, eluindo predominantemente no flow-
through [52]. A coluna Butyl-650M, sendo menos hidrofébica, apresenta uma interacao
menos intensa com as biomoléculas, o que pode favorecer alguma seletividade entre as
isoformas do pDNA, mas também pode levar a uma co-eluicio de RNA com o DNA,

comprometendo a pureza do produto final.

4.2.2.2. Etapa de captura na coluna Hexyl-650C e polimento
na Butyl-650M

Considerando as suas caracteristicas, a coluna Butyl-650M foi testada numa abordagem
de polimento, visando separar isoformas de DNA que possuem ligeiras diferencas de
hidrofobicidade entre si. Tendo em conta o fendmeno de super-enrolamento da isoforma
sc, pode ocorrer uma maior exposicao de bases nesta biomolécula que justifique a sua
hidrofobicidade superior a isoforma oc [67]. Neste contexto, uma coluna de menor
hidrofobicidade pode proporcionar uma maior resolucao na separagao dessas isoformas,
ao contrario da coluna Hexyl-650C, que, devido a sua maior hidrofobicidade, pode nao
ser tao eficaz em explorar a seletividade de moléculas com caracteristicas hidrofobicas

semelhantes.

Para avaliar o efeito de polimento do pDNA na coluna Butyl-650M, foram inicialmente
injetados 100uL. de amostra previamente purificada na coluna Hexyl-650C, pela
estratégia definida anteriormente (equilibrio com a 2M de SA e eluicio com oM de SA
em tampao Tris-EDTA, pH 8,5). Aplicou-se um gradiente linear de 3M a oM de SA na
coluna Butyl-650M, com o objetivo de mimetizar o comportamento do pDNA oc e sc do
ensaio na Figura 19, e investigar o perfil de eluicao, identificando quais espécies eluem

ao longo desta faixa de concentracoes (Figura 23).
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Figura 23. A) Cromatograma obtido apos injecdo de 100uL de amostra (previamente capturada
na coluna Hexyl-650C) na coluna Butyl-650M, equilibrada com 3M de SA, realizando-se um
gradiente linear de 3omin até oM de SA em tampao Tris-EDTA, pH 8,5. B) Analise dos picos do
cromatograma por eletroforese em gel de agarose. Linha A: amostra de PP purificado injetada;
Linhas 1 a 3: fracGes correspondentes aos picos 1, 2 e 3 do cromatograma, respetivamente.

Com base nos resultados obtidos neste ensaio, embora se observem varios picos no
cromatograma, pela eletroforese nao ocorreu eluicao da isoforma oc no flow-through e
nos picos 2 e 3 nao ocorreu separacao das isoformas de pDNA. A auséncia de pDNA oc
no passo de ligacao deste ensaio pode indicar que esta amostra mais simples tem locais
suficientes de ligacao na coluna, evitando assim o fendmeno de displacement que pode
ter ocorrido no ensaio da Figura 19 [68]. Para tentar melhorar a resolucdo, o ensaio
subsequente iniciou-se com uma concentracao de equilibrio de 3M de SA, para manter a
retencao de todas as biomoléculas, seguida de um passo para 2,1M, e um gradiente linear
até 1,5M, com o objetivo de aumentar a resolucao do segundo e terceiro pico e avaliar se
seria possivel promover alguma separacao. Por fim, a concentracao foi reduzida para oM,

permitindo a eluicdo das espécies ainda retidas na coluna (Figura 24).
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Figura 24. A) Cromatograma obtido apds injecdo de 100uL de amostra (capturada na coluna
Hexyl-650C) na coluna Butyl-650M, equilibrada com 3M de SA, passando depois para 2,1M e
realizando-se um gradiente linear de 3omin até 1,5M, passando no final para oM de SA em
tampao Tris-EDTA, pH 8,5. B) Analise dos picos do cromatograma por eletroforese em gel de
agarose. Linha A: amostra de PP purificado injetada; Linhas 1 a 3: frac0es correspondentes aos
picos 1, 2 e 3 do cromatograma, respetivamente.

Neste ensaio, verificou-se a eluicao de todo o pDNA no passo a 2,1M de SA, em que nao
foi possivel separar as isoformas de pDNA. Assim, para tentar melhorar a seletividade
realizou-se um ensaio posterior com um tampao de equilibrio composto por 2,5M de SA
e 0,5M de sulfato de sédio. Esta abordagem baseia-se em estratégias descritas na
literatura, nas quais a combinacao de diferentes sais no tampao de equilibrio é utilizada
para modular a for¢a de interacao hidrofébica e favorecer a resolucao de espécies com
hidrofobicidade semelhante, aumentando assim a seletividade do processo [69,70]. Para
avaliar o efeito desta modificacao, aplicou-se novamente um gradiente linear de 3M a
OM de SA com o tampao combinado, permitindo comparar o perfil de elui¢ao obtido com
aquele observado quando apenas SA era utilizado, de forma a determinar se a adi¢ao do

sulfato de sédio influenciava a seletividade e a resolugao das isoformas de pDNA (Figura

25).
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Figura 25. A) Cromatograma obtido apo6s injecdo de 100uL. de amostra (capturada na coluna
Hexyl-650C) na coluna Butyl-650M, equilibrada com 2,5M de SA e 0,5M de sulfato de sédio,
realizando-se um gradiente linear de 3omin até oM em tampao Tris-EDTA, pH 8,5. B) Analise
dos picos do cromatograma por eletroforese em gel de agarose. Linha A: amostra de PP purificado
injetada; Linhas 1 a 4: fracOes correspondentes aos picos 1, 2, 3 e 4 do cromatograma,
respetivamente.

Visto que nao foi possivel obter a separacdao das isoformas de pDNA neste passo de
polimento com a Butyl, procedeu-se a quantificagdio do DNA, com o objetivo de avaliar
se, apesar da auséncia de resolucao entre as espécies, teria ocorrido um aumento na
pureza, sugerindo a remocao de RNA residual ou de outras impurezas. A amostra
previamente purificada na coluna Hexyl apresentava uma pureza de 77,97% (Figura 13).
No ensaio de polimento utilizando apenas SA, através da aplicacdo de um gradiente
linear de 3M a 0 M, a quantificacdo revelou uma pureza de 86,43%, acompanhada de
uma recuperacao de 22,00% (Figura 23). J4 no ensaio em que foi adicionado sulfato de
s6dio ao tampao de equilibrio, os valores obtidos foram de 85,01% de pureza e 24,88%
de recuperacao (Figura 25). Estes resultados indicam que o passo adicional de polimento
efetivamente contribuiu para a remocdo de impurezas e, consequentemente, para o
aumento da pureza do pDNA. No entanto, verificou-se que a adicao de sulfato de sddio
nao promoveu alteragoes significativas no perfil cromatografico, nem resultou em
melhorias relevantes nos valores de pureza ou de recuperacao quando comparado com a

condicao em que se utilizou apenas SA.

Embora o passo de polimento com a coluna Butyl-650M tenha contribuido para o
aumento da pureza global do pDNA, a auséncia de separacao entre as isoformas

evidenciou limitacoes na seletividade desta etapa cromatografica. Deste modo, tornou-
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se relevante avaliar alternativas que pudessem aprimorar a resolucdo das diferentes
espécies de DNA. Com esse propdsito, foi testada a coluna Butyl-650S, caracterizada por
um menor tamanho de particula, fator que pode aumentar a eficiéncia de separacao. Esta
nova abordagem teve como objetivo verificar se as propriedades estruturais distintas da

coluna poderiam resultar num desempenho superior em termos de seletividade e pureza.

4.2.3. Coluna Butyl-650S

4.2.3.1. Otimizacao das condicoes de seletividade com

amostras de lisado clarificado

Dado que nao foi observada separacao das isoformas, optou-se por testar a coluna Butyl-
650S (com 5mL de volume). Esta coluna tem o mesmo ligando (butil), mas apresenta um
tamanho de particula inferior (35 um), o que a difere da Butyl-650M (65 um). Esta
caracteristica pode potencialmente melhorar a seletividade e a eficiéncia de separacao,
devido ao aumento da area superficial. Particulas de menor tamanho reduzem a difusao
dos analitos, resultando em picos cromatograficos mais estreitos e definidos. A area
superficial total das particulas da fase estacionaria desempenha um papel crucial no
desempenho da separaciao. Materiais com maior area superficial proporcionam maior
capacidade de retencao, melhor resolucido e uma separacao global mais eficiente em

comparacao com aqueles que apresentam uma area superficial inferior [71].

Numa fase inicial, foi realizada uma abordagem de captura, com o objetivo de comparar
o seu desempenho com o das colunas previamente testadas. As condicoes experimentais
foram mantidas, nomeadamente as solugoes de equilibrio e de eluicao, bem como o
volume de injecdo. O caudal utilizado foi de 1imL/min. O primeiro ensaio consistiu no
equilibrio da coluna com 2,4M de SA, para tentar explorar o fenémeno de displacement
pela isoforma oc no passo de ligacdo. De seguida foi aplicado um gradiente linear de
3omin até 0,9M e, por fim, uma reducao até oM, permitindo avaliar a eluicao seletiva

das espécies retidas na coluna (Figura 26).
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Figura 26. A) Cromatograma obtido ap6s injecdo de 100uL de lisado de PP na coluna Butyl-
6508, equilibrada com 2,4M de SA, realizando-se um gradiente linear de 3omin até o,9M,
passando no final para oM de SA em tampio Tris-EDTA, pH 8,5. B) Anélise dos picos do
cromatograma por eletroforese em gel de agarose. Linha A: amostra de lisado de PP injetada;
Linhas 1 a 6: fragbes correspondentes aos picos 1, 2, 3, 4, 5 € 6 do cromatograma, respetivamente.

Neste ensaio, verificou-se que, algum DNA de elevado peso molecular e algum pDNA oc,
saiu logo no passo de ligacdo, mas maior parte do DNA ficou ligado, e foi somente eluido
durante o gradiente linear no pico 4 e co-eluido com RNA no pico 5. Comparando este
resultado da coluna Butyl-650S com o da Figura 19 com a Butyl-650M, nao se torna
muito evidente uma melhoria significativa na seletividade entre as diferentes espécies de
acidos nucleicos presentes na amostra de lisado clarificada. Comparando estes
resultados com a coluna Hexyl, continua a estar consistente e a confirmar que a natureza
e a intensidade hidrofébica do ligando sdo determinantes no perfil cromatografico,
influenciando diretamente tanto a eluicdo como o potencial de separacao das diferentes

espécies nucleotidicas [51,52].

De forma semelhante ao observado nas outras colunas, o RNA comecou a eluir com cerca
de 1,5M de SA, enquanto parte do DNA foi eluido aproximadamente a 2M. Com base
nesta observacao, no ensaio subsequente a concentracao inicial de SA foi reduzida para
2,1M, seguida de um passo a 1,5M, com o objetivo de avaliar se seria possivel promover
alguma separacao das espécies. Por fim, a concentracao foi diminuida para oM,

permitindo a eluicdo das espécies retidas na coluna (Figura 27).
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Figura 27. A) Cromatograma obtido ap6s injecido de 100uL de lisado de PP na coluna Butyl-
6508, equilibrada com 2,1M de SA, passando depois para 1,5M, e, por fim, para oM de SA em
tampao Tris-EDTA, pH 8,5. B) Analise dos picos do cromatograma por eletroforese em gel de
agarose. Linha A: amostra de lisado de PP injetada; Linhas 1 a 4: fragdes correspondentes aos
picos 1, 2, 3 e 4 do cromatograma, respetivamente.

Visto que, no terceiro pico a 1,5M de SA, ainda se perde muito DNA que co-eluiu com o
RNA, poderé ser necessario aumentar a concentracao de SA para melhorar a separagao.
Assim, no ensaio subsequente, utilizou-se uma concentracao inicial de 2,5M de SA, com
o objetivo de determinar em que ponto o DNA comecava a eluir. Posteriormente, aplicou-
se um passo a 1,8M de SA para avaliar se, a esta concentracgao, ja ocorreria a eluicao do

RNA, permitindo assim analisar a seletividade do processo (Figura 28).
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Figura 28. A) Cromatograma obtido apds inje¢do de 100uL de lisado de PP na coluna Butyl-
6508, equilibrada com 2,5M de SA, passando depois para 1,8M, e, por fim, para oM de SA em
tampao Tris-EDTA, pH 8,5. B) Analise dos picos do cromatograma por eletroforese em gel de
agarose. Linha A: amostra de lisado de PP injetada; Linhas 1 a 5: fracGes correspondentes aos
picos 1, 2, 3, 4 e 5 do cromatograma, respetivamente.

Visto que, a 2,5M de SA, ainda nao se observou a eluicdo do DNA, e a 1,8 M sai DNA mas
comeca a co-eluir algum RNA posteriormente, no ensaio seguinte a concentracao inicial

foi ajustada para 2,4M, e o segundo passo foi aumentado para 2M (Figura 29).
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Figura 29. A) Cromatograma obtido ap6s injecdo de 100uL de lisado de PP na coluna Butyl-
6508, equilibrada com 2,4M de SA, passando depois para 2M, e, por fim, para oM de SA em
tampao Tris-EDTA, pH 8,5. B) Analise dos picos do cromatograma por eletroforese em gel de
agarose. Linha A: amostra de lisado de PP injetada; Linhas 1 a 4: fracGes correspondentes aos
picos 1, 2, 3 e 4 do cromatograma, respetivamente.
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Verificou-se que, a 2M de SA, foi possivel recuperar DNA sem contaminagao aparente
por RNA. Assim, no ensaio subsequente, optou-se por testar somente dois passos e
comecar o equilibrio com uma concentracao inicial de 1,9M de SA, com o objetivo de
combinar os dois primeiros picos num tnico e avaliar se, a uma forca salina inferior a
2M, ja ocorreria a eluicio de RNA. Posteriormente, a concentragdo foi reduzida

diretamente para oM de SA, de modo a promover a eluicio do RNA retido na coluna

(Figura 30).
—— UV 260 nm (mAU)
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Figura 30. A) Cromatograma obtido apds injecido de 100uL de lisado de PP na coluna Butyl-
6508, iniciando com uma concentracao de 1,9M, passando diretamente para oM de SA em
tampao Tris-EDTA, pH 8,5. B) Anélise dos picos do cromatograma por eletroforese em gel de
agarose. Linha A: amostra de lisado de PP injetada; Linhas 1 a 4: fracbes correspondentes aos
picos 1, 2, 3 e 4 do cromatograma, respetivamente.

Com este ensaio, concluiu-se que, embora uma pequena fracio de RNA comece a eluir
na mesma faixa de concentracoes de SA que o DNA, a sua saida ocorre num pico distinto,
separado dos principais picos de DNA. Este comportamento sugere que, apesar da
proximidade na eluicao, é possivel discriminar as duas espécies e, consequentemente,
recuperar fracoes de DNA com maior pureza antes da co-eluicao parcial com RNA. Os
dois primeiros picos, que nao apresentavam sinais de contaminacao por RNA, foram
quantificados para avaliacdo da pureza e da recuperacdo do DNA, permitindo a
comparacgao direta com os resultados obtidos nas restantes colunas. A quantificacdao
revelou uma pureza de 83,41%, indicando uma separacao mais eficiente em relacao as
outras colunas. Contudo, a recuperacao foi limitada, com um valor de 29,34%. Assim,

concluiu-se que, apesar da maior pureza alcancada, a coluna Hexyl continua a apresentar
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o melhor desempenho global para uma etapa de captura de pDNA, com a condi¢a@o 6tima

de separacao a 2M de SA.

4.2.3.2. Etapa de captura na coluna Hexyl-650C e polimento
na Butyl-650S

Em seguida, esta coluna foi avaliada numa abordagem de polimento, seguindo o mesmo
procedimento aplicado a coluna Butyl-650M, com o objetivo de verificar se poderia
apresentar melhores resultados em termos de seletividade e resolucao, seja na separacao
de isoformas ou na remocao de possiveis residuos de RNA. Para tal, foram injetados
100uL de amostra previamente purificada na coluna Hexyl a 2M de SA, aplicando-se

posteriormente um gradiente linear de 3M a oM, durante 3omin (Figura 31).

A) ——uv 260 nm (mAU) B)
—— Cond (mS/cm) A 1 2 3 4
%8B 300 100
140
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Figura 31. A) Cromatograma obtido apds injecao de 100uL de amostra (capturada na coluna
Hexyl-650C) na coluna Butyl-6508S, equilibrada com 3M de SA, realizando-se um gradiente linear
de 3omin até oM de SA em tampao Tris-EDTA, pH 8,5. B) Analise dos picos do cromatograma
por eletroforese em gel de agarose. Linha A: amostra de PP purificado injetada; Linhas 1 a 4:
fracOes correspondentes aos picos 1, 2, 3 e 4 do cromatograma, respetivamente.

Os resultados obtidos parecem semelhantes aos observados com a coluna Butyl-650M,
mas a amostra parece mais diluida e dificil de visualizar a sua composicao na
eletroforese. Assim, no ensaio seguinte optou-se por aplicar um gradiente linear de 2,1M
de SA até 0,6M, com o objetivo de tentar melhorar a resolucao entre as espécies. Além
disso, foi injetado um volume superior de amostra (200uL), de forma a avaliar de

maneira mais robusta o perfil cromatografico e confirmar com maior fiabilidade a
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composicao de cada pico (Figura 32). Para tal, realizaram-se dois ensaios de captura na
coluna Hexyl-650C, de modo a ter um volume de amostra suficiente para a injecao nesta

etapa de polimento na coluna Butyl-650S.

A) B)
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Figura 32. A) Cromatograma obtido apo6s injecdo de 200uL. de amostra (capturada na coluna
Hexyl-650C) na coluna Butyl-6508S, equilibrada com 2,1M de SA, realizando-se um gradiente
linear de 3omin até 0,6M, passando depois para oM de SA em tampao Tris-EDTA, pH 8,5. B)
Analise dos picos do cromatograma por eletroforese em gel de agarose. Linha A: amostra de PP
purificado injetada; Linhas 1 a 4: fracoes correspondentes aos picos 1, 2, 3 e 4 do cromatograma,
respetivamente.

Neste ensaio, observou-se que, ao aumentar o volume de injecao, os residuos de RNA
presentes na amostra previamente purificada na coluna Hexyl foram eliminados
aproximadamente a 1,5M, correspondendo ao quarto pico cromatografico. No ensaio
subsequente, o volume de injecao foi desta vez aumentado para 500uL, com o intuito de
avaliar a natureza das fracGes correspondentes aos trés primeiros picos. Para isto,
realizaram-se trés ensaios de captura na coluna Hexyl, de forma a ter um volume
suficiente de amostra a injetar. Estes aumentos no volume de amostra, tanto neste ensaio
como no anterior, foram tidos em conta nos célculos para a quantificacdo da pureza e
recuperacao. Neste ensaio, optou-se por aplicar um gradiente linear de 3 a oM (Figura
33)
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Figura 33. A) Cromatograma obtido apds injecao de 500uL de amostra (capturada na coluna
Hexyl-650C) na coluna Butyl-6508, equilibrada com 3M de SA, realizando-se um gradiente linear
de 3omin até oM de SA em tampao Tris-EDTA, pH 8,5. B) Analise dos picos do cromatograma
por eletroforese em gel de agarose. Linha A: amostra de PP purificado injetada; Linhas 1 a 5:
fracOes correspondentes aos picos 1, 2, 3, 4 € 5 do cromatograma, respetivamente.

Com este ensaio, verificou-se que a eluicio do DNA ocorreu a uma concentragao
aproximada de 2M, enquanto, no ensaio anterior, se tinha concluido que os residuos de
RNA eluiam em torno de 1,5M. Assim, infere-se que o quinto pico corresponderia ao
RNA, o quarto pico ao DNA, e as trés fracoes do primeiro pico parecem conter pDNA oc
ou oligbmeros de pDNA. Neste ensaio o pico relativo ao RNA nao ¢ tao evidente como o
do ensaio anterior, possivelmente devido a possiveis variacoes na composicao das
amostras entre os ensaios (integridade do RNA, degradacido parcial), que podem
influenciar a intensidade do pico. Deste modo, procedeu-se a anélise do pico 4 para a
quantificacdo do pDNA, com o objetivo de avaliar o seu desempenho e compara-lo com
o obtido na coluna Butyl-650M, de forma a determinar qual das duas colunas apresenta

melhor desempenho em termos de pureza e recuperacao.

Tendo em conta que a amostra injetada nesta coluna apresentava uma pureza de 77,97%,
a quantificacdo do pDNA nesta etapa de polimento revelou uma pureza de 91,55%,
indicando que ocorreu, de facto, uma eliminacao adicional de impurezas. A comparacao
do desempenho das colunas Butyl-650M e Butyl-650S para polimento encontra-se

representada na Tabela 6.
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Tabela 6. Comparacao da pureza e da recuperacao do pDNA obtidos apoés a etapa de polimento
nas colunas Butyl-650M e Butyl-650S.

Coluna Pureza Recuperacao
Butyl-650M 86,43% 22,00%
Butyl-650S 91,55% 23,85 %

Estes resultados demonstraram que a coluna Butyl-650S apresenta um desempenho
superior a Butyl-650M, uma vez que permite obter DNA com maior pureza e
ligeiramente melhor recuperagdo, embora esta se mantenha bastante baixa em ambas as

colunas.

4.3. Purificacao de mcDNA

Com as condicoes de captura e polimento otimizadas para o pDNA, bem como a selecao
das colunas mais apropriadas para esses passos, aplicaram-se estas condicoes a amostra
de lisado clarificado de mcDNA. Para a etapa de captura, utilizou-se a coluna Hexyl-
650C, equilibrada com 2M de SA, na qual foram injetados 100 puL de lisado de mcDNA,

seguindo-se posteriormente a eluicao a oM (Figura 34).
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Figura 34. A) Cromatograma obtido ap6s injecdo de 100uL. de amostra de lisado clarificado de
mcDNA na coluna Hexyl-650C, equilibrada com 2M de SA, e realizando posteriormente um passo
para oM de SA em tampao Tris-EDTA, pH 8,5. B) Analise dos picos do cromatograma por
eletroforese em gel de agarose. Linha A: amostra de lisado de mcDNA injetada; Linhas 1 e 2:
fracGes correspondentes aos picos 1 e 2 do cromatograma, respetivamente.

64



Os resultados de captura na coluna de hexil demonstram que o perfil obtido com o PP se
mantém com o mcDNA, obtendo a elui¢cdo maioritaria de DNA no flow-through e o RNA
no segundo pico. A quantificacao do primeiro pico revelou uma pureza de 75,17% e uma
recuperacao de 43,62%, valores que estdo em concordancia com os obtidos para a
amostra de PP. Posteriormente, procedeu-se ao passo de polimento na coluna Butyl-
650S, aplicando-se um gradiente linear de 3 a oM, com uma injecao de 500uL da
amostra previamente obtida na etapa anterior (Figura 35). Para isto, da mesma forma
que foi realizado para o PP, realizaram-se trés ensaios de captura na coluna Hexyl, de

forma a ter um volume suficiente para a inje¢ao na coluna Butyl.
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Figura 35. A) Cromatograma obtido apos inje¢ao de 500uL de amostra (de mcDNA capturada
na coluna Hexyl-650C) na coluna Butyl-650S, equilibrada com 3M de SA, realizando-se um
gradiente linear de 30min até oM de SA em tampao Tris-EDTA, pH 8,5. B) Anélise dos picos do
cromatograma por eletroforese em gel de agarose. Linha A: amostra de mcDNA purificado
injetada; Linhas 1 a 5: fracGes correspondentes aos picos 1, 2, 3, 4 e 5 do cromatograma,
respetivamente.

Os resultados obtidos foram semelhantes aos observados com a amostra de PP na Figura
33. Verificou-se que varias espécies de DNA (mcDNA e PP em diferentes isoformas e
eventualmente oligobmeros de PP) eluiram no terceiro pico, aproximadamente a 2M de
SA, enquanto o RNA elui em torno de 1,5M de SA. Neste ensaio, também nao se verificou
separacao de isoformas do mcDNA nem distincdo entre mc e PP. No entanto, a
quantificacdo do terceiro pico indicou uma pureza de 90,01%, sugerindo que ocorreu
uma eliminacao adicional de impurezas, sobretudo de RNA. A recuperacao obtida foi de
24,23%, valor que se encontra em concordancia com os resultados obtidos com a amostra
de PP na abordagem da etapa de captura na Hexyl-650C e polimento com a coluna Butyl-
650S.
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Comparando estes resultados com os observados na literatura, observa-se que a pureza
obtida é satisfatéria, embora o rendimento ainda esteja abaixo do esperado. Estudos
anteriores demonstraram que colunas monoliticas com ligando DEAE permitiram
separar mcDNA de impurezas com uma recuperacao de cerca de 50%, enquanto colunas
monoliticas modificadas com cadaverina aumentaram a recuperacao para 78,6%. Por
suavez, a SEC utilizando a matriz Sephacryl SF-1000 possibilitou recuperar mcDNA com
66% de rendimento [59]. De um modo geral, a recuperacao de mcDNA permanece
relativamente baixa, evidenciando a necessidade de desenvolver novas abordagens e

métodos que permitam a sua purificacao de forma mais eficiente.
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Capitulo 5 - Conclusoes e perspetivas futuras

Neste trabalho foram avaliadas diferentes resinas de HIC com o objetivo de otimizar a
separacao e purificacdo de pDNA e mcDNA, considerando a eliminacao de impurezas
como RNA e a possibilidade de discriminacgao entre isoformas. Foram testadas colunas
com diferentes ligandos hidrofébicos e diametros de particula, incluindo Hexyl-650C,
Butyl-650M e Butyl-650S, de forma a compreender o comportamento das amostras em

distintas condicoes de SA e a explorar potenciais estratégias de captura e polimento.

Os resultados obtidos mostraram que a coluna Hexyl-650C, caracterizada por uma
hidrofobicidade moderada devido a presenca de seis carbonos no seu ligando,
apresentou um desempenho globalmente superior em termos de captura. A
concentracdo de 2M de SA destacou-se como condicao mais eficaz para promover a
separacao de DNA com eliminacao significativa de RNA, permitindo alcancar purezas
superiores a 77%, e uma recuperacao de cerca de 48%. J4 as colunas Butyl, apesar de
apresentarem algum potencial na separacdo entre DNA e RNA em concentragoes
proximas de 2M, revelaram recuperacoes mais baixas e menor eficacia global numa etapa

de captura.

De forma consistente, verificou-se que a reducdo da concentracao inicial de SA para
valores préximos de 1,9—2,1M conduziu a perfis cromatograficos onde o DNA e o RNA
elulam em picos distintos, ainda que com alguma sobreposicio em determinadas
condicdes. Este facto confirmou que a seletividade das colunas depende da forca iénica

e do equilibrio entre retencao e eluicao.

Contudo, a realizacdo isolada da etapa de captura na coluna Hexyl-650C nao foi
suficiente para atingir niveis de pureza compativeis com os requisitos regulamentares
exigidos para aplicacOes terapéuticas de pDNA e mcDNA. Assim, tornou-se necessaria a
implementacao de etapas adicionais de polimento, destinadas a remoc¢do de impurezas
residuais. Para esse fim, foram exploradas as colunas Butyl-650M e Butyl-650S, ambas
com ligandos menos hidrof6bicos, caracteristica que poderia favorecer a separacao de

biomoléculas com hidrofobicidades semelhantes.

Nos ensaios com a coluna Butyl-650M, foi obtida uma pureza de 86,43% e uma
recuperacao de 22,00%, enquanto a Butyl-650S apresentou valores ligeiramente
superiores, com 91,55% de pureza e 23,85% de recuperacido. Estes resultados
demonstram que a etapa de polimento contribuiu efetivamente para um aumento da

pureza, embora sem promover a separacao das isoformas de DNA. Além disso, as
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recuperacoes significativamente reduzidas observadas nestas condicOes representam

uma limitacdo importante para a sua aplicacao em escala industrial.

Em suma, este estudo demonstrou o potencial da HIC para a purificacio de
pDNA/mcDNA, evidenciando a importancia da escolha adequada das condigoes de SA
para alcancar uma separaciao seletiva e eficiente. Ainda que persistam desafios
relacionados com a recuperacao, os resultados obtidos fornecem uma base sélida para
otimizacoes futuras, contribuindo para o desenvolvimento de processos de purificacao

mais eficazes e adequados as exigéncias da producao de DNA para fins biomédicos.

Como perspetivas futuras, a otimizacao de parametros operacionais, incluindo o caudal,
a composicao das solucdes tampao, a temperatura e o pH, devera ser considerada com o
objetivo de maximizar a eficiéncia global do processo. Posteriormente, numa perspetiva
industrial, serd essencial avaliar a escalabilidade e a reprodutibilidade do processo
otimizado.

Adicionalmente, a exploragdo de colunas com ligandos mais hidrofobicos na etapa de
captura poderéa revelar-se vantajosa, contribuindo para um aumento da seletividade e
para a minimizacao de co-eluices indesejadas. Relativamente a separacao de isoformas,
a integracao da HIC com outras técnicas cromatograficas, como a AEX ou a AC, podera
constituir uma abordagem promissora, permitindo o desenvolvimento de processos

continuos com maior rendimento e pureza.

Em conjunto, estas estratégias poderao conduzir ao estabelecimento de um processo de
purificagdo mais robusto, seletivo e economicamente viavel, em conformidade com os
requisitos regulamentares para a producao de DNA de grau terapéutico e alinhado com
os avancos tecnologicos emergentes na area das vacinas e terapias génicas baseadas em
pDNA e mcDNA.
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