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Resumo 

O cancro do colo do útero é um dos cancros mais prevalentes em mulheres em todo o 
mundo. Este tipo de cancro é causado pelo Vírus do Papiloma Humano (HPV), 
nomeadamente pelos seus genótipos de alto risco mais virulentos, o HPV-16 e o HPV-18. 
Após uma infeção persistente, as oncoproteínas E6 e E7 expressas por esses vírus são 
responsáveis pela inibição e degradação das proteínas supressoras de tumor p53 e pRB, 
respetivamente. 

A terapia génica tem sido explorada nos últimos anos devido ao seu potencial no 
tratamento de doenças adquiridas e incuráveis. Esta abordagem terapêutica baseia-se na 
entrega de uma sequência específica de DNA exógeno a uma célula hospedeira, para 
alterar a função de uma determinada molécula que pode desempenhar um papel 
importante no desenvolvimento de uma doença. O DNA minicircular (mcDNA) tornou-
se um vetor de DNA não viral promissor, porque carece de sequências procarióticas 
consideradas prejudiciais (como genes de resistência a antibióticos, origem de replicação 
e motivos CpG, geralmente associados a questões de segurança) e, porque é um vetor de 
menor dimensão quando comparado com o DNA plasmídico convencional (pDNA), 
apresentando assim melhor eficiência de transfeção, permanência celular e expressão 
génica. Adicionalmente, os micro RNAs foram identificados como silenciadores de genes 
que degradam ou inativam um RNA mensageiro específico. Particularmente, foi 
comprovado que o micro-RNA-375 (miR-375) silencia a expressão das oncoproteínas E6 
e E7 em células infetadas por HPV de alto risco. 

Assim, o presente trabalho visa a produção e purificação de um vetor de mcDNA que 
codifica o gene pri-miR-375, que futuramente poderá ser utilizado para terapia génica 
contra o cancro do colo do útero. No entanto, o processo biotecnológico para obtenção 
de mcDNA envolve várias etapas (nomeadamente centrifugações; concentração com 
solventes orgânicos; clarificação com altas concentrações de sal; métodos de purificação 
que consistem em cromatografia de exclusão molecular ou cromatografia de afinidade 
que são demorados ou não estão disponíveis comercialmente, respetivamente) que 
tornam o processo downstream bastante caro do ponto de vista da indústria 
farmacêutica, mostrando assim a necessidade do desenvolvimento de estratégias 
alternativas. 

Neste sentido, a presente dissertação sugere uma nova abordagem de recuperação do 
mcDNA, baseada no tratamento de lisado bruto com terra diatomácea para filtração 
direta e remoção de todos os detritos celulares e impurezas precipitadas, combinada com 
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uma segunda etapa usando uma membrana cromatográfica Sartobindâ para purificar o 

DNA eliminando o RNA. Esta abordagem permite a substituição de várias etapas pré-
estabelecidas para a preparação do lisado, nomeadamente a centrifugação dos restos 
celulares no final da lise alcalina, a etapa de concentração com isopropanol (e respetiva 
centrifugação) e a etapa de clarificação com sulfato de amónio (e respetiva centrifugação) 
poupando deste modo recursos, muito tempo ao processo global e, diminuindo o impacto 
ambiental. Na etapa de purificação, foi explorada a cromatografia de troca aniónica 
usando duas membranas, a Sartobind® Q75 e a Sartobind® D75. Após alguns estudos 
preliminares das condições de equilíbrio e eluição, foi otimizada a eliminação de grande 
quantidade de RNA diretamente no flowthrough, depois do carregamento da amostra de 
lisado simplificado, e o restante RNA foi eliminado durante um gradiente crescente de 
NaCl. A eficiência de ambas as etapas deste processo combinado foi comprovada através 
da quantificação das amostras recuperadas no final de cada etapa, usando uma coluna 
analítica CIMac™ pDNA e por fim a densidade de bandas do gel de agarose. 

No geral, os estudos realizados demonstraram a eficiência da estratégia combinada. Esta 
nova abordagem de preparação do lisado simplificada torna o processo mais rápido, 
passando a ser realizado em cerca de 40 min, enquanto que a abordagem convencional 
demora aproximadamente 180 min. Quanto à purificação do lisado, com a membrana 

Sartobind® Q75 foi possível obter uma recuperação quase total do DNA (» 100%), com 

uma pureza superior a 99%. No entanto, ainda é necessário realizar mais alguns estudos 
para melhorar o isolamento e o rendimento máximo do vetor mcDNA recuperado. 
Assim, espera-se que esta estratégia combinada possa ser ampliada e aplicada com 
sucesso na indústria farmacêutica para purificar vetores de DNA de forma rápida e 
económica. 

 

 

Palavras-chave  

Cancro do colo do útero, cromatografia de troca aniónica, DNA minicircular, membranas 
cromatográficas, miRNA-375, terapia génica, terra diatomácea. 
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Abstract 

Cervical cancer (CC) is one of the most prevalent cancers in women worldwide. This type 
of cancer is caused by the human papillomavirus (HPV), namely by its most virulent 
high-risk genotypes, HPV-16 and HPV-18. After a persistent infection, E6 and E7 
oncoproteins expressed by this virus are responsible for the inhibition and degradation 
of p53 and pRB tumor suppressor proteins. 

Gene therapy has been explored in last years due to its potential in the treatment of 
acquired and incurable diseases. This therapeutic approach is based on delivering a 
specific exogenous DNA to a host cell, to change the function of a particular molecule 
that may play an important role in the development of a disease. Minicircular DNA 
(mcDNA) has become a promising non-viral DNA vector, because it lacks prokaryotic 
sequences, which are considered harmful (such as antibiotic resistance genes, replication 
origin, and CpG motifs that are generally associated with safety issues) and, because it is 
a small dimension vector when compared with the conventional plasmid DNA (pDNA), 
thus presenting better transfection efficiency, cell permanence and gene expression. 
Additionally, the micro RNAs have been identified as gene silencers that degrade or 
inactivate a specific target messenger RNA. Particularly, micro-RNA-375 (miR-375) has 
been proven to silence the expression of E6 and E7 oncoproteins in high-risk HPV-
infected cells.  

Thus, the present work aims the production and purification of a mcDNA vector that 
encodes the pri-miR-375 gene, which can be used for gene therapy against CC in the 
future. However, the biotechnological process to obtain mcDNA involves several steps 
(namely centrifugations; concentration with organic solvents; clarification with high salt 
concentrations; purification methods consisting of molecular exclusion or affinity 
chromatography that are time-consuming or are not available commercially, 
respectively) that make the downtream process quite expensive from the pharmaceutical 
industry's point of view, leading that the development of alternative strategies become 
essential.  

Therefore, this Master thesis a new mcDNA recovery approach, based on the crude lysate 
treatment with diatomaceous earth to promote direct filtration and removal of all cell 
debris and precipitated impurities. Moreover, this step will be combined with a second 

step using a Sartobindâ chromatographic membrane to purify DNA and eliminate the 

RNA. This approach allows the substitution of several steps pre-established for the lysate 
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preparation, namely the cell debris centrifugation at the end of alkaline lysis, the 
isopropanol concentration step and respective centrifugation, and the ammonium 
sulfate clarification step and respective centrifugation, saving a lot of time in the global 
process, resources and environmental impact. In the purification step, anion exchange 
chromatography was explored using two Sartobind® membranes, Sartobind® Q75 and 
Sartobind® D75. After some preliminary studies of equilibrium and elution conditions, it 
was optimized the elimination of large amount of RNA directly into the flowthrough, 
after loading the simplified lysate sample, and the remaining RNA was eliminated during 
an increasing NaCl gradient. The efficiency of both steps of this combined process was 
proven through the quantification of recovered samples at the end of each step, using a 
well-studied CIMac™ pDNA analytical column and band density of the agarose 
electrophoresis gel. 

Overall, both studies prove the combined strategy’s efficiency. This new simpliflied lysate 
preparation approach makes the process faster, starting in about 40 min, while the 
convencional approach takes approximately 180 min. As for the purification of lysate, 
with the membrane Sartobind® Q75 was possible obted an almost total recovery of DNA 

(» 100%), with a purity greater than 99%. Although further studies are needed to improve 

the isolation and maximize the yield of the recovered mcDNA vector. Thus, it is expected 
that this combined strategy can be scaled-up and successfully applied in the 
pharmaceutical industry to purify the DNA vectors in a faster and more economically 
way. 

 
 

Keywords 

Anion exchange chromatography, cervical cancer, chromatographic membranes, 
diatomaceous earth, gene therapy, minicircle DNA, miRNA-375. 
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Capítulo 1 – Introdução 

1.1. Cancro 
O cancro é uma doença que provoca alterações fisiopatológicas inerentes ao processo de 
divisão celular e, tem um enorme destaque como um importante distúrbio responsável 
por um grande número de mortes em todo o mundo [1]. Atualmente, o cancro é 
considerado a principal causa de morte da humanidade. De acordo com a Organização 
Mundial de Saúde (OMS), as últimas estimativas feitas referem cerca de 19,3 milhões de 
novos casos e quase 10 milhões de mortes por cancro no ano de 2020 [2]. De ano para 
ano, a carga de incidência e a mortalidade associada ao cancro tem vindo a crescer 
rapidamente devido essencialmente a fatores como o crescimento e envelhecimento 
populacional, mudanças sociais, económicas e estilo de vida [3]. Tendo em conta estes 
fatores estima-se que em 2040 haja um aumento de cerca de 47% de casos em relação a 
2020 o que corresponderá a cerca de 28,4 milhões de casos de cancro [2].  

1.1.1. Cancro do colo do útero 
O cancro do colo do útero ou cancro cervical é, atualmente, o quarto cancro 
diagnosticado com mais frequência e a quarta principal causa de morte entre as 
mulheres. No ano de 2020, teve uma incidência de cerca de 604 mil novos casos (Figura 
1), sendo responsável por 342 mil mortes no mundo [2]. A disparidade de casos entre 
mulheres com cancro do colo do útero em países desenvolvidos e mulheres que vivem 
em locais com poucos recursos é cada vez mais evidente. Por exemplo regiões como 
África Subsariana e América do Sul veem as taxas de incidência a aumentar, enquanto 
que em países da Europa, mais desenvolvidos e considerados de altos rendimentos, as 
taxas estão a diminuir rapidamente prevendo-se a possível eliminação do cancro do colo 
do útero nas próximas décadas nestas zonas do mundo [4]. Numericamente, em cada 
dez mulheres que morrem devido a este cancro, nove delas vivem em países de médios e 
baixos rendimentos. Este contraste deve-se essencialmente às medidas de rastreamento 
e prevenção da doença e aos programas de vacinação existentes nos países desenvolvidos 
e que são praticamente inexistentes ou inacessíveis em países menos desenvolvidos [4,5].  
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Figura 1. Taxa de incidência do cancro do colo do útero no mundo, em mulheres, no ano 2020. Adaptado de 
[2]. 

1.2. Vírus do Papiloma Humano  
O vírus do Papiloma Humano (HPV) é o principal fator associado ao desenvolvimento 
do cancro do colo do útero. Este vírus, de entre todas as neoplasias malignas relacionadas 
ao HPV, é a causa mais importante de morbidade e mortalidade em todo o mundo, 
estando associado a cerca de 99,7% de todos os casos de cancro do colo do útero [6,7].  

Até à data, já foram reconhecidos cerca de 200 genótipos de HPV, mas apenas alguns 
estão relacionados com infeções que podem persistir e progredir para cancro cervical. Os 
outros genótipos estão relacionados com os cancros como orofaríngico, vulvar, vaginal e 
peniano [8]. Visto ser um dos fatores mais importantes para o desenvolvimento de 
cancro do colo do útero, é necessário compreender a constituição e atuação do HPV para 
que se possam desenvolver estratégias adequadas à sua prevenção.  

Sendo assim, o HPV pertencente à família Papillomaviridae, pode ser classificado em 
cinco géneros: alfa, beta, gama, mu e nu. Enquanto os restantes géneros infetam locais a 
nível cutâneo, podendo ser eliminados por uma resposta imune ao longo do tempo, os 
tipos de HPV do género alfa infetam principalmente as superfícies mucocutâneas 
anogenitais, em que alguns deles podem conter vírus com potencial oncogénico [9]. 
Dependendo do potencial cancerígeno, os tipos alfa-HPV são ainda divididos como de 
baixo risco (podem causar verrugas anogenitais ou até ser assintomáticos) e de alto risco 
(oncogénicos). De entre os tipos de alto risco (HPV-16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 
58 e 59), encontram-se o HPV-16 e o HPV-18, que estão associados a cerca de 70% dos 
casos existentes, sendo o HPV-16 considerado o tipo mais oncogénico [5,10].  
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O HPV é um vírus que pode ser transmitido sexualmente. O momento em que uma 
mulher apresenta maior risco de infeção por HPV corresponde ao período de maior 
atividade metaplásica (na região entre o epitélio escamoso da ectocérvice e o epitélio 
colunar da endocérvice), que ocorre na puberdade e após a primeira gravidez. Assim, um 
início precoce da atividade sexual aumenta o risco de infeção por HPV, podendo ainda 
estar associado a outras infeções sexualmente transmissíveis [5,6].  

A infeção por HPV é considerada transitória pois, é normalmente eliminada ao longo do 
tempo pelo sistema imunológico, não levando ao aparecimento de cancro [11]. Cerca de 
90% das lesões pré-cancerígenas regridem espontaneamente ou são mesmo eliminadas 
em 12 a 36 meses [6]. Por outro lado, se ocorrerem alterações no genoma viral e/ou na 
célula hospedeira durante vários anos, a infeção transitória pode tornar-se persistente e, 
se o sistema imunológico não for capaz de a detetar e até mesmo eliminar pode progredir 
para cancro [11].  

A doença cervical que precede o cancro cervical resultante da infeção por HPV, é uma 
doença bastante comum. Esta pode ser detetada através da realização do exame do 
Papanicolau, onde se faz a raspagem de células da superfície do colo do útero para serem 
examinadas ao microscópio de maneira a serem identificadas. A doença cervical pode ser 
classificada por um sistema de três estágios, chamado “neoplasia intraepitelial cervical” 
(CIN – “Cervical Intraepithelial Neoplasia”) ou por um sistema de apenas dois estágios, 
denominado “lesão intraepitelial escamosa” (SIL – “Squamous Intraepithelial Lesion”). 
A lesão intraepitelial escamosa de baixo grau (LSIL – “Low grade SIL”), corresponde ao 
CIN1 e é considerada a infeção transitória do HPV, tendo uma baixa progressão para 
cancro cervical. No caso de lesão intraepitelial escamosas de alto grau (HSIL – “High 
grade SIL”), correspondente aos CIN2 e CIN3, na maior parte dos casos já representam 
uma infeção persistente. Podemos dizer então, que estamos na presença de uma doença 
pré-cancerosa. Com um pouco menos de casos comparativamente à CIN1, mas cerca de 
60% também regridem espontaneamente. Pode haver uma progressão de CIN1 para 
CIN3 [6,11].  

1.2.1. Genoma do HPV 
O genoma do HPV (representado na Figura 2) é constituído por uma dupla cadeia de 
DNA, composta por aproximadamente 8000 pares de bases. Apresenta uma estrutura 
icosaédrica, sem envelope, de cerca de 60 nm de diâmetro. O seu genoma contém oito 
quadros de leitura abertos (ORFs – “Open Reading Frames”), divididos em três regiões 
distintas: região precoce ou inicial (E – “Early”)), região tardia (L – “Late”) e a região de 
controlo longa (LCR – “Long Control Region”) [12] .  
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A região denominada precoce (4000pb) compreende seis proteínas iniciais, em que três 
delas são proteínas reguladoras (E1, E2 e E4) e as restantes são oncoproteínas (E5, E6 e 
E7). As oncoproteínas são responsáveis pela replicação viral e transformação da célula 
infetada, estando as suas funções especificadas na Tabela 1. A região tardia, é composta 
por 3000pb e codifica duas proteínas estruturais, L1 e L2, que constituem o capsídeo do 
vírus (L1 é o principal componente do capsídeo e L2 o componente secundário). Por 
último, a LCR controla a replicação do DNA viral (contem a origem da replicação) e os 
elementos reguladores da transcrição (constituída por cerca de 1000pb) [12,13]. 

 
Figura 2. Estrutura do genoma do HPV. Adaptado de [11]. 

Tabela 1. Principais funções dos genes do HPV. Adaptado de [7,10]. 

Gene Principal função 

E1 Controla a replicação viral 
E2 Regula a replicação do DNA viral 

E4 
Pode mediar a liberação de partículas virais desestabilizando a rede de 
citoqueratinas 

E5 Interage com fatores de crescimento 
E6 Oncoproteína que interage com a proteína p53 
E7 Oncoproteína que interage com a proteína pRb 
L1 Proteína de cápside maior 
L2 Proteína de cápside menor 
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1.2.2. Ciclo de vida do HPV 
A infeção por HPV acontece através de uma microferida, em que as células basais em 
proliferaçãp do epitélio estratificado exposto são infetadas. Esta infeção inicial torna o 
promotor inicial ativo, resultando na expressão da helicase viral E1, que juntamente com 
E2, facilita o estabelecimento da replicação viral: os genomas virais são estabelecidos no 
núcleo das células infetadas como epissomas que são rapidamente amplificados para 50-
100 cópias por células. Nesta fase, os epissomas são mantidos em baixo número de cópias 
nos queratinócitos basais em divisão ativa, juntamente com o DNA celular. À medida que 
as células basais infetadas se dividem, o DNA viral é dividido em células filhas (uma 
célula permanece na camada basal, mas a outra célula migra para longe), iniciando a 
diferenciação epitelial. A diferenciação dá início à fase produtiva do ciclo de vida viral, 
levando à ativação do promotor tardio, expressão dos genes virais tardios (E4, E5, L1 e 
L2) e a elevados níveis de E1 e E2 que conduzem à amplificação do genoma viral para 
milhares de cópias por célula. A libertação do vírus mantem-se restrita à camada 
superior do epitélio, graças às proteínas estruturais que constituem o capsídeo, que são 
expressas apenas em células suprabasais, altamente diferenciadas. Nesta fase, as 
proteínas E6 e E7 atuam desregulando os pontos de verificação do ciclo celular normal, 
fazendo com que as células epiteliais normais que tendem a sair do ciclo celular, voltem 
para um ambiente G2 que fornece fatores celulares necessários para a replicação viral 
reprodutiva. Como vai ser descrito detalhadamente mais à frente, as proteínas E6 e E7 
desregulam a proliferação celular e tem como alvo as proteínas supressoras de tumor p53 
e pRB, respetivamente [14]. 

1.2.3. Oncoproteínas E6 e E7 
As oncoproteínas E6 e E7 do HPV são pequenas proteínas de 150 e 100 aminoácidos, 
respetivamente, que apesar de não lhes ser conhecida atividade enzimática têm a 
capacidade de manipular a atividade da célula hospedeira ao ligarem-se a proteínas 
celulares formando complexos celulares [6,15]. Estas oncoproteínas tem extrema 
importância na carcinogénese ligada ao HPV, devido à sua capacidade de inativação das 
vias supressoras de tumor [15]. A proteína E6 liga-se à proteína supressora de tumor p53, 
enquanto a E7 se liga à proteína supressora de tumor do retinoblastoma (pRb). Em 
ambos os casos, as oncoproteínas levam à degradação das proteínas supressoras de 
tumor, causando a proliferação celular descontrolada, transformação e formação de 
tumor [5]. 

A oncoproteína E6 pode induzir a degradação da p53, dificultando a sua função como 
regulador da cascata de sinalização da apoptose. Através da ligação à proteína E6AP 
(ubiquitina ligase), ocorre uma alteração estrutural na E6, o que permite a sua ligação à 
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proteína p53, formando um complexo trimérico E6/E6AP/p53. Esta ligação pode 
prejudicar a ativação transcricional ou repressão de promotores responsivos à p53, 
impedindo assim a sua ligação a motivos específicos de DNA e levando à degradação por 
ubiquitinação da p53. Com a inativação da função da p53, ocorre o favorecimento da 
replicação continua do DNA danificado e a sobrevivência celular anormal (proliferação 
celular), que de outra forma poderia ser reparada ou eliminada pela indução da apoptose 
quando a p53 é expressa em níveis normais [6,16]. 

A pRb, é a proteína responsável por regular negativamente o fator de transcrição E2F. 
Quando a oncoproteína E7 está presente, liga-se à pRb causando a sua inativação e 
degradação. Consequentemente, a pRb perde a capacidade de regular o fator E2F, 
passando este a ativar e libertar os genes alvo E2F promotores da proliferação celular 
[6]. 

A ação destas duas oncoproteínas é potenciada com a sua conjugação. A oncoproteína 
E7, quando atua sozinha, apesar de levar à contínua proliferação celular por inativar a 
pRb (e outros fatores), pode ser neutralizada quando a p53 induz a apoptose. No entanto, 
com a ação conjugada de E6, a formação do complexo trimérico que degrada 
proteoliticamente a p53, impede que esta bloqueie a possível resposta apoptótica à 
oncoproteína E7 e leva ao crescimento descontrolado de células anormais [15]. 

Apesar das proteínas E6 e E7 serem consideradas os principais agentes causadores da 
transformação celular de células infetadas por HPV, também a proteína E5 apresenta 
atividade carcinogénica. Esta proteína interage com o fator de crescimento epidérmico 
(EFG), que é um estimulador de crescimento celular, o que promove o aumento da 
proliferação celular e uma progressão do tumor [16]. 
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1.3. Terapia génica 
Atualmente, o tratamento do cancro do colo do útero, quando em estado inicial da 
doença, passa por recorrer a cirurgia para se remover o tecido cancerígeno, por vezes 
acompanhada por quimioterapia ou radioterapia. Após a cirurgia, é comum seguir-se 
para a radioterapia, quando se trata de casos de cancro localizado e não metastático. No 
entanto, apesar de apresentar resultados satisfatórios em inúmeros casos, quando este 
tratamento não se mostra eficaz ou quando é necessário que o tratamento abranja todo 
o organismo (devido a possíveis metástases do tumor), recorre-se à quimioterapia. Este 
tratamento envolve a administração de substâncias citotóxicas, como por exemplo, 
agentes alquilantes, antimetabólitos, antibióticos antitumorais, inibidores de 
topoisomerase e costicosteróides [17], que podem interferir na proliferação celular, 
levando à morte das células cancerígenas e impedindo o crescimento do tumor. Contudo, 
durante a sua atuação, estes dois tratamentos não têm a capacidade de diferenciar o 
tecido cancerígeno do tecido saudável. Este facto leva a uma citotoxicidade significativa 
que pode provocar efeitos secundários e provocar desconforto no paciente, não sendo 
garantido no final a eliminação total do cancro [16]. Assim, torna-se urgente e 
fundamental o desenvolvimento de novas estratégicas terapêuticas que sejam 
direcionadas, eficientes e duradoras na eliminação de células cancerígenas, tal como é 
exemplo a terapia génica. 

A terapia génica foi originalmente concebida como uma técnica para tratar doenças 
relacionadas com distúrbios genéticos, e está atualmente amplificada a outras doenças 
como tumores cancerígenos e doenças infeciosas. Apesar de ser um conceito conhecido 
há várias décadas, foi desde o início da década de 1990, altura em que ocorreu o primeiro 
ensaio clínico, que começaram a surgir novas técnicas e uma maior compreensão sobre 
uma entrega de genes mais eficaz aos tecidos alvo. Apesar de todos os obstáculos, 
passados quase 30 anos já se encontram 16 produtos aprovados globalmente recorrendo 
à terapia génica (descritos na Tabela 2, com respetiva indicação da doença em que podem 
ser aplicados) [18]. Seis terapias génicas receberam aprovação no mundo ocidental, 
sendo as restantes aprovadas em países como a China, Filipinas, República da Coreia, 
Japão, Arábia Saudita e Turquia [18,19]. 
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Tabela 2. Produtos aprovados para terapia génica e respetivo tratamento. Adaptado de [18]. 

Produto de 
terapia génica 

Data de 
autorização 

Tratamento 

Gendicine® 
Outubro 2023 

(China) 
Carcinoma espinocelular da cabeça e pescoço 

Oncorine® 
Novembro 2005 

(China) 
Cancro da nasofaringe refratário em estágio 
avançado 

Rexin-G® 
Dezembro 2007 

(Filipinas) 
Um amplo espetro de cancros intratáveis  

Neovasculgen® 
Dezembro 2011 

(Russia) 
Doença arterial periférica, incluindo isquemia 
crítica do membro 

Glybera® 
Julho 2012  

(UE) 
Deficiência de lipoproteína lipase reversa 

Imlygic® 
Outubro 2015 

(EUA) 
Melanoma  

Strimvelis® 
Maio 2016  

(UE) 
Imunodeficiência combinada grave devido à 
deficiência de adenosina desaminase 

Zalmoxis® 
Agosto 2016  

(UE) 
Doença do enxerto versus hospedeiro 

Invossa® 
Julho 2017 

(República da 
Coreia) 

Osteoartrite do joelho 

Kymiah® 
Agosto 2017  

(EUA) 
Leucemia linfoblástica aguda de células B;  
Linfoma de Hodgkin 

Yescarta® 
Outubro 2017 

(EUA) 
Linfoma de Hodgkin 

Luxturna® 
Dezembro 2017 

(EUA) 
Amaurose congénita de Leber;  
Retinite pigmentosa 

Onpattro® 
Agosto 2018  

(EUA) 
Polineuropatia da amiloidose hereditária em 
pacientes mediados por transtirretina 

Zolgensma® 
Maio 2019 

(EUA) 
Espinhal muscular 

Zynteglo® 
Maio 2019  

(UE) 
Beta-talassemia 

Givlaari® 
Novembro 2019 

(EUA) 
Porfiria hepática aguda em adultos 
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A terapia génica baseia-se então no princípio da entrega de uma sequência específica de 
DNA exógeno a uma célula hospedeira, a fim de alterar a função de uma determinada 
molécula que pode desempenhar um papel importante e estar relacionado com o 
desenvolvimento de uma doença [20]. Mais especificamente, o objetivo da terapia génica 
para doenças genéticas consiste em levar à expressão do gene que é transferido em níveis 
elevados e a longo prazo para garantir um efeito terapêutico (sendo assim denominada 
de terapia génica de substituição). Esta abordagem visa restaurar uma função celular, 
fornecendo uma cópia funcional do gene mutado, por exemplo. Outra abordagem 
possível consiste na supressão do gene prejudicial, reduzindo a sua expressão via RNA 
de interferência. Uma terceira abordagem mais recente, que ainda não foi aplicada em 
ensaios clínicos, consiste em técnicas de edição do genoma para correção do gene mutado 
na sua localização genómica precisa, por meio de recombinação homóloga com um 
modelo de doador ou via adição de bases [19]. 

Até à data, a maioria dos ensaios clínicos de transferência de genes consiste no 
tratamento de doenças cancerígenas [19]. Desde o início (1988) até 2020, já foram 
realizados cerca de 1373 ensaios (65,2%) clínicos aplicando a terapia génica contra o 
cancro (Figura 3) [18].  

 
Figura 3. Distribuição de ensaios clínicos de terapia génica, nas principais categorias de doenças. Adaptado 
de [18]. 

O sucesso da terapia génica depende muito do desenvolvimento de vetores de genes 
seguros e de estratégias de entrega desses genes que permitem chegar diretamente às 
células cancerígenas, evitando assim os efeitos colaterais fora das células alvo que podem 
ocorrer durante o tratamento de quimioterapia por exemplo. Os sistemas de entrega 
utilizados para introduzir genes exógenos nas células alvo, podem ser agrupados em dois 
tipos: vetores virais (sendo os vírus mais usados, o retrovírus, lentovirus, Adenovírus 
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(Ad), vírus Adeno-associados (AAV) ou vírus herpes simples) e os vetores não virais (tais 
como, lipossomas, poliplexos, nanopartículas, etc). Os vetores não virais apresentam 
baixa imunogenicidade e elevada segurança, mas a eficiência de transfeção de células 
eucarióticas é menor do que os vetores virais [20,21]. Para ajudar  na eficácia de alguns 
destes vetores, podem ser aplicados métodos de entrega físicos (microinjeção, 
eletroporação, sonoporação, ultrassons, entre outros) [20]. 

Sendo os principais efeitos tumorogénicos do HPV atribuídos à expressão dos oncogenes 
E6 e E7, que apenas estão presentes em células infetadas, estes tornam-se alvos ideais 
para o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas. Desta forma, algumas 
abordagens consistem em bloquear a expressão dos oncogenes e restaurar a função das 
proteínas supressoras de tumor. Por exemplo, através do uso de vetores de Ad 
recombinantes que expressam miRNAs artificiais direcionados aos trasncritos de E6, é 
possível atingir in vitro o knockdown de E6 em células HeLa e SiHa, levando à morte 
celular pós apoptose pela via intrínseca [21].  

1.3.1. Micro RNAs 
Os micro RNAs (miRNAs) são pequenos RNAs não codificadores (ncRNA) de cadeia 
simples (19-25 nucleótidos de comprimento), que regulam a expressão génica 
principalmente pela ligação a motivos de sequência localizados na região 3’ não traduzida 
(3’-UTR) dos transcritos de mRNA [22]. Com base no seu papel na carcinogénese, podem 
ser classificados como miRNAs oncogénicos (oncomiRs), que são regulados 
positivamente em células cancerígenas e consequentemente suprimem a expressão de 
genes supressores de tumor e encadeiam a carcinogénese; ou como miRNAs supressores 
de tumor (tsmiRs), que são regulados negativamente nas células cancerígenas e, assim, 
permitem o aumento da expressão do oncogene favorecendo a malignidade [23]. Desta 
forma, os microRNAs desempenham assim um papel fundamental no desenvolvimento, 
progressão e disseminação do cancro [22]. Considerando que o genoma humano codifica 
centenas de miRNAs que estão associados a várias doenças, incluindo o cancro, a 
desregulação da expressão desses miRNAs vai influenciar fortemente a progressão dessa 
doença [23].  

A biogénese destas moléculas inicia-se com a transcrição dos miRNAs, pela RNA 
polimerase II, dando origem a miRNA primário (pri-miRNA). Ainda no núcleo, uma das 
extremidades do pri-miRNA é clivada por um complexo microprocessador (que 
compreende a enzima Drosha, e outras como, a enzima RNase III, a proteína de ligação 
dupla de RNA e a região DGCR8) originando um miRNA precursor (pré-miRNA). O pré-
miRNA é transportado para o citoplasma, por interação direta com o recetor de 
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exportação Exportina 5 (Exp5), onde a outra extremidade é clivada pela enzima Dicer, 
produzindo uma molécula de miRNA de cadeia dupla. A molécula de miRNA de cadeia 
dupla, através de um processo denominado carregamento do complexo silenciador 
induzido por RNA (RISC), é entregue a um membro da família de proteínas, a Argonaute 
(AGO), que seleciona uma cadeia que continua associada ao RISC, e transforma-se no 
miRNA maduro, descartando a outra cadeia que sofre degradação. Este complexo 
funcionará como inibidor da síntese de proteínas alvo (Figura 4) [24,25].  

 
Figura 4. Representação da biogénese canónica de miRNAs. Adaptado de [24]. 

Uma das características do miRNA é a sua capacidade de regular moléculas e processos 
com funções e vias de sinalização semelhantes (pleiotropia), o que pode tornar os efeitos 
biológicos fora do alvo uma preocupação. No entanto, respostas inespecíficas 
semelhantes também ocorrem com a terapêutica tradicional que visa genes codificadores 
de proteínas únicas [26].  

1.3.1.1. Micro RNA-375 (miR-375) 
Nos últimos anos, a regulação da expressão génica mediada por miRNAs tem-se tornado 
um tópico importante, devido aos seus papéis críticos no desenvolvimento do cancro. Em 
particular em pacientes com cancro do colo do útero, o nível de miR-375 encontra-se 
diminuído (regulação negativa). No entanto, se o miR-375 for regulado positivamente 
pode atenuar a proliferação, migração e invasão de células de carcinoma cervical, tendo 
um efeito semelhante aos genes supressores de tumor [27–29]. Wang e colaboradores 
demonstraram este comportamento num estudo, através de células SiHa e CaSki 
transfetadas com um miR-375 mutado, em que a superexpressão do miR-375 causou a 
paragem significante do ciclo celular em G2, sugerindo que o aumento dos níveis de miR-
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375 bloqueia a transição da fase G1 para a fase S e inibe consequentemente a progressão 
do ciclo celular nas células cancerígenas cervicais [30].  

O miR-375 é um importante supressor de tumor que pode regular negativamente os 
transcritos de HPV-16 e 18 e suprimir as oncoproteínas E6, E7 e E6AP. Jung e 
colaboradores, mostraram pela primeira vez como o miRNA celular (miR-375) interage 
com os transcritos E6 e E7 dos  HPV-16 e 18 , reduzindo a sua expressão. Estes autores 
demostraram através da suplementação de miR-375 em células cancerígenas positivas 
para HPV, que este suprime os componentes oncogénicos, assegurando o 
restabelecimento dos níveis de expressão dos principais supressores de tumor p53 e pRb, 
e regulando assim, o ciclo celular [31].  

No entanto, a via que leva à diminuição do miR-375 no cancro cervical, não é clara. 
Noutro estudo, usando células HeLa e CaSki, observou-se que o miR-375 e a Dicer (a 
enzima já referida anteriormente como uma enzima crítica no processamento de pré-
miRNAs em RNA maduro) estão ambos diminuidos e correlacionados positivamente, 
nos tecidos cervicais [32]. De facto, uma menor expressão da Dicer nos tecidos do cancro 
cervical está associada aos estágios de tumor e à metástase [33]. Assim, ao observar-se 
que a superexpressão do miR-375 também aumentou o nível de Dicer nas células, pôde-
se concluir que existe uma regulação reciproca, através da TAp63β, entre o miR-375 e a 
Dicer [32].  

1.4. DNA plasmídico (pDNA) 
Os plasmídeos são pequenas moléculas de DNA circular, constituídos por uma cadeia 
dupla e têm capacidade de se auto-replicar dentro de um hospedeiro adequado. Estas 
moléculas podem apresentar diferentes conformações que diferem na carga, tamanho, 
hidrofobicidade e na exposição das suas bases, nomeadamente a isoforma linear, circular 
aberta (oc) e superenrolada (sc) [34]. 

Considerada nos últimos anos uma biomolécula promissora e comumente usada em 
terapia génica, o pDNA tem sido utilizado para vários estudos a nível mundial. Devido 
ao risco de biossegurança associado à entrega de genes com vetores virais, o interesse e 
estudo dos vetores não virais tem aumentado fortemente no sentido de melhorar a sua 
eficiência de entrega de genes às células alvo. [35]. Desde a fácil manipulação até à sua 
produção de baixo custo, os investigadores consideram a molécula de pDNA muito 
atraente tanto para a terapia génica como para produção de vacinas de DNA [36]. No 
entanto, a conversão de abordagens baseadas no pDNA em produtos farmacêuticos reais 
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ainda é severamente prejudicada por inúmeras preocupações associadas às correlações 
estrutura-atividade do pDNA [37].  

Os vetores plasmídicos podem ser subdivididos numa unidade transcricional que contém 
o gene terapêutico de interesse (GOI – “Gene Of Interest”) e as sequências reguladoras, 
e uma unidade com sequências bacterianas que incluem o gene de resistência a 
antibióticos, a origem de replicação (ORI) e motivos CpG. Algumas destas sequências são 
necessárias para a produção do pDNA dentro da célula hospedeira, mas podem causar 
sérios problemas de segurança biológica [35]. Nomeadamente, as sequências bacterianas 
e os motivos CpG, podem desencadear respostas imunes adversas quando entregues ao 
paciente, causando sérios problemas de biocompatibilidade. A presença de marcadores 
de seleção de antibióticos também é uma desvantagem adicional, uma vez que pode 
ocorrer a transferência de genes de resistência para a flora bacteriana humana. Além 
disso, o silenciamento do transgene em células eucarióticas ocorre logo após a 
administração do pDNA, o que é um grande obstáculo que enfatiza ainda mais as 
limitações associadas a esta biomolécula [37]. 

1.5. DNA minicircular (mcDNA) 
No sentido de ultrapassar as limitações referentes ao pDNA, têm surgido ultimamente 
diferentes estratégias, tendo-se aprofundado o potencial de uma geração de pequenas 
cassetes plasmídicas, os chamados DNAs minicirculares (mcDNAs). O mcDNA é 
classificado como um vetor de expressão genética circular não viral, epissomal, 
covalentemente fechado, e que geralmente é biossintetizado em bactérias 
recombinantes, que consistem em “backcones” minimalistas, mas com o potencial de 
atender a todos os requisitos clínicos de expressão genética segura e duradoura [38]. 

O mcDNA é uma molécula de DNA composta exclusivamente por sequências eucarióticas 
[39], que foi isolada pela primeira vez por Cozzarelli e colaboradores, em 1968, através 
da estirpe Escherichia coli (E. coli) 15 [40]. A ausência de sequências procarióticas 
necessárias para a amplificação bacteriana, nomeadamente, a região de resistência a 
antibióticos e a origem de replicação, melhora a biocompatibilidade e eficácia do mcDNA 
em comparação com o pDNA. Além disso, as moléculas de mcDNA apresentam menores 
dimensões, o que as torna mais estáveis, aumenta a biodisponibilidade e melhora a 
eficiência de transfeção e consequentemente a atividade biológica devido aos maiores 
níveis de expressão da proteína terapêutica [39]. Uma expressão prolongada do gene alvo 
pode ser alcançada pela redução da morte de células transfetadas por inflamação devido 
a respostas a motivos CpG quando os plasmídeos são entregues por transportadores 
lipídicos [41].  
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Apesar de ter sido projetado para superar as limitações do pDNA, o mcDNA deriva de 
um pDNA, chamado plasmídeo parental (PP). Este contém sequências específicas, como 
os sítios de recombinação att, loxP, MRS ou attP/attB, que permitem a sua recombinação 
em duas moléculas filhas, o mcDNA e o mini-plasmídeo (mP) [42]. O mcDNA, contem 
apenas as sequências eucarióticas responsáveis pela ação terapêutica pretendida, 
enquanto que o mP retém todas as sequências procarióticas originalmente excisadas do 
PP [43]. 

1.5.1. Produção de DNA minicircular 
A produção de mcDNA é realizada in vivo, numa estirpe de E. coli geneticamente 
modificada, através da indução da recombinação intramolecular de um PP [44]. Após a 
amplificação do PP, a fase de indução externa de bactérias vai ativar a expressão dos 
genes que codificam a maquinaria responsável pela conversão de modelos de PP em 
mcDNA, através da adição de um indutor (como, por exemplo, a L-arabinose), e 
começam a gerar os biofármacos de interesse – fase de recombinação. A recombinação 
depende da expressão de recombinases específicas (enzimas bacteriófagas que medeiam 
a reação de troca nestes substratos), que atuam sobre duas sequências de 
reconhecimento (locais de ancoragem híbridos específicos). Estes sítios estão 
estrategicamente colocados no backbone do PP, flanqueando as regiões responsáveis 
pela replicação em E. coli (backbone procariótico) e a parte eucariótica que contem o 
gene de interesse. Durante o processo de recombinação, as recombinases reconhecem e 
ligam-se aos sítios híbridos nos moldes de PP e a troca/remontagem da cadeia é 
promovida, dando origem a duas moléculas circulares covalentemente fechadas, o 
mcDNA e o mP. Cada um dos vetores contem dois novos locar híbridos, respetivamente 
(Figura 5) [38,44]. 

 

Figura 5. Representação esquemática da produção do vetor de DNA minicircular (mcDNA) a partir do 
plasmídeo parental (PP). Adaptado de [45]. 
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O desenvolvimento de sistemas de produção de mcDNA tem-se focado em aumentar a 
eficiência de recombinação e minimizar formas multiméricas, recorrendo a diferentes 

recombinases induzíveis das famílias da tirosina (l-integrase, Cre-recombinase e FLP-

recombinase) e da serina (ΦC31-integrase e ParA-resolvase) [44].  Um dos casos, foi o 
estudo feito por Chen e colaboradores, que desenvolveram um sistema de recombinação, 
usando a estirpe E. coli ZYCY10P3S2T geneticamente modificada, o que permitiu a 
degradação das moléculas contaminantes através da inclusão de um sítio de sequência 
específica (32x -SceI) reconhecível pela endonuclease I-Scel na região procariótica. 
Assim, operando sob a regulação de um promotor pBAD/AraC, a ΦC31-integrase e a 
endonuclease I-Scel são expressas após adição do indutor L-arabinose. Após o processo 
de indução, a enzima recombinase ΦC31 realiza a conversão do PP em mP e em mcDNA, 
através do reconhecimento das sequências de recombinação attB e attP. Em seguida, as 
moléculas de PP e mP são degradadas pela endonuclease I-SceI, que reconhece o local 
de restrição 32x SceI presente nestes dois vetores [46]. 

Apesar de poderem ocorrer certos eventos, como o descrito anteriormente, para 
promover a clivagem e eliminação de mP e impurezas não combinadas de PP, cada 
processo pode ter um impacto diferente no seu processamento downstream. O conteúdo 
resultante do processamento recombinante, em que o mcDNA é frequentemente 
contaminado com PP, afeta não apenas o rendimento final de mcDNA, mas também o 
seu grau de pureza. Deste modo, tornam-se necessários métodos de purificação 
eficientes para o isolamento da biomolécula de interesse, das restantes impurezas PP e 
mP, que apresentam propriedades estruturais e químicas análogas ao mcDNA [42].  

1.5.2. Clarificação de DNA minicircular 
O processo downstream tem como objetivo a obtenção de um produto final com 
qualidade de acordo com recomendações e especificações das agências reguladoras, 
como a FDA ("Food and Drug Administration”). Este processo normalmente é dividido 
em três etapas: recuperação, purificação intermediária e polimento. No primeiro passo, 
a biomassa produzida durante a fermentação é recolhida através de centrifugação ou 
microfiltração. Subsequentemente, é necessário proceder à lise celular para libertação do 
mcDNA. Esta disrupção celular pode ser realizada através de métodos físicos ou 
químicos, sendo a lise alcalina o método mais utilizado [34]. A lise celular causa a rutura 
da membrana celular por meio do uso de pH elevado, um detergente (SDS) e uma base 
forte como NaOH, levando à libertação de todos os componentes intracelulares [47]. Na 
segunda etapa, procedimentos de clarificação e pré-purificação são realizados para 
diminuir os níveis de impurezas no lisado, como restos celulares, RNA, gDNA, 
endotoxinas e proteínas. A pré-purificação pode ser realizada por meio de ultrafiltração, 
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filtração de fluxo tangencial, precipitação, adsorção ou sistemas bifásicos aquosos [34]. 
Após a remoção dos detritos sólidos, é realizada uma redução do volume da amostra 
(concentração da amostra) utilizando álcoois como agentes precipitantes de ácidos 
nucleicos. Finalmente, uma etapa de clarificação é normalmente aplicada para 
precipitação de impurezas (RNA de alto peso molecular, gDNA, proteínas e endotoxinas) 
geralmente aplicando sais caotrópicos, como sulfato de amónio ou com outros agentes 
precipitantes como polietilenoglicol (PEG) e cloreto de cálcio [48]. 

Como referido anteriormente, algumas destas etapas consistem na aplicação de elevadas 
concentrações de sais caotrópicos e solventes orgânicos (como o isopropanol). A adição 
destes compostos representa um grande inconveniente para a indústria farmacêutica, 
não só pelo impacto económico mas também pela toxicidade e riscos ambientais 
associados à utilização de quantidades elevadas destes reagentes, não sendo assim 
recomendados pelas agências reguladoras para a preparação de mcDNA de grau 
farmacêutico [49,50]. Nos últimos anos, métodos alternativos como a clarificação 
recorrendo ao cloreto de cálcio tem surgido para superar essas limitações [51].  

1.5.3. Purificação de mcDNA  
A purificação de biomoléculas envolve a separação dos componentes em misturas 
complexas permitindo assim determinar tanto a identidade quanto a concentração de 
cada componente e, quando necessário, isolar um componente desejado de outras 
moléculas contaminantes para posterior análise. Normalmente recorresse a diferentes 
técnicas de cromatografia, que se baseiam no princípio de que, sob um determinado 
conjunto de condições, solutos individuais dissolvidos numa fase móvel irão interagir 
diferencialmente com uma fase estacionária, modificada quimicamente. Desta forma, 
são exploradas diferenças inerentes entre biomoléculas, como por exemplo, tamanho 
molecular, hidrofobicidade, especificidade de ligação e carga, a fim de conseguir a 
separação umas das outras [52].  

1.5.3.1. Cromatografia de afinidade 
A cromatografia de afinidade (AC - “Affinity Chromatography”) é um tipo de 
cromatografia líquida, que separa a molécula de interesse com base em interações 
altamente específicas entre o alvo e o ligando imobilizado (Figura 6) [53]. Utiliza como 
fase estacionária um agente de ligação (ligando) biologicamente relacionado, para o 
isolamento e purificação de determinadas biomoléculas, tirando proveito da ligação 
específica e reversível que se estabelece e mimetiza muitas interações biológicas que 
ocorrem naturalmente no organismo, tais como interações de van der Waals, pontes de 
hidrogénio, interações hidrofóbicas e iónicas. Exemplos clássicos destas interações, são 
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aquelas que ocorrem entre anticorpo e antigénio, enzima e substrato ou entre hormona 
e recetor [54,55].  

Assim, esta técnica recorre à imobilização de um dos pares de agentes de interação numa 
matriz cromatográfica (ligando de afinidade), fornecendo assim uma coluna com 
capacidade de reter seletivamente a biomolécula alvo, mesmo quando esta se encontra 
numa mistura complexa. Para a retenção do alvo, o tampão aplicado mimetiza o pH e a 
força iónica em que o ligando de afinidade estabelece o máximo de interações em 
simultâneo, o que promove a ligação do alvo, enquanto os outros componentes da 
amostra são eluídos por apresentarem pouca ou nenhuma afinidade. Os passos de 
eluição podem ser realizados aplicando um ligando competitivo, sendo esta uma eluição 
específica, ou através de mudanças de pH, força iónica ou composição da fase móvel, ou 
seja, uma eluição não específica. Assim, utilizando o ligando certo, esta técnica apresenta 
uma seletividade e simplicidade, podendo ser alcançada uma alta eficiência de 
purificação numa única etapa. Apesar disto constituir vantagens em relação ao aumento 
de seletividade e produtividade, a técnica também apresenta limitações ao nível dos 
custos mais elevados e da perda de propriedades aquando da imobilização do ligando e 
da reutilização das colunas.  [53,55].  

Almeida e colaboradores desenvolveram um método de purificação de mcDNA usando 
monolitos de lisina e de cadaverina [56]. O monolito de lisina foi capaz de isolar com 
sucesso o mcDNA, mas o rendimento de recuperação foi comprometido para alcançar 
altos níveis de pureza. Por outro lado, o suporte modificado com cadaverina mostrou 
melhor seletividade que o monolito anterior, alcançando um rendimento de recuperação 
melhor, sem perda de pureza. Em geral, apresenta-se como uma estratégia de purificação 
de mcDNA de custo reduzido, simples e prática [56].  

 
Figura 6. Cromatografia de afinidade. Adaptado de [57]. 
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1.5.3.2. Cromatografia de exclusão molecular ou filtração em gel 
Na cromatografia de exclusão molecular (SEC – “Size Exclusion Chromatography”), as 
moléculas são separadas com base nas diferenças de tamanho (Figura 7). À medida que 
as moléculas passam pela matriz empacotada numa coluna, que é constituída por esferas 
porosas, a separação é feita com base nos diferentes percursos que percorrem. As 
moléculas de menor dimensão, como RNA, endotoxinas e proteínas entram nos poros, 
sendo assim retardadas na coluna cromatográfica e demorando mais a eluírem. Já as 
moléculas como o DNA genómico e o DNA plasmídico de maiores dimensões, não 
conseguem entrar nos poros, sendo eluídas primeiro [58].  

Uma das estratégias de purificação de mcDNA envolvendo SEC consiste na utilização da 
matriz Sephacryl S-1000 SF. Esta matriz apresenta uma ampla faixa de fracionamento, 
o que favorece a separação das macromoléculas como o DNA genómico (gDNA), PP e 
mcDNA que apresentam tamanhos moleculares distintos. Utilizando esta matriz 
conseguiu-se recuperar uma amostra de mcDNA que cumpre os critérios de pureza 
estabelecidos pelas agências reguladoras [59]. 

 
Figura 7. Cromatografia de exclusão molecular. Adaptado de [60]  

1.5.3.3. Cromatografia de interação hidrofóbica 
A cromatografia de interação hidrofóbica (HIC – “Hydrophobic Interaction 
Chromatography”) é uma técnica amplamente utilizada que pode ser aplicada em 
diferentes etapas do processo downstream. As interações hidrofóbicas estão 
dependentes das moléculas de água que são a força motriz para o estabelecimento de 
ligação [61]. Ou seja, a separação das biomoléculas por HIC é promovida com base nas 
interações hidrofóbicas entre os ligandos hidrofóbicos imobilizados e as regiões apolares 
das biomoléculas (Figura 8). A ligação à matriz cromatográfica é promovida com 
elevadas concentrações de sal, nomeadamente de sulfato de amónio, que provoca a 
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remoção das moléculas de água que se encontram em torno dos grupos hidrofóbicos das 
biomoléculas e dos ligandos imobilizados, expondo-os e favorecendo a sua interação. A 
eluição é conseguida diminuindo a concentração de sal da fase móvel, o que enfraquece 
as interações anteriormente estabelecidas, ocorrendo a eluição das biomoléculas por 
ordem crescente de hidrofobicidade, ou seja, as mais hidrofóbicas eluem depois [62].  

Esta cromatografia é frequentemente usada porque o dano estrutural das biomoléculas 
é reduzido e é mantida a sua atividade biológica. A temperatura, pH e sais são fatores 
que podem ter um impacto na retenção e seletividade desta técnica, sendo assim, 
necessário uma seleção e otimização das condições para que as biomoléculas sejam 
separadas com eficiência. No entanto, a necessidade da alta concentração de sal, pode 
ser vista como uma desvantagem principalmente no que diz respeito à aplicação 
industrial desta técnica, devido aos custos associados e ao impacto ambiental no uso 
dessas concentrações de sal [62].  

Num estudo feito por Alves e colaboradores, foi estabelecida uma estratégia de 
purificação para o mcDNA recorrendo a uma primeira etapa de digestão enzimática e 
posteriormente usada HIC para isolamento de mcDNA. No entanto, apesar desta técnica 
providenciar bons resultados para isolar mcDNA, requer o uso de elevadas 
concentrações de sal para a HIC o que representa um custo adicional. Assim, a produção 
em larga escala torna-se demasiado dispendiosa [63].   

 
Figura 8. Cromatografia de interação hidrofóbica. Adaptado de [57]. 

1.5.3.4. Cromatografia de troca iónica 
A cromatografia de troca iónica (IEX – “Ion Exchange Chromatography”) também 
envolve uma fase móvel e uma estacionária e a separação das moléculas é baseada na 
carga [64]. A IEX é aplicada para a purificação de proteínas, enzimas, anticorpos, 
péptidos, aminoácidos e ácidos nucleicos, bem como hidratos de carbono mais simples e 
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compostos orgânicos. A sua grande capacidade de manipulação de amostras, a ampla 
aplicabilidade, custos moderados, alta capacidade de resolução e a facilidade de aumento 
de escala e automação, tornam esta técnica cromatográfica das mais versáteis e 
amplamente utilizadas para purificação de biomoléculas [52]. 

Tipicamente, a fase móvel consiste num sistema tampão aquoso no qual a mistura a ser 
purificada é introduzida. Quanto à fase estacionária, geralmente, é uma matriz orgânica 
inerte derivada quimicamente com grupos funcionais ionizáveis (ligandos) que carregam 
um contra-ião deslocável de carga oposta. Dependendo do ligando da matriz, existem 
dois tipos de IEX possíveis, nomeadamente a troca aniónica e catiónica (Figura 9). Os 
ligandos da matriz podem incluir protões, grupos hidróxido, iões monoatómicos de carga 
única ou de carga dupla, iões inorgânicos poliatómicos, bem como bases orgânicas e 
ácidos [64]. 

Figura 9. Cromatografia de trona iónica. Adaptado de [52]. 

A primeira etapa do processo de IEX é o equilíbrio do ligando (que fica associado a 
contra-iões de carga oposta), com condições de pH e força iónica, que permitem a ligação 
das moléculas alvo. Quando se aplica a amostra, as moléculas com carga contrária aos 
ligandos da matriz, deslocam os contra-iões e ligam-se reversivelmente aos ligandos. As 
moléculas eluem por ordem crescente de interação, quando aplicado um aumento da 
força iónia ou uma alteração de pH, ou seja, as moléculas que não ligam, ou com ligações 
mais fracas são as primeiras a eluir. Após isto, reequilibra-se com as condições iniciais 
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para próximas purificações [65]. No caso da cromatografia de troca aniónica, a matriz da 
fase estacionária exibe um grupo funcional carregado positivamente, onde se ligam 
biomoléculas aniónicas presentes na amostra. Se por outro lado, o ligando da fase 
estacionária for carregado negativamente, estamos perante uma cromatografia de troca 
catiónica, e aqui é aplicada uma amostra com biomoléculas catiónicas para se ligarem à 
matriz. [52,64]. 

A separação é conseguida porque diferentes moléculas têm diferentes graus de interação 
com os ligandos, devido a diferenças nas suas cargas, densidade de carga e distribuição 
da carga nas superfícies. Essas interações, como descrito anteriormente, podem ser 
controladas por condições como a força iónica e o pH. Apesar das diferenças nas 
propriedades da carga dos compostos biológicos serem muitas vezes consideráveis, uma 
vez que a IEX é capaz de separar espécies com diferenças muito pequenas nas 
propriedades (como por exemplo, duas proteínas que diferem apenas num aminoácido 
carregado), torna-a uma técnica de separação muito poderosa. Permite-nos ainda poder 
escolher entre ligar as moléculas de interesse, enquanto os contaminantes passam pela 
coluna, ou ligar os contaminantes e permitir a passagem da substância de interesse sem 
ligação (cromatografia negativa) [65]. 

Diamantino e colaboradores publicaram uma estratégia cromatográfica de troca 
aniónica fraca. Os resultados obtidos sugerem ser possível obter uma purificação de 
mcDNA sc com sucesso usando um monolito comercial CIM® DEAE-1, promovendo a 
eliminação das impurezas resultantes do processo de recombinação (PP e mP), bem 
como, das impurezas decorrentes da produção em E. coli. Além disso, é vantajoso o uso 
desta cromatografia por se promover uma rápida separação, que garante uma 
estabilidade estrutural do mcDNA [39]. 

1.6. Membranas adsorventes 
A separação e purificação de biomoléculas desempenha um papel cada vez mais 
importante em aplicações biofarmacêuticas e normalmente é realizada por 
cromatografia em coluna. No entanto, esta cromatografia convencional apresenta 
diversos desafios, tais como a necessidade de pré-empacotamento da resina, condições 
severas de limpeza e dificuldade de esterilização, bem como a demora do procedimento. 
As altas pressões operacionais necessárias, juntamente com a alta resistência à 
transferência de massa dentro do leito empacotado, acrescem outras limitações tais 
como baixos rendimentos e incapacidade de processamento em larga escala. Deste 
modo, como o processamento downstream corresponde até 80% do custo total da 
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produção de bioprodutos, tecnologias e meios de produção mais eficientes são 
necessários para reduzir os custos [66]. 

Novos suportes cromatográficos baseados em membranas micro/macroporosas 
funcionalizadas com ligandos iónicos, hidrofóbicos ou de afinidade, chamadas 
membranas adsorventes, têm sido desenvolvidas para ligar biomoléculas presentes num 
lisado bruto clarificado de forma semelhante à realizada em cromatografia convencional 
[60]. 

De modo geral, a cromatografia em dispositivos cromatográficos contínuos de fluxo 
convectivo, como monolitos e membranas adsorventes tem emergido como uma 
alternativa rápida e viável à cromatografia convencional, especialmente para 
biomoléculas de grandes dimensões como o DNA ou os vírus [60]. 

1.6.1. Membranas de afinidade 
De maneira a superar os problemas associados à AC, a cromatografia de membrana de 
afinidade tem atraído atenção, apresentando vantagens sobre a AC tradicional (baseadas 
em colunas de esferas porosas). O processo altamente eficiente da cromatografia por 
membrana de afinidade é baseado no uso de camadas finas de fases estacionárias 
poliméricas macroporosas finamente organizadas e bem controladas na forma de discos 
rígidos de 2 a 3 mm de espessura. Como resultado do fluxo convectivo da fase móvel 
através dos poros, a resistência à transferência de massa é reduzida, o que leva a um 
processamento rápido que melhora as etapas de adsorção, lavagem, eluição e 
regeneração. Devido à estrutura macroporosa, a tecnologia de membranas apresenta 
uma menor queda de pressão, maior taxa de fluxo e maior produtividade do que a 
cromatografia por coluna. Vantagens adicionais como fácil empacotamento e aumento 
de escala, bem como a improvável incrustação/obstrução, tornam a cromatografia de 
membrana um processo de separação em larga escala vantajoso em relação às 
alternativas [67].  

Como descrito para a AC, a afinidade é usada para descrever a interação específica e 
reversível que ocorre entre um ligando e a biomolécula alvo. Por explorar interações para 
purificação de agentes terapêuticos e estes possuírem requisitos de pureza muito 
rigorosos, é necessário assegurar que os ligandos sejam acoplados com uma ligação forte 
à membrana para evitar que haja vestígios destes no produto final.  Além disso, o ligando 
imobilizado deve manter a sua atividade e ter a possibilidade de interagir com as 
moléculas alvo enquanto estiver ligado covalentemente ao suporte [68].  
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Enquanto que as membranas cromatográficas de troca iónica e de interação hidrofóbica 
estão presentes no mercado como um produto comercial consolidado, as membranas de 
afinidade ainda são objeto de intensa pesquisa, mas que até ao momento ainda não 
atingiram a comercialização. No entanto, as que estão disponíveis num número limitado 
de fornecedores são apenas para aplicações específicas, ou seja, com Proteína A 
imobilizada para purificação de IgG, ou podem ser personalizadas para moléculas alvo 
específicas. Mas, é possível encontrar no mercado membranas pré-ativadas, 
nomeadamente com grupos funcionais epóxi ou aldeído, prontas para o acoplamento de 
ligandos [69].  

1.6.2. Membranas de interação hidrofóbica 
Relembrando que, a HIC explora as interações entre os ligandos hidrofóbicos 
imobilizados e as regiões apolares na superfície das biomoléculas, o mesmo acontece nas 
membranas de interação hidrofóbica. Assim, a purificação de pDNA por HIC depende 
das diferentes hidrofobicidades das isoformas do pDNA, ácidos nucleicos de cadeia 
simples e impurezas de endotoxinas. A técnica é capaz de separar o pDNA sc de 
impurezas de ácidos nucleicos mais hidrofóbicos (RNA, gDNA), porque na presença de 
altas concentrações de um sal cosmotrópico têm as suas bases hidrofóbicas empacotadas 
e, a interação hidrofóbica com o meio HIC é mínimo. Por outro lado, as impurezas de 
ácidos nucleicos de cadeia simples apresentam uma maior exposição das bases 
hidrofóbicas, interagindo fortemente com os ligandos hidrofóbicos. O mesmo acontece 
com as endotoxinas altamente hidrofóbicas [70].   

No caso da aplicação de membranas para isolamento de pDNA de lisados, Pereira e 
colaboradores em 2010 conseguiram isolar o pDNA pVAX1-LacZ de impurezas 
(principalmente de RNA), usando uma membrana modificada com um ligando de cadeia 
alquil linear que apresenta comportamento hidrofóbico. O método foi descrito como 
rápido, simples e eficaz possibilitando a redução do número de etapas nos processos de 
purificação de pDNA [71].  

1.6.3. Membranas de troca iónica  
Tal como descrito anteriormente, as membranas de troca iónica têm diferentes ligandos 
de troca catiónica ou aniónica inseridos na matriz da membrana. Neste formato de 
cromatografia, a separação ocorre devido às interações reversíveis entre a biomolécula 
de interesse e os grupos funcionais dos ligandos imobilizados na superfície da 
membrana. Uma membrana de troca catiónica tem ligandos carregados negativamente, 
que se ligam a moléculas carregadas positivamente e uma membrana de troca aniónica 
é composta por ligandos carregados positivamente, que se ligam a moléculas com carga 



 24 

oposta. Com base no grau de ionização dos grupos funcionais dos ligandos, como uma 
amina quaternária com grupo -N+(CH3)3 e uma dietilamina com grupo funcional -
N+(C2H5)2, são classificadas como membranas de troca aniónica forte e fraca, 
respetivamente [72]. 

As membranas de troca aniónica, normalmente são usadas para ligar biomoléculas 
grandes, como o DNA, visto que a pH superior a 7,0 (pH tipicamente utilizado nestas 
membranas) apresenta carga negativa [73]. A purificação de moléculas de DNA baseia-
se na interação entre os grupos dos ligandos carregados positivamente na matriz e os 
fosfatos carregados negativamente no DNA. Os fatores que influenciam a ligação ou 
eluição das biomoléculas à matriz são o pH e a concentração de sal utilizados, 
funcionando em amplas faixas de condições que podem otimizar a separação do DNA do 
RNA e outras impurezas. O equilíbrio da fase estacionária é feito com um tampão de 
ligação que apresenta um determinado pH e força iónica que garantirá que, quando a 
mistura for adicionada, a biomolécula alvo se ligue e as impurezas não. Assim, uma baixa 
concentração de sal favorece a ligação do DNA, enquanto o RNA e as restantes impurezas 
podem logo eluir. A eluição das moléculas ligadas geralmente é conseguida através do 
aumento da força iónica (concentração de sal) ou alteração do pH do tampão. Quando o 
sal é adicionado, os iões competem com as moléculas ligadas, forçando-as a eluir. Então, 
à medida que se aumenta o teor do sal, o DNA é eluído [74]. 

A cromatografia usando membranas de troca iónica, tem como principal dificuldade a 
remoção de contaminantes como RNA e proteínas quando usada para purificação de 
pDNA. No entanto, Zhong e colaboradores conseguiram a purificar pDNA  pela 
otimização das etapas de lavagem com baixas concentrações de sal, enquanto os ácidos 
nucleicos (pDNA) que estão fortemente ligados ao suporte da membrana requerem 
elevadas concentrações de sais para serem eluídos [75].  

1.7. Terra diatomácea 
A terra diatomácea (DE - “Diatomceous Earth”) é um recurso natural económico, 
ecológico e abundante, que tem vindo a ser utilizada na indústria biotecnológica [76]. É 
obtida de uma rocha sedimentar siliciosa, composta principalmente por fósseis e restos 
de algas unicelulares (as diatomáceas) que se encontram comprimidas em rochas macias 
e calcárias [77]. As suas propriedades dependem do local de origem [77], mas 
normalmente apresenta uma baixa densidade, baixa condutividade térmica, reatividade 
química inerte com a maioria dos líquidos e gases e pouca solubilidade em água. Assim, 
estas características valiosas classificam a DE como um material natural muito atraente 
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com propriedades distintas, ou seja, alta permeabilidade, alta porosidade e grande área 
superficial [78].  

A DE é usada como auxiliar de filtração, por ser altamente porosa. Após ser adicionada 
às misturas das amostras, permite que a pasta criada em cima do filtro se torne 
permeável, evitando o entupimento e bloqueio do filtro durante o processo de filtração 
(Figura 10) [79]. 

Labisch e colaboradores, fizeram recentemente um estudo, onde analisaram o efeito da 
aplicação de DE na clarificação de vetores lentivirais. Comprovaram que a adição de DE 
reduz a turbidez de forma eficiente, diminuindo as impurezas sendo benéfica para 
alcançar tempos de filtração mais curtos. Provaram assim que, a clarificação com DE 
permite a realização de um processo mais rápido e seguro, eficiente e robusto [79]. 

 
Figura 10. Representação do efeito da adição da DE. Adaptado de [80] 
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Capítulo 2 – Objetivos  

O HPV é o principal fator de risco para o desenvolvimento do cancro do colo do útero, 
sendo este o quarto cancro que mais afeta e causa morte em mulheres em todo o mundo. 
As oncoproteínas E6 e E7 do vírus são as responsáveis pela progressão do tumor, devido 
à degradação e inativação dos supressores de tumor p53 e pRb, respetivamente. Desta 
forma, a utilização de biofármacos que silenciem a expressão das oncoproteínas referidas 
e que restabeleçam os níveis de p53 e pRb tornou-se uma estratégia promissora para o 
tratamento do cancro do colo do útero. O vetor de mcDNA tem sido uma alternativa 
promissora, na vertente de terapia génica, ao vetor não-viral de DNA plasmídico, devido 
à ausência de genes bacterianos e por favorecer a expressão dos genes alvo, tornando-o 
um vetor mais seguro. Contudo, o processo biotecnológico para obtenção destes 
biofármacos envolve vários passos (nomeadamente centrifugações; concentração com 
solventes orgânicos; clarificação com altas concentrações de sal e métodos de purificação 
que consistem em exclusão molecular ou cromatografia de afinidade, que são demorados 
ou não estão disponíveis comercialmente) que tornam o processo downstream bastante 
dispendioso e demorado do ponto de vista da indústria farmacêutica. É assim essencial 
o desenvolvimento de estratégias alternativas. 

Tendo em conta o referido acima, o presente trabalho tem como objetivo a 
implementação de uma estratégia alternativa aos procedimentos já estabelecidos para a 
extração e purificação de mcDNA. Esta nova abordagem de recuperação, baseada no 
tratamento de lisado bruto com cloreto de cálcio e DE passa pela substituição de passos 
de concentração, clarificação e respetivas centrifugações da metodologia convencional. 
Assim, foi necessário o desenvolvimento de algumas etapas, nomeadamente: 

1. Produção de um vetor mcDNA que codifica o gene pri-miR-375, para utilização em 
terapia génica contra o cancro do colo do útero;  

2. Clarificação do lisado com cloreto de cálcio e DE, para filtração direta;  
3. Aplicação do lisado bruto clarificado com cloreto de cálcio e DE em membranas 

adsorventes Sartobind®; 
4. Avaliação do grau de pureza, recuperação e integridade da biomolécula alvo e 

comparação com processos já existentes. 
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Capítulo 3 – Materiais e métodos  

3.1. Materiais  
Ao longo do trabalho todos os filtros Sartolab®, a DE e as membranas Sartobind® 
utilizados foram gentilmente oferecidos pela empresa Sartorius (Sartorius Stedium 
Biotech, GöHingen, Germany). 

3.2. Métodos  
3.2.1. Produção de mcDNA  
O processo de produção da estirpe E. coli ZYCY10P3S2T (System Biosciences, EUA), 
iniciou com a inoculação em meio sólido (placas de LB-agar contendo kanamicina 
(50µg/mL) (Thermo Fisher Scientific, EUA)), de modo a promover o crescimento de 
colónias isoladas, “overnignt” a 37ºC. Posteriormente, algumas dessas colónias foram 
transferidas para um erlenmeyer de capacidade 250 mL, contendo um volume de 62,5 
mL de meio Terrific Broth (TB) (Biokar Diagnostics, Allone, França) (composto por 
24g/L extrato de levedura, 20g/L triptona, 4mL/L glicerol, 0,017M KH2PO4, 0,072M 
K2HPO4 e suplementado com 50mg/mL de kanaminica). Pretende-se nesta fase 
promover o crescimento bacteriano a 42ºC e 250rpm, através de pré-fermentação até 
atingir uma densidade ótica (DO) a 600nm (DO600nm) de aproximadamente 2,6. Quando 
atingida essa DO, procedeu-se ao cálculo da quantidade de cultura bacteriana necessária 
a transferir para a fermentação num erlenmeyer de capacidade 1000 mL, contendo um 
volume de 250 mL do mesmo meio de cultura, de forma a que esta inicie com uma DO 
de 0,2. O crescimento bacteriano foi novamente promovido até atingir uma DO de 
aproximadamente 5/6 num agitador orbital sob as condições de 42ºC e 250rpm. 

Após atingida a DO600nm ≈ 5/6, fizeram-se ciclos de 10 min de centrifugação a 2000g, de 
maneira a recuperar apenas as células para serem adicionadas à mistura de indução 
(composta por 25g/mL de meio Luria-Bertani Broth (LB) (Biokar Diagnostics, Allone, 
França) com 0,01% do indutor L-arabinose e 0,04M NaOH), para induzir a produção de 
mcDNA. Posteriormente, o pellet foi ressuspendido em 5 mL de meio LB e transferido 
para um erlenmeyer de capacidade 1000 mL, contendo um volume de 250 mL de meio 
de indução. O processo de indução foi realizado durante 1 h, a 30ºC sob agitação de 250 
rpm. No final, as células foram recuperadas através de centrifugação a 4500rpm, durante 
10 min a 4ºC. Descartando o sobrenadante, os pellets foram armazenados a -20 ºC. 

  



 30 

3.2.2. Extração modificada de mcDNA 
Após o pellet bacteriano, resultante de 125 mL de fermentação, estar completamente 
descongelado, adicionou-se 10 mL de solução A (50mM glucose, 25mM de Tris-HCl 
10mM de EDTA, pH 8,0) e agitou-se o falcon vigorosamente no vórtex. Mudou-se a 
mistura para tubos de lise, onde se adicionou 10 mL de solução B (200mM NaOH; 1% 
SDS (m/v)), homogeneizou-se cuidadosamente e incubou-se durante 5 min à 
temperatura ambiente. Após esse período de incubação, foram adicionados 10 mL de 
solução C (3,0M de acetato de potássio, pH 5,5) e incubou-se no gelo por 20 min após 
homogeneização. Seguiram-se duas centrifugações de 30 min, a 20000g e a 4ºC, de onde 
se descartou o pellet que continha detritos celulares, DNA genómico e proteínas. Ao 
sobrenadante adicionou-se 0,7 volumes de isopropanol e incubou-se em gelo durante 30 
min de maneira a promover a precipitação principalmente de ácidos nucleicos e assim 
concentrar a amostra. Fez-se uma centrifugação a 16000g durante 30 min, a 4ºC, de 
onde se recuperou o pellet ressuspendendo-o em 1 mL de tampão 10mM de Tris-EDTA, 
pH 8,0. De seguida, realizou-se um processo de clarificação da amostra para eliminar 
impurezas como RNA de alto peso molecular e proteínas. Para tal, adicionou-se sulfato 
de amónio numa concentração de 2,5M, agitou-se suavemente e incubou-se por 15 min 
em gelo. Foi feita uma última centrifugação a 16000g durante 20 min a 4ºC e recuperou-
se o sobrenadante. 

Quando necessário, as amostras foram dessalinizadas e concentradas usando 
concentradores Vivaspin® (10kDa) com tampão 200mM Tris-HCl, pH 8,0 para um 
volume final de 1 mL, e guardadas a -80ºC de forma a serem posteriormente analisadas 
na coluna analítica.  

3.2.3. Clarificação de lisado com CaCl2  
O processo iniciou-se, após o descongelamento do pellet resultante de 125 mL de 
fermentação, com a adição dos três tampões de lise (como descrito no ponto 3.2.). Após 
a adição dos tampões, centrifugou-se o conteúdo dos tubos, de onde se recuperou o 
sobrenadante e descartou-se o pellet. Ao sobrenadante adicionou-se CaCl2 para 
concentrações entre 0,25M e 0,75M, fazendo a sua dissolução com movimentos 
circulares suaves e posterior incubação por 15 min em gelo. Após a incubação, 
centrifugou-se a 16000g durante 30 min a 4ºC para promover a precipitação de gDNA, 
RNA e proteínas, e assim se recuperar o sobrenadante, que se diluiu em tampão 10mM 
Tris-HCl, pH 8,0 (numa diluição 1:2).  

A amostra foi dividida em duas amostras equivalentes, tratadas a partir daqui de maneira 
diferente. Uma amostra de 30 mL foi concentrada diretamente para 1 mL final para 
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posterior análise numa coluna analítica, enquanto a outra amostra de 30 mL foi filtrada 
primeiro com um filtro de 0,22µm (Sartolab® BT 150, 0,22µm, PES) e só depois 
concentrada para o volume final de 1 mL para posterior análise. 

3.2.4. Avaliação de DNA na coluna analítica CIMac™ 
Os ensaios cromarográficos foram realizados no sistema AKTA Pure (GE Healthcare, 
Buckinghamshire, UK) com o software UNICORNTM (versão 6.3). A quantificação de 
DNA total foi determinada recorrendo a uma coluna analítica CIMacTM pDNA. As 
amostras foram injetadas na coluna e os ensaios foram realizados de acordo com as 
condições de equilíbrio e eluição do método analítico modificado, previamente descrito 
Sousa e colaboradores [81]. Brevemente, a coluna analítica foi equilibrada com 600mM 
NaCl em tampão 200mM Tris-HCl (pH 8,0). Após algum tempo, a amostra foi injetada 
e foi aplicado um gradiente linear de 600mM a 700mM em 200mM Tris-HCl (pH 8,0), 
durante 10 min, a um fluxo de 1mL/min. 

Para a quantificação de DNA foi utilizada uma curva de calibração com padrões de pDNA 
previamente purificados, com um range de concentrações de 1 a 100µg/mL, da qual 

resultou a seguinte equação da reta: 𝑦 = 0,4284𝑥 − 0,1921, em que 𝑦 representa a área 

do pico (mAU) e 𝑥 concentração (µg/mL)  [81]. 

A percentagem de recuperação de DNA por exemplo do passo de filtração foi 
determinada de acordo com a equação (1). O grau de pureza é obtido através das áreas 
dos picos, conforme a equação (2). 

%	𝑟𝑒𝑐𝑢𝑝𝑒𝑟𝑎çã𝑜 = 	 !"##"	%&	'()	%"	"!*#+,"	-./+,"%"
!"##"	%&	'()	%"	"!*#+,"	0ã*	-./+,"%"

	× 100     (1) 

%	𝑝𝑢𝑟𝑒𝑧𝑎 = 	 á,&"	%*	3.4*	%&	'()
5	á,&"#	%*#	3.4*#	

	× 100     (2) 

3.2.5. Clarificação de lisado com CaCl2 e DE   
O primeiro passo de lise alcalina, realizou-se de acordo com o descrito no ponto 3.2., 
adicionando os tampões A, B e C no próprio falcon onde se encontra o pellet celular. De 
seguida, adicionou-se CaCl2 sólido e homogeneizou-se suavemente. Quando este já se 
encontrava todo dissolvido, acrescentou-se à mistura 5,4g de DE de acordo com as 
recomendações do fabricante (80g produto puro/L lisado, tendo em conta que o produto 
puro presente no pacote se encontra misturado numa razão 1DE/1,25 água), e 
homogeneizou-se. A amostra foi filtrada, a vácuo, com um filtro de 0,22µm de maior área 
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(Sartolab® BT 180C5, 0,22µm, PES) (Figura 11). A amostra resultante desta filtração foi 
diluída (diluição 1:2) em tampão 10mM Tris-HCl, pH 8,0 e guardada a -20ºC.  

 
Figura 11. Representação esquemática do processo de filtração na clarificação do lisado com CaCl2 e 
adicionando DE. 1 – Adição de DE; 2 – Montagem do sistema de filtração; 3 – Passagem da mistura pelo 
filtro; 4 – Desmontagem do sistema de filtração; 5 – Armazenamento da amostra.  Adaptado de [79]. 

3.2.6. Ensaios com a membrana Sartobind® Q75 
O processo de purificação, recorrendo à membrana adsorvente Sartobind® Q75 (área da 
membrana: 75 cm2, volume de coluna (cv): 2,1 mL) foi realizado no equipamento AKTA-
Avant (GE Heathcare, Wauwatosa, WI, EUA), utilizando o software UNICORNTM 
(versão 6.3). O equipamento foi lavado primeiro com água Milli-Q (Millipore, Billerica, 
MA, EUA) e depois com solução tampão de equilíbrio Tris-EDTA (10mM Tris, 0,1M 
EDTA, pH 8,0). De seguida, a membrana foi também equilibrada com o mesmo tampão. 
Após os parâmetros estabilizados, através da bomba de amostra, a amostra pré-tratada 
(como descrito no ponto 3.5.) foi carregada a um fluxo de 1mL/min. De seguida as 
moléculas que não interagiram com a membrana foram lavadas com o tampão de 
equilíbrio e posteriormente iniciou-se um gradiente crescente de NaCl dissolvido no 
mesmo tampão da etapa de equilíbrio (também com uma taxa de fluxo de 1mL/min). Ao 
longo dos ensaios os parâmetros como a absorção de UV a 260nm, o pH e a 
condutividade foram registados e avaliados. No final de cada ensaio a coluna foi 
reequilibrada com o tampão de equilíbrio. Durante todo o processo foram recolhidas 
frações para posterior análise. 

3.2.7. Ensaios com a membrana Sartobind® D75 
Da mesma maneira que descrito no ponto anterior, fizeram-se ensaios com o lisado na 
membrana adsorvente Sartobind® D75 (área da membrana: 75 cm2, volume de coluna 
(cv): 2,1 mL). O processo foi feito de igual forma, recorrendo ao equipamento AKTA-
Avant, para equilibrar a membrana com solução tampão Tris-EDTA (10mM Tris, 0,1M 
EDTA, pH 8,0). Após os parâmetros estabilizados, através da bomba de amostra, o lisado 
foi injetado a um fluxo de 1mL/min. Deixado correr algum tempo, iniciou-se o ensaio 
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com um caudal de 1mL/min, através de um gradiente crescente de NaCl. Ao longo dos 
ensaios foram também recolhidas frações para análise e a coluna foi sempre 
reequilibrada entre ensaios.  

3.2.8. Eletroforese em gel de agarose 
Todas as amostras foram analisadas em gel de agarose. Para a preparação dos géis foi 
utilizado tampão TAE 1x (40mM de base Tris, 20mM de ácido acético e 1mM de EDTA, 
pH 8,0), (1% (w/v)) agarose (Hoefer, San Francisco, EUA) e (1µL/mL) de reagente 
Greensafe (NZYTech – Genes & Enzymes, Portugal). As amostras de 20µL foram 
preparadas, com 2µL de Loading Buffer (0,2g de Azul de Bromofenol, 6 mL de Glicerol 
50% e 4 mL de água Milli-Q) e injetadas nos poços do gel, sendo a corrida realizada a 
110V por 40 min. No final, o gel foi visualizado sob luz ultravioleta (UV) num 
transiluminador UVITEC Fire-Reader (UVITEC, UK).  

3.2.9. Análise das amostras purificadas por densitometria 
de bandas  

A pureza das amostras de DNA foi também analisada através da razão entre a densidade 
relativa da banda correspondente ao DNA e a densidade relativa da banda 
correspondente ao RNA (equação (4)), utilizando o software Image J, versão 1.53t. Ainda 
recorrendo a este programa foi calculada a percentagem de recuperação de DNA através 
da comparação da área da amostra avaliada com a área da amostra de lisado (equação 
(3)).   
 

%	𝑟𝑒𝑐𝑢𝑝𝑒𝑟𝑎çã𝑜 = 	 á,&"	%"	"!*#+,"	"6"/."%"
á,&"	%"	"!*#+,"	%&	/.#"%*	7,8+*	+,"+"%*	4*!	9,;<	="=/!	&	'>

	× 100     (3) 

%	𝑝𝑢𝑟𝑒𝑧𝑎 = 	 %&0#.%"%&	,&/"+.6"	%"	7"0%"	%&	'()
%&#0#.%"%&	,&/"+.6"	%"	7"0%"	%&	?()	

	× 100     (4) 
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Capítulo 4 – Resultados e discussão  

4.1. Clarificação do lisado com CaCl2 
O processo de extração de pDNA tem como objetivo lisar as células hospedeiras e aplicar 
um processo de pré-tratamento à amostra de lisado para posteriormente ser realizada 
uma purificação através de técnicas de cromatografia.  O ponto de partida é um pellet 
bacteriano, que após sofrer uma lise celular alcalina (por ação do NaOH), torna-se um 
lisado complexo e viscoso devido sobretudo à presença de gDNA que se degrada nestas 
condições. Neste lisado, apesar da eliminação da maior parte do gDNA que precipita após 
adição de acetato de potássio a pH ácido, ainda estão presentes grandes quantidades de 
RNA e proteínas. Assim, a precipitação dos ácidos nucleicos é depois promovida pela 
adição de isopropanol, que vai permitir a concentração da amostra.  Posteriormente, uma 
fração de impurezas (como proteínas, endotoxinas e RNA de alto peso molecular) pode 
ser removida com uma etapa adicional de precipitação com sulfato de amónio, que vai 
ajudar a obter uma amostra clarificada. No entanto, a adição destes compostos 
representa um grande inconveniente para a industria farmacêutica, não só pelo alto 
impacto económico, mas também pela toxicidade e riscos ambientais associados à 
utilização de quantidades elevadas dos dois agentes precipitantes (por exemplo, o sulfato 
de amónio tem um alto potencial de eutrofização e o isopropanol é inflamável, sendo 
ambos produzidos a partir de fontes não renováveis) [49,82].  

Tendo em conta estes fatores, o principal objetivo do estudo passou por apresentar uma 
alternativa ao uso dos agentes precipitantes, tornando o isolamento do DNA um método 
mais económico, rápido e menos prejudicial para o ambiente.  

A primeira abordagem explorada de maneira a promover a remoção de impurezas como 
gDNA, RNA e proteínas, foi a clarificação do lisado obtido após a lise alcalina de um pellet 
proveniente da fermentação a partir da estirpe E. coli ZYCY10P3S2T, com a adição de 
CaCl2.  

Eon-Duval e colaboradores, fizeram um estudo onde analisaram a eficácia de diferentes 
sais na remoção de RNA. Esses sais foram escolhidos de acordo com a sua tensão 
superficial: sais com alta tensão superficial são anticaotópicos e reduzem a solubilidade 
das proteínas (“salting out”). Assim, selecionaram sais com tensão superficial molar 
crescente: sulfato de amónio, sulfato de sódio, citrato tripotássico e CaCl2. Comprovaram 
que a adição de CaCl2 promove a precipitação de RNA, além da remoção substancial de 
outras impurezas como proteínas, endotoxinas e gDNA [51]. Deste modo e, tendo por 



 36 

base a literatura, foram testadas três concentrações diferentes de CaCl2: 0,75M; 0,5M e 
0,25M [83]. Cada amostra foi tratada com e sem filtração, usando um filtro com tamanho 
de poro de 0,22µm (Sartolab® BT 150, 0,22µm, PES). Foi ainda realizada uma etapa de 
lavagem à superfície do filtro com tampão 10mM Tris-HCl (pH 8,0) para recuperar o que 
pudesse ter ficado retido na superfície do filtro.  

 
Figura 12. Influência do CaCl2 na remoção de impurezas. Eletroforese das amostras de lisados clarificados 
com diferentes concentrações de CaCl2: A - 0,75M; B – 0,5M; C – 0,25M. 1 – Amostra retida no filtro; 2 – 
Amostra inicial/não filtrada; 3 – Amostra filtrada.  

Como se pode verificar pela Figura 12, a aplicação de 0,25M de CaCl2 evita a precipitação 
do mcDNA e pDNA comparando com as restantes concentrações aplicadas. No entanto, 
essas concentrações mais elevadas promovem uma maior remoção de impurezas, 
nomeadamente de RNA. Podemos observar também que em todos os passos de lavagem 
do filtro (linha 1 da Figura 12 A, B e C), houve a retenção de uma parte da amostra de 
lisado, contendo todos os tipos de ácidos nucleicos (independentemente do tamanho). 
Assim, para esclarecer se a retenção das moléculas não é resultado da utilização contínua 
do mesmo filtro, foi realizado outro ensaio com 0,25M de CaCl2, mas desta vez com um 
filtro de 0,22µm novo.  
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Figura 13. Eletroforese do lisado clarificado com 0,25M CaCl2 usando filtro novo de 0,22µm (Sartolab® BT 
150, 0,22µm, PES). 1 – Amostra retida no filtro; 2 – Amostra inicial/não filtrada; 3 – Amostra filtrada. 

O ensaio demostrou que o filtro novo apresentou o mesmo comportamento que o filtro 
reutilizado, retendo algumas quantidades de DNA e RNA, como podemos observar pela 
Figura 13. Podemos também constatar que, a aplicação do filtro, não ajuda na separação 
das biomoléculas de acordo com o seu tamanho, visto que uma percentagem de todas as 
moléculas fica retida na sua superfície.  

Ainda em relação às diferentes concentrações testadas (Figura 12), embora a banda de 
DNA seja mais evidente com a concentração de 0,25M de CaCl2, também as impurezas 
estão presentes em maiores quantidades, nomeadamente o RNA de alto peso molecular, 
e o gDNA que dificulta as quantificações na coluna analítica devido a fenómenos de 
“clogging” do monolito analítico com moléculas de grandes dimensões como o gDNA 
[84]. Portanto, optou-se por explorar as quantificações das amostras de lisado tratadas 
com a concentração intermédia de 0,5M de CaCl2. 

Para se calcular o grau de pureza e percentagem de recuperação, a amostra clarificada 
com 0,5M de CaCl2, foi injetada numa coluna analítica CIMacTM. Os ensaios nesta coluna 
foram realizados utilizando as condições de equilíbrio e eluição do método analítico 
modificado, previamente descrito por Sousa e colaboradores [81]. Após a injeção da 
amostra foi obtido um pico resultante de impurezas que não ligaram à coluna, 
nomeadamente o RNA, e durante o gradiente linear crescente de NaCl foi obtido outro 
pico correspondente à eluição do DNA que tinha interagido com a coluna. Os picos 
apresentados no cromatograma da Figura 14 foram integrados de forma a obter as áreas 
de cada pico e assim calcular o grau de pureza e da percentagem de recuperação [66]. Os 
resultados obtidos estão esquematizados na Tabela 3. 
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Figura 14. Perfil cromatográfico na coluna analítica CIMacTM pDNA. Análise da amostra de lisado tratada 
com 0,5M de CaCl2. 

Tabela 3. Avaliação da quantidade total de DNA, percentagem de pureza e percentagem de recuperação 
presentes na amostra de lisado tratada com 0,5M de CaCl2, com base no método analítico [81]. 

Lisado tratado com 
0,5M de CaCl2 

Quantidade total de DNA 
(µg) 

Pureza  
(%) 

Rendimento 
(%) 

Amostra sem filtração 32,59 2,88  

Amostra filtrada 10,86 1,57 33,32 

De acordo com os resultados das quantificações verificou-se que a pureza e quantidade 
de DNA recuperada é baixa. Assim, procedeu-se à otimização da concentração de Cacl2 
nos ensaios seguintes de forma a tentar obter melhores rendimentos de recuperação de 
DNA, diminuindo a concentração de CaCl2 adicionada ao lisado para 0,4M. Além disso, 
foi realizada mais uma alteração no processo. A última centrifugação feita após a adição 
do CaCl2 foi substituída por duas etapas de filtração, usando primeiro o filtro de 0,45µm 
(Sartolab® RF 150, 0,45µm, PES) e depois o de 0,22µm (Sartolab® BT 150, 0,22µm, 
PES). Para avaliar este processo, foram recolhidas amostras nas diferentes etapas para 
posterior análise por eletroforese em gel de agarose e na coluna analítica (Figura 15 e 
Tabela 4), nomeadamente antes e após cada filtração.  
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Figura 15. Eletroforese do lisado clarificado com 0,4M CaCl2. 1 – Amostra inicial/não filtrada; 2 – Amostra 
filtrada com filtro de 0,45µm; 3 – Amostra filtrada com filtro de 0,45µm e 0,22µm. 

Como se pode verificar pela Figura 15, a passagem pelos filtros faz com que haja uma 
perda de DNA (diminuição da intensidade das bandas correspondentes), mas a 
quantidade de RNA parece manter-se constante. No entanto, comparativamente com a 
amostra clarificada com 0,5M CaCl2 (Figura 12 B) as bandas de DNA aparecem mais 
evidentes com a utilização de 0,4M CaCl2, o que indica que esta concentração permite 
obter melhor recuperação de DNA. 

Tal como com as amostras anteriores, estas foram injetadas na coluna analítica CIMacTM 
sendo os ensaios realizados nas mesmas condições descritas anteriormente. Os 
resultados destes ensaios encontram-se apresentados na Tabela 4 e, demonstram uma 
melhoria na quantidade de DNA recuperado em relação aos ensaios anteriores. Usando 
0,4M de CaCl2, na amostra que não passou pela filtração, a quantidade de DNA 
recuperado foi superior (44,80µg) do que na amostra com as mesmas condições, mas 
com a adição de 0,5M (32,59µg). Contudo, utilizar dois passos de filtração não se 
mostrou muito vantajoso, pois embora com o filtro de 0,45µm o grau de pureza tenha 
aumentado ligeiramente, a perda significativa de DNA em cada etapa de filtração não se 
mostrou benéfica e afeta significativamente a sua recuperação.  
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Tabela 4. Avaliação da quantidade total, percentagem de pureza e percentagem de recuperação presentes na 
amostra de lisado tratada com 0,4M de CaCl2, com base no método analítico [81]. 

Lisado tratado com 
0,4M de CaCl2 

Quantidade total de DNA 
(µg)  

Pureza do DNA 
(%) 

Rendimento 
(%) 

Amostra sem filtração 44,80 1,44  

Amostra filtrada com 
filtro 0,45 µm 

29,20 2,15 65,18 

Amostra filtrada com 
filtro 0,22µm 

20,50 1,90 45,76 

Assumiu-se assim, que os próximos ensaios devem ser realizados com a adição de 0,4M 
CaCl2, sendo necessário realizar uma otimização do processo para aumentar o 
rendimento de recuperação de DNA das amostras filtradas. 

4.1.1. Clarificação do lisado com CaCl2 e DE 
A DE é conhecida pelas suas propriedades como auxiliar de filtração de forma a permitir 
uma maior recuperação das biomoléculas alvo [85]. A DE foi cuidadosamente 
manuseada e utilizada de acordo com as instruções do fabricante. Basicamente, após a 
lise alcalina, adiciona-se o 0,4M CaCl2 ao lisado e, quando este se encontra totalmente 
dissolvido, acrescenta-se diretamente a DE. O passo seguinte passa pela filtração direta 
desta mistura, a vácuo, com um filtro de 0,22µm de maior área superficial (Sartolab® BT 
180C5, 0,22µm, PES) (Figura 16). Este novo processo usando a DE torna-se muito mais 
rápido (economiza cerca de 140 min) e simples para a obtenção da amostra de lisado 
simplificado comparativamente com o método tradicional, pois não implica passos de 
centrifugação, concentração e clarificação adicionais. 

 
Figura 16. Representação esquemática de comparação dos dois métodos. A – Método convencional; B – 
Novo método adicionando DE. Adaptado de [85]. 
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Para se perceber o efeito do CaCl2 juntamente com a utilização da DE no lisado, foram 
preparadas duas amostras de lisado tratadas com DE, numa amostra foi adicionada 0,4M 
CaCl2 e a mistura final foi filtrada e a outra amostra foi diretamente filtrada para eliminar 
todos os precipitados.   

 
Figura 17. Eletroforese do lisado bruto tratado com DE. 1 – Lisado sem CaCl2; 2 – Lisado com 0,4M CaCl2. 

Analisando as bandas da eletroforese da Figura 17, podemos ver que a adição de 0,4M de 
CaCl2 é vantajosa, visto que a amostra da linha 2 apresenta menos impurezas (no caso, 
ausência de gDNA e menor intensidade no RNA de baixo peso molecular, enquanto o de 
alto peso molecular parece inexistente). 

Para comprovar a melhoria do processo ao implementar a DE, fez-se a quantificação da 
amostra de lisado tratada com 0,4M CaCl2 e DE através da coluna analítica CIMacTM. De 
acordo com os resultados apresentados na Tabela 5, verificamos que a utilização de DE 
é benéfica pois comparativamente com o controlo (amostra com 0,4M CaCl2 sem DE 
apresentada na Tabela 4) houve um aumento de 7µg na recuperação. Percebe-se então 
que a incorporação da DE melhora o processo, tanto a nível de quantidade final de DNA 
como de tempo despendido tornando-se uma opção mais económica e sustentável. 

Tabela 5. Avaliação da quantidade total de DNA, percentagem de pureza e percentagem de recuperação 
presentes na amostra de lisado tratada com 0,4 M de CaCl2 e DE, com base no método analítico [81]. 

Lisado tratado com 
0,4M de CaCl2 e DE 

Quantidade total de DNA 	
(µg)  

Pureza  
(%) 

Rendimento  
(%) 

Amostra sem filtração 44,80 1,54  

Amostra filtrada com 
filtro 0,22µm 

27,4 2,74 61,25 
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4.2. Ensaios com membrana Sartobind® Q75  
Como os filtros não são capazes de fazer uma diferenciação de tamanhos das 
biomoléculas que ficam retidas ou que eluem, a amostra de lisado simplificada com a DE 
e filtro de 0,22µm necessita de uma purificação posterior para se obter o isolamento do 
DNA. Deste modo, a etapa final do processo foi realizada usando uma membrana 
adsorvente Sartobind® Q75 (MA Q75) de troca aniónica composta por grupos de amónia 
quaternária de maneira a remover as impurezas presentes na amostra. A membrana Q 
oferece vantagens significativas em relação às colunas cromatográficas convencionais 
nomeadamente: o tempo de processamento ser mais rápido; alta capacidade de ligação 
para grandes biomoléculas como o DNA; e o uso de tampão ser inferior [86].  

Como descrito na literatura, na cromatografia de troca aniónica é típico acoplar ligandos 
fortes como as aminas quaternárias a matrizes poliméricas. Os ácidos nucleicos que 
apresentam carga negativa, interagem com esses grupos funcionais carregados 
positivamente e, a eluição ocorre com um gradiente crescente de sal que provoca o 
deslocamento dos diferentes ácidos nucleicos por ordem crescente de carga global e em 
função do comprimento da sua cadeia [87].  

O lisado previamente tratado com 0,4M CaCl2 e DE foi carregado diretamente na 
membrana. Foram feitos diversos estudos preliminares das condições de equilíbrio e 
eluição de maneira a explorar qual a melhor estratégia de eluição e isolamento do DNA 
no final. Em todos os ensaios, após o passo de equilíbrio, a amostra de lisado foi injetada 
recorrendo à bomba de amostra, e posteriormente foram iniciados os gradientes de 
eluição. Todos os ensaios foram realizados a uma taxa de fluxo de 1mL/min. 

Os primeiros ensaios cromatográficos tiveram como objetivo encontrar as melhores 
condições de equilíbrio e carregamento de amostra para promover a eliminação direta 
do RNA no flowthrough (principalmente o de baixo peso molecular), visto que os grupos 
funcionais da membrana promovem interações mais fortes com o DNA (molécula de 
maiores dimensões e maior densidade de carga) do que com o RNA. Além disso, é 
importante salientar que quanto menor for a força iónica aplicada na fase de equilíbrio e 
aplicação de amostra, mais intensas podem ser as interações estabelecidas entre os 
ligandos carregados positivamente e os ácidos nucleicos [88]. Assim, no primeiro ensaio, 
realizou-se o equilíbrio da membrana com 10mM Tris, 0,1M EDTA (pH 8,0), efetuou-se 
o carregamento, a um fluxo de 1mL/min de 30 mL da amostra, controlando a 

condutividade (» 42mS/cm), seguido de uma etapa de lavagem com o tampão de 

equilíbrio e posteriormente foi aplicado um gradiente linear de 0M até 1,2M NaCl em 
10mM Tris, 0,1M EDTA (pH 8,0) durante 40 min. Por fim, para verificar que não ficou 



 43 

nada retido na membrana, fez-se um passo de limpeza com 1,5M NaCl em 10mM Tris, 
0,1M EDTA (pH 8,0), tendo por base a literatura [89]. Com este ensaio (Figura 18), 
podemos verificar que a maior parte do RNA presente na amostra de lisado não se ligou 
à membrana durante a etapa de carregamento, eluindo nas frações correspondestes a 
esta etapa (frações 1 e 2 da Figura 18). Em relação ao DNA, a maior parte é eluída no final 
do gradiente linear crescente de NaCl (pico 5 da Figura 18), mas existem perdas nos picos 
anteriores obtidos durante o gradiente. A eliminação do RNA logo no início do ensaio 
demonstra uma interação mais fraca com os ligandos carregados positivamente e, pode 
ser explicada pelo facto de que após a lise alcalina, os RNAs predominantes no lisado são 
de baixo peso molecular, apresentando assim menor densidade de carga que o DNA, o 
que resulta numa menor capacidade de interagir com a matriz [88]. Contudo, alguma 
quantidade de RNA (principalmente de alto peso molecular) ficou retida à membrana, 
tendo co-eluido com o DNA ao longo do ensaio.  

Figura 18. Perfil cromatográfico na MA Q75. Equilíbrio com 10mM Tris, 0,1M EDTA, pH 8,0; carregamento 

de 30 mL de lisado (Condutividade » 42mS/cm); etapa de lavagem com tampão de equilíbrio; gradiente 

linear de 0M até 1,2M NaCl em 10mM Tris, 0,1M EDTA, pH 8,0 (durante 40 min); passo de 1,5M NaCl em 
10mM Tris, 0,1M EDTA, pH 8,0. Representação da respetiva eletroforese em gel de agarose; 1 a 5 – 
respetivos picos cromatográficos. 

De maneira a melhorar a eliminação do RNA, adicionou-se 0,1M NaCl à amostra de 
lisado, com o objetivo de aumentar a condutividade e impedir a ligação de algumas 
moléculas de RNA (principalmente de alto peso molecular). Num primeiro ensaio 
(Figura 19 A), equilibrou-se a membrana com 0,5M NaCl em 10mT Tris, 0,1M EDTA, pH 
8,0 e fez-se o carregamento de 30 mL de lisado a um fluxo de 1mL/min, onde se reguistou 
uma condutividade de aproximadamente 49mS/cm. Posteriormente, fez-se uma etapa 
de lavagem com o tampão de equilíbrio e iniciou-se um gradiente linear de 0,5M até 1,2M 
NaCl em 10mM Tris, 0,1M EDTA (pH 8,0). No final, realizou-se um passo de lavagem 
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com 1,2M NaCl em 10mM Tris, 0,1M EDTA (pH 8,0). Num segundo ensaio (Figura 19 
B), as condições iniciais foram as mesmas, com o equilíbrio da coluna, carregamento da 
amostra e etapa de lavagem como descritas para o ensaio anterior. De seguida, efetuou-
se um gradiente por passos, primeiro de 0,75M NaCl em 10mM Tris, 0,1M EDTA (pH 
8,0) e depois 1,2M NaCl em 10mM Tris, 0,1M EDTA (pH 8,0). No entanto, verificou-se 
que a inclusão desta concentração de NaCl nas etapas de equilíbrio e carregamento foi 
demasiado elevada e fez com que houvesse uma perda de DNA nestas etapas (frações 1, 
2 e 3 da Figura 19). Assim, decidiu-se manter as condições de equilíbrio e carregamento 
de amostra anteriores e explorar melhor as condições de eluição. 

 
Figura 19. Perfil cromatográfico na MA Q75. A - Equilíbrio com 0,5M NaCl em 10mM Tris, 0,1M EDTA, pH 

8,0; carregamento de 30 mL de lisado (Condutividade » 49mS/cm); etapa de lavagem com tampão de 

equilíbrio; gradiente linear de 0,5M até 1,2M NaCl em 10mM Tris, 0,1M EDTA, pH 8,0 (durante 30 min); 
passo de 1,2M NaCl em 10mM Tris, 0,1M EDTA, pH 8,0. B – Equilíbrio com 0,5M NaCl em 10mM Tris, 0,1M 

EDTA, pH 8,0; carregamento de 30 mL de lisado (Condutividade » 49mS/cm); etapa de lavagem com 

tampão de equilíbrio; passo de 0,75M NaCl em 10mM Tris, 0,1M EDTA, pH 8,0; passo de 1,2M NaCl em 
10mM Tris, 0,1M EDTA, pH 8,0. Representação da respetiva eletroforese em gel de agarose; 1 a 6 – 
respetivos picos cromatográficos. 

No ensaio seguinte, a membrana foi então equilibrada com 10mM Tris, 0,1M EDTA (pH 

8,0), carregou-se 30 mL de lisado a um fluxo de 1mL/min (condutividade » 42mS/cm) e 

efetuou-se uma etapa de lavagem com o mesmo tampão de equilíbrio. Seguiu-se um 
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passo de 0,6M NaCl em 10mM Tris, 0,1M EDTA (pH 8,0), um gradiente linear de 0,6M 
até 0,9M durante 30 min e por fim, um passo de 1,2M NaCl em 10mM Tris, 0,1M EDTA 
(pH 8,0). O primeiro passo permitiu a eliminação do RNA que se ligou à membrana 
(picos 2 e 3 da Figura 20). Apesar disso, este passo também provocou perdas de DNA 
antes de iniciado o gradiente linear, onde a maior parte da molécula alvo elui (pico 4 da 
Figura 20).  

 
Figura 20. Perfil cromatográfico na MA Q75. Equilíbrio com 10mM Tris, 0,1M EDTA, pH 8,0; carregamento 

de 30 mL de lisado (Condutividade » 42mS/cm); etapa de lavagem com tampão de equilíbrio; passo de 0,6M 

NaCl em 10mM Tris, 0,1M EDTA, pH 8,0; gradiente linear de 0,6M até 0,9M NaCl em 10mM Tris, 0,1M 
EDTA, pH 8,0 (durante 30 min); passo de 1,2M NaCl em 10mM Tris, 0,1M EDTA, pH 8,0. Representação 
da respetiva eletroforese em gel de agarose; 1 a 4 – respetivos picos cromatográficos. 

Deste modo decidiu-se realizar um novo ensaio, com as mesmas condições de equilíbrio, 
carregamento da amostra e etapa de lavagem, mas diminuir a concentração de NaCl no 
primeiro passo para 0,564M NaCl, o que demonstrou evitar a perda do DNA (picos 2 e 3 
da Figura 21). Contudo, o RNA mantem alguma ligação, co-eluindo apenas no passo 
seguinte com 0,84M NaCl, junto com a maior parte do DNA (pico 5 da Figura 21). 
Finalizou-se o ensaio com um passo de 1,2M NaCl em 10mM Tris, 0,1M EDTA, pH 8,0 
(Figura 21). 
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Figura 21. Perfil cromatográfico na MA Q75. Equilíbrio com 10mM Tris, 0,1M EDTA, pH 8,0; carregamento 

de 30 mL de lisado (Condutividade » 42mS/cm); etapa de lavagem com tampão de equilíbrio; passo de 

0,564M NaCl em 10mM Tris, 0,1M EDTA, pH 8,0; passo de 0,84M NaCl em 10mM Tris, 0,1M EDTA, pH 
8,0 (durante 30 min); passo de 1,2M NaCl em 10mM Tris, 0,1M EDTA, pH 8,0. Representação da respetiva 
eletroforese em gel de agarose; 1 a 6 – respetivos picos cromatográficos. 

Ao fim dos ensaios descritos anteriormente, chegou-se a uma concentração de 0,588M 
NaCl no gradiente por passos que pareceu ideal para eliminar o RNA (picos 2 e 3 da 
Figura 22) e manter a ligação do DNA, que eluiu apenas no final do gradiente linear entre 
0,588M e 0,744M NaCl em 10mM Tris, 0,1M EDTA (pH 8,0) (pico 4 da Figura 22). Este 
ensaio mostrou que, a maioria das impurezas de RNA não se liga à membrana durante a 
etapa de carregamento e a que liga acaba por ser eliminada no passo de 0,588M de NaCl. 
Adicionalmente, devido ao aumento da força iónica do NaCl através do gradiente linear, 
a maior parte do DNA é eluída no final e obtém-se o seu isolamento no pico 4 da Figura 
22. Ao avaliar o pico 4 deste ensaio, obteve-se o isolamento de DNA com uma pureza 
superior a 90% e uma recuperação de 74% (Tabela 6). 

 
Figura 22.  Perfil cromatográfico na MA Q75. Equilíbrio com 10mM Tris, 0,1M EDTA, pH 8,0; carregamento 

de 30 mL de lisado (Condutividade » 42mS/cm); etapa de lavagem com tampão de equilíbrio; passo de 
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0,588M NaCl em 10mM Tris, 0,1M EDTA, pH 8,0; gradiente linear de 0,588M até 0,744M NaCl em 10mM 
Tris, 0,1M EDTA, pH 8,0 (durante 30 min); passo de 1,2M NaCl em 10mM Tris, 0,1M EDTA, pH 8,0. 
Representação da respetiva eletroforese em gel de agarose; 1 – amostra do lisado tratada com 0,4M CaCl2 e 
DE; 2 a 6 – respetivos picos cromatográficos. 

Tabela 6. Avaliação da quantidade total de DNA, percentagem de pureza e percentagem de recuperação na 
amostra de lisado tratada com 0,4 M de CaCl2 e DE, com base no método analítico [81]. 

Lisado tratado com 0,4M de 
CaCl2 e DE 

Quantidade total de DNA 
(µg)  

Pureza   
(%) 

Rendimento 
(%) 

Amostra filtrada com filtro 0,22µm 27,44 2,74  

DNA purificado pela membrana Q75 
(pico 5 da Figura 18)  

21,79 43,75 79,41 

DNA purificado pela membrana Q75 
(pico 4 da Figura 20) 

19,28 87,62 70,26 

DNA purificado pela membrana Q75 
(pico 4 da Figura 22) 

20,3 91,95 74,0 

 

4.3. Abordagem alternativa para validação do novo método 
4.3.1. Extração modificada 
De forma a complementar os estudos, evitar variações de resultados em função de lisados 
obtidos em dias diferentes e, ser possível uma comparação entre o método já existente 
de extração modificada e o abordado nesta dissertação (que envolve a clarificação do 
lisado com CaCl2 e DE), foram feitos novos ensaios, a partir de um só batch de uma nova 
fermentação de grandes quantidades. Sendo assim, começou-se por preparar amostras 
das diferentes etapas da extração modificada. 

Ao primeiro pellet (lisado A - resultante de 125 mL da nova fermentação) foram 
adicionados os três tampões de lise, seguindo-se as duas centrifugações. O sobrenadante 
resultante (≈ 30 mL) foi concentrado num concentrador de 10KDa e o tampão foi trocado 
para 200mM Tri-HCl, pH 8,0. No segundo pellet (lisado B - também resultante de 125 
mL da nova fermentação), foram realizados os mesmos passos que no anterior, mas ao 
sobrenadante resultante das centrifugações foram adicionados 0,7 volumes de 
isopropanol. Foi incubado por 30 min em gelo e centrifugado a 16000g, por 30 min, a 
4ºC. O pellet resultante foi ressuspenso em 1 mL de 10mM de Tris-EDTA, pH 8,0. De 
seguida, adicionou-se sulfato de amónio para uma concentração de 2,5M, agitando-se 
suavemente e incubou-se em gelo, por 15 min. Por último, foi feita a centrifugação a 
16000g, durante 20 min a 4ºC e recuperou-se o sobrenadante. Este foi dessalinizado 
num concentrador de 10KDa, passando a ficar em tampão 200mM Tris-HCl (pH 8,0). 
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Este estudo teve como objetivo verificar o que acontece ao longo do processo 
convencional, ou seja, comparar a constituição da amostra de lisado inicial logo após a 
lise celular (lisado A da Figura 23) com a amostra de lisado concentrada com isopropanol 
e clarificada com sulfato de amónio (lisado B da Figura 23). 

 
Figura 23. Eletroforese das amostras de lisado. A – lisado A; B- lisado B. 

Após a preparação das amostras, foram feitas as quantificações do DNA, utilizando 
novamente o método analítico modificado na coluna analítica CIMacTM pDNA, 
previamente descrito por Sousa e colaboradores [81]. 

Tabela 7. Avaliação da concentração de DNA, percentagem de pureza e percentagem de recuperação nas 
amostras das etapas da extração modificada, com base no método analítico [81]. 

Etapas da extração 
modificada 

Concentração de DNA 
(µg/mL) 

Pureza do DNA 
(%) 

Rendimento 
(%) 

Lisado A 163,67 1,28  

Lisado B 137,51 5,71 84,02 

Como os dados da Tabela 7 indicam, durante o processo de extração modificada 
(tratamento convencional), apesar da perda de alguma quantidade de DNA, a pureza da 
amostra aumenta devido ao passo de adição de sulfato de amónio que leva à remoção de 
impurezas como o RNA de alto peso molecular e proteínas [88].  

4.3.2. Clarificação do lisado com CaCl2 
Tal como foi feito anteriormente, para favorecer a remoção de impurezas, foi feita a 
clarificação do lisado através da adição de CaCl2. Desta vez, já tendo em conta os ensaios 
feitos anteriormente, optou-se por três concentrações diferentes de CaCl2: 0,25M, 0,4M 
e 0,5M. As amostras foram analisadas com e sem filtração num filtro novo de 0,22µm 
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(Sartolab® BT 150, 0,22 µm, PES). Em seguida, a etapa de lavagem da superfície do filtro 
foi adicionada para recuperar o que ficou retido neste.  

 
Figura 24. Influência do CaCl2 na remoção de impurezas. Eletroforese das amostras de lisados clarificados 
com diferentes concentrações de CaCl2: A – 0,25M; B – 0,4M; C – 0,5M. 1 – Amostra inicial/não filtrada; 2 
– Amostra Filtrada; 3 – Amostra Retida.  

Voltou a verificar-se pela eletroforese da Figura 24 que, apesar da concentração mais 
baixa apresentar uma banda de DNA mais evidente, não ajuda na eliminação das 
impurezas como o RNA. E da mesma forma que nos ensaios apresentados no ponto 4.1., 
a concentração de 0,5M CaCl2 elimina uma maior quantidade de RNA, mas também há 
uma perda evidente de DNA. Assim, e de acordo com a tendência observada 
anteriormente com outra amostra de lisado tratada com 0,4M de CaCl2, comprovou-se 
que a adição desta concentração é a mais vantajosa. 

4.3.3. Clarificação do lisado com CaCl2 e DE  
Uma nova amostra de lisado foi tratada com 0,4M de CaCl2 e nova DE, representada na 
Figura 25. A amostra foi filtrada num filtro novo de 0,22µm (Sartolab® BT 180C5, 
0,22µm, PES). 

 
Figura 25. Eletroforese do lisado bruto tratado com 0,4M CaCl2 e DE. 



 50 

Tabela 8. Avaliação da concentração de DNA, percentagem de pureza e percentagem de recuperação na 
amostra de lisado tratada com 0,4 M de CaCl2 e DE, com base no método analítico [81]. 

Lisado tratado com 0,4M de 
CaCl2 e DE 

Concentração de DNA 
(µg/mL) 

Pureza do DNA 
(%) 

Rendimento 
(%) 

Amostra sem filtração 98,19 3,95  

Amostra filtrada com filtro 
0,22µm 

75,15  3,45 76,54 

Através das quantificações na coluna analítica CIMacTM podemos perceber que, 
comparando a amostra em que é adicionado o 0,4M CaCl2 e a DE, com a amostra inicial 
que apenas é tratada com 0,4M CaCl2 e não passa pelo processo de filtração, o 
rendimento obtido é cerca de 76%. Este resultado indica que há uma pequena perda de 
DNA que pode ficar agarrado nos precipitados junto com a DE ou no próprio filtro. 

Comparativamente ao método da extração modificada (resultados apresentados na 
Tabela 7), em que no final se recupera cerca de 84% do DNA, este novo método apresenta 
uma diminuição de rendimento semelhante (Tabela 8). Agregando estes resultados, ao 
facto de que o simples tratamento do lisado bruto com adição de 0,4M CaCl2 e DE tornar 
o processo mais simples e rápido quando comparado com o tratamento do lisado com 
isopropanol e sulfato de amónio que obriga à adição de várias etapas de centrifugação. 
Além disso, este novo processo requer concentrações de CaCl2 muito inferiores às 
necessárias de sulfato de amónio o que também é muito vantajoso do ponto de vista 
industrial, tornando o processo mais ecológico e económico [75].  

Relativamente à pureza do DNA, apesar de ser mais baixa, como se pode aplicar o lisado 
bruto tratado com 0,4M CaCl2 e DE nas membranas adsorventes, torna o passo da 
purificação mais rápido em relação aos métodos já estabelecidos [85].  

4.4. Ensaios com membrana Sartobind® Q75 e membrana 

Sartobind® D75  

Foram feitos vários ensaios em duas membranas, caraterizadas como membranas de 
troca iónica forte e fraca, usando amostras de lisado do mesmo batch referido 
anteriormente de forma a podermos comparar os resultados obtidos ao longo do 
processo. A membrana adsorvente Sartobind® D75 tem imobilizado ligandos 
dietilamina, o que faz com que seja uma membrana de troca aniónica fraca e, a 
Sartobind® Q75 tem imobilizados grupo de amónia quaternária, como referido 



 51 

anteriormente no ponto 4.2 [86]. Com a membrana D75, espera-se que também o 
ligando amina polimérico (dietilamina) que é carregado positivamente, estabeleça 
interações eletrostáticas com os grupos fosfato presentes no DNA carregado 
negativamente, à semelhança do que já foi descrito anteriormente [39]. 

Assim sendo, amostras de lisado do mesmo batch foram tratadas com 0,4M CaCl2 e DE, 
e carregadas diretamente nas membranas. Com base nas condições de equilíbrio e 
eluição já otimizadas no ponto 4.2. para a membrana Q75, fizeram-se novos ensaios para 
isolamento do DNA. Resumidamente, as membranas foram equilibradas com tampão 
10mM Tris, 0,1M EDTA, pH 8,0 e após o carregamento da amostra com a bomba para 

injeção do lisado (controlando a condutividade que em todos os ensaios foi de » 

42mS/cm), seguiu-se uma etapa de lavagem com o mesmo tampão de equilíbrio e 
posteriormente os respetivos gradientes. Todos os ensaios decorreram a uma taxa de 
fluxo de 1mL/min. Os ensaios A, B e C, representados na Figura 26, foram realizados na 
membrana Q75, enquanto os ensaio D, E e F foram feitos na membrana D75 (Figura 27).  

No ensaio A (Figura 26 A), após a etapa de lavagem com o tampão 10mM Tris, 0,1M 
EDTA (pH 8,0), seguiu-se um passo de 0,588M NaCl em 10mM Tris, 0,1M EDTA (pH 
8,0) onde foi eliminada RNA, principalmente de baixo peso molecular (pico 2 e 3 da 
Figura 26 A). Posteriormente iniciou-se um gradiente linear de 0,588M até 0,744M NaCl 
em 10mM Tris, 0,1M EDTA, pH8,0 (durante 30 min), e por fim um passo de 1,2M NaCl 
em 10mM Tris, 0,1M EDTA (pH8,0). Durante o gradiente linear, o restante RNA foi 
eliminado, no entanto também houve perdas de DNA (pico 4 Figura da 26 A). O 
isolamento do DNA foi alcançado no último passo, no máximo da força iónica aplicada 
(pico 5 da Figura 26 A). 

De maneira a que não houvessem perdas de DNA optou-se por um novo ensaio, onde 
apenas se alterou o gradiente linear, passando a ser de 0,588M até 0,756M NaCl em 
10mM Tris, 0,1M EDTA (pH 8,0), em 30 min. Este passo já favoreceu a eliminação de 
RNA de alto peso molecular (pico 5 da Figura 26 B) e o isolamento do DNA que eluiu no 
final do gradiente (pico 6 da Figura 26 B).  

Fez-se ainda outro ensaio, também com mudança apenas do gradiente linear, sendo este 
iniciado em 0,588M NaCl em 10mM Tris, 0,1M EDTA (pH 8,0) e aumentando a força 
iónica até 0,750M NaCl em 10mM Tris, 0,1M EDTA (pH 8,0), durante 30 min. No 
entanto, apesar da eliminação do RNA (pico 4 da Figura 26 C), houve perdas de DNA 
durante o gradiente linear (pico 5 da Figura 26 C).  
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Figura 26. Perfis cromatográficos dos ensaios na MA Q75; A – Equilíbrio  com 10mM Tris, 0,1M EDTA, pH 

8,0; carregamento de 30 mL de lisado (Condutividade » 42mS/cm); etapa de lavagem com tampão de 

equilíbrio; passo de 0,588M NaCl em 10mM Tris, 0,1M EDTA, pH 8,0; gradiente linear de 0,588M até 
0,744M NaCl em 10mM Tris, 0,1M EDTA, pH 8,0 (durante 30 min); passo de 1,2M NaCl em 10mM Tris, 
0,1M EDTA, pH 8,0. Representação da respetiva eletroforese em gel de agarose; 2 a 6 – respetivos picos 
cromatográficos; B – Equilíbrio com 10mM Tris, 0,1M EDTA, pH 8,0; carregamento de 30 mL de lisado 

(Condutividade » 42mS/cm); etapa de lavagem com tampão de equilíbrio; passo de 0,588M NaCl em 10mM 

Tris, 0,1M EDTA, pH 8,0; gradiente linear de 0,588M a 0,756M NaCl em 10mM Tris, 0,1M EDTA, pH 8,0 
(durante 30 min); passo de 1,2M NaCl em 10mM Tris, 0,1M EDTA, pH 8,0. Representação da respetiva 
eletroforese em gel de agarose; 1 – amostra do lisado tratada com 0,4M CaCl2 e DE; 2 a 6 – respetivos picos 
cromatográficos; C – Equilíbrio com 10mM Tris, 0,1M EDTA, pH 8,0; carregamento de 30 mL de lisado 

(Condutividade » 42mS/cm); etapa de lavagem com tampão de equilíbrio; passo de 0,588M NaCl em 10mM 

Tris, 0,1M EDTA, pH 8,0; gradiente linear de 0,588M a 0,750M NaCl em 10mM Tris, 0,1M EDTA, pH 8,0 
(durante 30 min); passo de 1,2M NaCl em 10mM Tris, 0,1M EDTA, pH 8,0. Representação da respetiva 
eletroforese em gel de agarose; 1 – amostra do lisado tratada com 0,4M CaCl2 e DE; 2 a 6 – respetivos picos 
cromatográficos. 
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Um primeiro ensaio realizado na membrana D75 (Figura 27 D) consistiu, após o 
equilíbrio, no carregamento da amostra e etapa de lavagem como descrito 
anteriormente, num gradiente linear de 0M até 0,996M NaCl em 10mM Tris, 0,1M EDTA 
(pH 8,0) durante 40 min. Este gradiente não foi benéfico pois no pico 5 da Figura 27 D, 
apesar de eliminar RNA ocorre a perda de algum DNA, que é eliminado na sua maioria 
no final do gradiente (pico 6 da Figura 27 D).  

Assim, de maneira a que não houvessem perdas de DNA, mudou-se de estratégia, 
iniciando um outro ensaio com um passo de 0,564M NaCl em 10mM Tris, 0,1M EDTA 
(pH 8,0). Este primeiro passo permitiu a eliminação do RNA (picos 3 e 4 da Figura 27 
E), enquanto o DNA eluiu isolado (pico 6 da Figura 27 E) no final do gradiente linear 
aplicado a seguir durante 30 min, de 0,564M a 0,720M NaCl em 10mM Tris, 0,1M EDTA 
(pH 8,0). Terminou-se o ensaio com um passo de 1,2M NaCl em 10mM Tris, 0,1M EDTA 
(pH 8,0). 

Num terceiro ensaio, aumentou-se a força iónica aplicada no primeiro passo para 
0,588M NaCl em 10mM Tris, 0,1M EDTA (pH 8,0) que eliminou o RNA que se liga à 
coluna no passo de carregamento da amostra (picos 3 e 4 da Figura 27 F). De seguida 
iniciou-se um gradiente linear em 30 min de 0,588M até 0,756M NaCl em 10mM Tris, 
0,1M EDTA (pH 8,0), onde o DNA eluiu isolado no final (pico 6 da Figura 27 F). O último 
passo aplicado para verificar que nada ficou retido na membrana foi aplicado foi de 1,2M 
NaCl em 10mM Tris, 0,1M EDTA (pH 8,0).  
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Figura 27. Perfis cromatográficos dos ensaios na MA Q75; D – Equilíbrio  com 10mM Tris, 0,1M EDTA, pH 

8,0; carregamento de 30 mL de lisado (Condutividade » 42mS/cm); etapa de lavagem com tampão de 
equilíbrio; gradiente linear de 0M até 0,996M NaCl em 10mM Tris, 0,1M EDTA, pH 8,0 (durante 40 min); 
passo de 1,2M NaCl em 10mM Tris, 0,1M EDTA, pH 8,0. Representação da respetiva eletroforese em gel de 
agarose; 1 – amostra do lisado tratada com 0,4M CaCl2 e DE; 2 a 6 – respetivos picos cromatográficos; E – 

Equilíbrio  com 10mM Tris, 0,1M EDTA, pH 8,0; carregamento de 30 mL de lisado (Condutividade » 

42mS/cm); etapa de lavagem com tampão de equilíbrio; passo de 0,564M NaCl em 10mM Tris, 0,1M EDTA, 
pH 8,0 gradiente linear de 0,564M até 0,720M NaCl em 10mM Tris, 0,1M EDTA, pH 8,0 (durante 30 min); 
passo de 1,2M NaCl em 10mM Tris, 0,1M EDTA, pH 8,0. Representação da respetiva eletroforese em gel de 
agarose; 1 – amostra do lisado tratada com 0,4M CaCl2 e DE; 2 a 6 – respetivos picos cromatográficos; F – 

Equilíbrio  com 10mM Tris, 0,1M EDTA, pH 8,0; carregamento de 30 mL de lisado (Condutividade » 

42mS/cm); etapa de lavagem com tampão de equilíbrio; passo de 0,588M NaCl em 10mM Tris, 0,1M EDTA, 
pH 8,0 gradiente linear de 0,588M até 0,756M NaCl em 10mM Tris, 0,1M EDTA, pH 8,0 (durante 30 min); 
passo de 1,2M NaCl em 10mM Tris, 0,1M EDTA, pH 8,0. Representação da respetiva eletroforese em gel de 
agarose; 1 – amostra do lisado tratada com 0,4M CaCl2 e DE; 2 a 6 – respetivos picos cromatográficos. 
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4.4.1. Análise das amostras purificadas por densitometria de bandas 
Infelizmente a coluna analítica CIMacTM perdeu a capacidade de quantificar o DNA 
presente nas amostras de lisado, dado o elevado número de utilizações e tempo de meia 
vida da coluna já ter sido ultrapassado há muito tempo. Mesmo após a realização de 
vários procedimentos de regenaração, os resultados provenientes desta coluna deixaram 
de ser reprodutíveis, o que nos forçou a procurar uma alternativa para poder avaliar os 
resultados dos ensaios com as membranas, uma vez que a compra de uma nova coluna 
neste momento também não é viável por falta de verba. Assim sendo, as amostras obtidas 
pela estratégia cromatográfica de troca aniónica realizada nas membranas adsorventes 
Q e D, foram avaliadas por densitometria de bandas de um gel de agarose, utilizando o 
software Image J. Na Figura 28 encontra-se a eletroforese em gel de agarose de todas as 
frações de DNA purificadas nas membranas Q e D, através da cromatografia de troca 
aniónica. 

Figura 28. Eletroforese das amostras de DNA tratadas com 0,4M CaCl2 e DE, após purificação com as 
membranas de cromatografia de troca aniónica. 1- Lisado bruto tratado com 0,4M CaCl2 e DE; 2 a 4 – ensaios 
na MA Q75; 5 a 7 – ensaios na MA D75.  

Através do programa é possível avaliar a densidade relativa das bandas de DNA e RNA. 
Com esses dados calculou-se a razão entre a densidade relativa da banda correspondente 
ao DNA e a densidade relativa da banda correspondente ao RNA para a determinação da 
pureza. O cálculo da percentagem de recuperação de DNA fez-se através da comparação 
da área de DNA da amostra avaliada com a área de DNA da amostra de lisado tratada 
com o,4M CaCl2 e DE (que corresponde ao lisado que é injetado diretamente nas 
membranas). 
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Tabela 9. Cálculo da pureza do DNA da amostra de lisado tratada com 0,4 M de CaCl2 e DE, e cálculo da 
pureza e rendimento das amostras purificadas nas membranas MA Q75 e MA D75 (cromatogramas da Figura 
26 e 27), através do software Image J. 

 
Pureza do DNA 

(%) 
Rendimento 

(%) 

Lisado tratado com 0,4M de CaCl2 e DE 37,07  

MA Q75 (A) >99 66,24 

MA Q75 (B) >99 89,58 

MA Q75 (C) >99 » 100 

MA D75 (D) >99 26,64 

MA D75 (E) >99 52,60 

MA D75 (F) >99 47,04 

Observando a eletroforese da Figura 28, podemos inferir que as amostras recuperadas 
pelas membranas não apresentam contaminação por RNA, sendo ausente a sua banda 
na eletroforese. Isto é comprovado pelos cálculos através do software, onde 
confirmamos que não se deteta RNA, sendo assim a pureza apresentada >99% em todos 
os ensaios feitos.  

Como relatado na literatura, embora para purificação de proteínas, a principal diferença 
entres as membranas de troca aniónica forte e fraca é a sua capacidade de ligação, com o 
ligando fraco a apresentar uma capacidade ligação inferior [86]. Esta característica 
resulta numa menor recuperação do DNA, como é evidenciado pela comparação dos 
valores de recuperação nas duas membranas. Pelos valores indicados na Tabela 9, 

concluímos que a MA Q75 com o ligando amónia quaternária (ligando forte) obteve 

recuperações da quantidade de DNA boas, sendo sempre o rendimento superior a 60%. 
O melhor ensaio apresenta uma recuperação quase total do DNA. Já a membrana com o 
ligando fraco, apresentou valores de recuperação por volta dos 40% a 50% o que não é 
tão satisfatório. Será assim necessário fazer melhoramentos nas condições utilizadas 
nesta membrana.  

Concluímos então que as duas membranas estão aptas para fazer a purificação do DNA, 
após a aplicação do lisado clarificado com 0,4M CaCl2 e DE. 
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Capítulo 5 – Conclusões e Perspetivas futuras 

Considerando a elevada prevalência de infeções por HPV e o crescente número de casos 
de CCU com o passar dos anos, é necessário adotar estratégias eficazes para esta doença. 
A terapia génica tem ganho importância na comunidade científica, surgindo o vetor de 
mcDNA para entrega de genes alvo, como uma alternativa promissora relativamente ao 
pDNA.  

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi otimizar a produção e purificação de um vetor 
de mcDNA que codifica o gene pri-miR-375, para futuramente ser utilizado em terapia 
génica do CCU. No entanto, o processo de obtenção de um biofármaco representa um 
alto custo para a indústria farmacêutica e tem um impacto ambiental alto associado à 
utilização de elevadas quantidades de sais caotópicos e solventes orgânicos. Com isto, 
torna-se necessário o desenvolvimento de estratégias alternativas.  Assim, neste trabalho 
foi explorada uma nova estratégia de purificação de DNA de lisados brutos de E. coli 
aplicando DE combinada com purificação por membranas adsorventes de cromatografia 
de troca aniónica.  

De maneira a eliminar várias etapas do processo biotecnológico como a concentração 
com isopropanol, a clarificação com sulfato de amónio e as centrifugações, que são 
desvantajosas e demoradas, começou-se por verificar qual a concentração de CaCl2 que 
seria mais adequada para simplificar os lisados. Concluiu-se que 0,4M CaCl2 foi a 
concentração que eliminava uma maior quantidade de contaminantes sem comprometer 
a quantidade de DNA recuperado. Após essa primeira otimização do processo, testaram-
se filtros para a separação das biomoléculas mas, concluiu-se que estes não faziam uma 
distinção dos componentes do lisado aquando da filtração, deixando passar e retendo de 
igual forma qualquer ácido nucleico.  

Assim, de maneira a ser possível uma filtração direta do lisado após a lise alcalina e que 
promovesse a remoção de detritos celulares e impurezas precipitadas resultantes deste 
passo e sem recorrer a centrifugações, adicionou-se DE à mistura. Os resultados 
associados a esta experiência demonstraram que a DE ajuda na filtração, evitando o 
entupimento do filtro e obtendo-se uma amostra de lisado simplificado e sem perdas 
significativas de DNA.  

Apesar da remoção de algumas impurezas, foi necessária uma segunda etapa, onde se 
recorreu à purificação por membranas adsorventes de cromatografia de troca iónica. 
Pelos estudos feitos das condições de equilíbrio e eluição, concluímos que a eliminação 
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da maior parte do RNA ocorre durante a etapa de carregamento do lisado, feita com 
tampão Tris-EDTA (10mM Tris, 0,1M EDTA, pH 8,0). Na membrana Q75, os diferentes 
gradientes testados, levaram a uma boa purificação do DNA, com eliminação das 
impurezas ao longo do ensaio. Com esta membrana, aplicando primeiro um passo de 
0,588M NaCl em 10mM Tris, 0,1M EDTA (pH 8,0), seguido de um gradiente linear até 
0,750M NaCl em 10mM Tris, 0,1M EDTA (pH 8,0), foi possível obter uma recuperação 

quase total do DNA (» 100%) juntamente com o alcance de uma pureza superior a 99%. 

Já na membrana D75 (onde foram aplicados gradientes semelhantes aos aplicados na 
membrana Q75), os resultados não foram tão promissores. O melhor ensaio com esta 
membrana, onde se aplicou um passo de 0,564M NaCl em 10mM Tris, 0,1M EDTA (pH 
8,0) e posteriormente um gradiente linear até 0,720M NaCl em 10mM Tris, 0,1M EDTA 
(pH 8,0), permitiu apesar de com uma pureza superior a 99%, uma recuperação do DNA 
total de apenas 52,60%.  

Concluindo, a melhor estratégia de purificação encontrada para recuperação e 
purificação do DNA é a clarificação do lisado com 0,4M CaCl2 e DE, seguida de um ensaio 

na membrana adsorvente Sartobindâ Q75.  

No geral, os estudos realizados demonstraram a eficiência da estratégia combinada. No 
entanto, ainda é necessário realizar mais alguns estudos, principalmente na membrana 
D75, para melhorar o isolamento e o rendimento máximo do vetor mcDNA recuperado. 
Também será necessário fazer uma avaliação mais analítica das amostras purificadas 
pelas membranas para comprovar os resultados obtidos, assim como a determinação do 
conteúdo de impurezas como proteínas, gDNA e endotoxinas para verificar se estão de 
acordo com os requisitos das agências reguladoras. Assim, espera-se que esta estratégia 
combinada possa ser ampliada e aplicada com sucesso na indústria biofarmacêutica para 
purificar vetores de DNA de forma rápida e económica. 
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