A tecnologia do ADN recombinante aplicada ao
desenvolvimento de vacinas, com especial destaque para o
contexto da COVID-19

Surtos, epidemias e pandemias sdo responsaveis por grandes alteracdes econémicas,
politicas, e sociais, permitindo igualmente um elevado desenvolvimento cientifico e
tecnoldgico. Ao longo da histéria, estes eventos tém-se vindo a intensificar devido ao
aumento na mobilidade entre populacdes, o que se traduz num aumento das cadeias de
transmisséo de agentes infeciosos. Oficialmente declarada pandemia em 11/03/2020 pela
Organizagao Mundial de Saude (OMS), a COVID-19 assume-se, provavelmente, como o
acontecimento global mais marcante desde a segunda guerra mundial, provocando uma
alteracdo dos habitos de vida de grande parte da populagdo mundial, sem precedentes na
histéria contemporanea. Volvidos mais de trés anos e ap6s a OMS ter declarado o fim da
COVID-19 como emergéncia de saude global (05/05/2023), torna-se claro que esta
pandemia aumentou a consciencializagdo acerca da importancia do desenvolvimento de
métodos rapidos e efetivos que permitam controlar a propagacéo de doengas infeciosas,
dos quais importam destacar as estratégias de vacinagdo. Entre outras, a tecnologia do
ADN recombinante e os bioprocessos no dominio da biotecnologia vermelha séo
essenciais para o desenvolvimento e produgdo de vacinas. O desenvolvimento desta
tecnologia bem como o seu contributo para a produgdo de vacinas de ADN plasmidico e
subunidades de proteinas é enfatizado neste trabalho. Esta revisdo € ainda
complementada com uma breve resenha histérica do desenvolvimento das vacinas, os
diferentes tipos de vacinas existentes e uma visdo global da sua aplicagdo no controlo da
COVID-19.
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D Descoberta e Desenvolvimento de Vacinas

ambiente e saude

Historicamente, tem-se verificado que o aparecimento de surtos epidémicos de doencas infeciosas conduz a

grandes alteracdes a nivel econémico, social, politico e cientifico. Todos os anos a Organizagdo Mundial de

Saude (OMS) relata o aparecimento de surtos epidémicos. Desde 2009, a OMS declarou 5 pandemias,
nomeadamente, a da gripe suina em 2009 (H1N1), do MERS-CoV em 2012, do Ebola em 2013, do virus ZIKA

em 2015 e da COVID-19 em 2020 [1]. Embora pequenos surtos possam ser contidos rapidamente,

dependendo do agente infecioso e da sua capacidade de transmissdo, 0 nUmero de mortes pode aumentar

rapidamente devido a falta de métodos eficazes que previnam a sua disseminacéo, bem como de tratamentos

eficientes. Atualmente, a globalizagcéo permite uma maior conectividade e mobilidade entre as diversas

populacbes, a qual juntamente com a disrupcdo causada por fendmenos naturais fruto das alteracGes

climaticas, tais como cheias, furacdes, secas, facilita o aparecimento e a propagacéo de doencas infeciosas

[2].

Uma das ferramentas mais eficazes para controlar a propaga¢do de doencas infeciosas € através da

vacinagéao [3]. Segundo a OMS, a vacinacao consiste na estimulagdo do sistema imune, quer por um agente

infecioso (ou apenas alguns dos seus componentes), quer por um agente infecioso modificado. Este agente

néo deve provocar a doeng¢a, mas no momento do contacto entre o hospedeiro e o agente infecioso, o sistema

imune deve ser capaz de o neutralizar [4]. A introdu¢cdo da vacinacdo na medicina é por isso considerado um

dos passos mais revolucionarios da histéria, permitindo uma reducéo significativa do nimero de mortes

provocadas por doencas infeciosas [5], com a OMS a estimar que, atualmente, a imuniza¢éo previna cerca

de 3,5-5 milhées de mortes anualmente [6].

Ao longo da historia e desde as primeiras descri¢cdes
acerca do conceito de inoculacdo, a evolugdo cientifica
associada as vacinas, permitiu a erradicacao de diversas
doencas, estando algumas das principais descobertas

neste campo sumariadas na Figura 1.

No inicio do século XVIII, foi reportado no império
otomano o processo de “variolagdo”, designado também
por inoculagéo. Este consistia na recolha de pus de uma
bolha de variola, o qual era posteriormente introduzido
subcutaneamente na pele de um individuo ndo infetado
Edward

Jenner, reconhecido como pioneiro a reportar o conceito

para conferir protecdo [7]. Posteriormente,
de vacina, introduziu o processo de imunizacdo, que se
baseou na constatacao de que individuos que tinham sido
previamente infetados pelo virus da variola bovina, n&o
contraiam a doenga na sua variante humana e por isso se

encontravam imunizados e protegidos contra a variola.
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FIGURA 1: Cronograma e perspetiva histérica do
desenvolvimento de  vacinas. Criado com
BioRender.com e adaptado de [7].
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Em maio de 1796, Edward Jenner encontrou uma jovem leiteira, Sarah Nelms, com les@es frescas provocadas
pela variola bovina. Utilizando material destas les6es, inoculou uma crianga de 8 anos, James Phipps. Alguns
dias ap0s a inoculacéo, James Phipps desenvolveu febre ligeira, desconforto nas axilas e perda de apetite,
mas recuperando apos alguns dias. Em julho de 1796, Phipps voltou a ser inoculado com novo material
proveniente de lesBes de variola e ndo desenvolveu a doenca [8]. Estas observacdes deram origem, em 1796,

ao primeiro ensaio clinico conhecido, e que mais tarde viria a conduzir a erradicacdo da doenca [8].

Em 1878, décadas apds serem dados os primeiros passos na imunizacdo, foram desenvolvidas as vacinas
atenuadas por Louis Pasteur contra a célera aviaria [9]. Nesta altura, milhares de galinhas encontravam-se a
morrer num intervalo de 48h, e apés obter sucesso na cultura do agente causador da doenca, Pasteurella
multocida, Pasteur observou que culturas mais antigas perdiam a sua viruléncia e que galinhas inoculadas
com culturas mais antigas se encontravam protegidas contra a estirpe virulenta [9,10]. Além disso, verificou-
se que apesar de algumas das galinhas sobreviverem, excretavam ainda formas virulentas da bactéria,
indicando assim a existéncia de portadores saudaveis e explicando o conceito da transmissdo de germes
durante epidemias [9,10]. Pasteur foi também responsavel por desenvolver a vacina contra a raiva em 1885,
sendo esta a descoberta pela qual se tornou mais conhecido e que foi essencial para reduzir a mortalidade

da doenca de 40% para 0,5% apoés a vacinacéo [9].

Anos mais tarde, foi introduzida uma nova geracéo de vacinas por Albert Sabin e Jonas Salk, para conferir
protecd@o contra varias estirpes do agente infecioso causador da poliomielite. No caso de Albert Sabin, este
utilizou trés estirpes vivas atenuadas de poliovirus para desenvolver uma vacina oral, enquanto Jonas Salk
utilizou trés estirpes inativadas do virus para formular uma vacina injetavel [11]. A utilizacdo de vacinas como
estratégia de prevencao de doencas conduziu a grandes avancos histdricos como a erradicagdo da variola,
a quase erradicacdo da poliomielite e a reducdo em 95% da incidéncia de doengas como a difteria, tétano,
parotidite e a rubéola. Em anos mais recentes, a vacinacao contra a hepatite A, hepatite B e contra a bactéria

Haemophilus influenzae tipo b diminuiu a mortalidade causada por diversos tipos de doencas infeciosas [3].

Em 2019, foi aprovada a primeira vacina contra o virus do Ebola, tendo desde logo sido utilizada para conter
um surto na Republica Democréatica do Congo [12]. Os primeiros casos de infe¢@o pelo coronavirus — SARS-
CoV-2 — foram reportados no final de 2019 em Wuhan (China), virus este que é responsavel pela doenca da
COVID-19. Oficialmente declarada pandemia a 11 de marco de 2020 pela OMS, a COVID-19 foi, a data de
maio de 2023, responsavel por mais de 765 milhdes de casos, os quais resultaram em mais de 6,92 milhdes
de mortes [13]. Tendo em vista o combate a pandemia da COVID-19, a investigacdo, desenvolvimento e
producéo de vacinas foi conduzida a um ritmo sem precedentes, tendo a primeira vacina recebido autorizacéo
de utilizacdo de emergéncia na Unido Europeia (UE) no final de 2020, pouco mais de um ano apds terem sido

reportados os primeiros casos de infegéo.

Durante as ultimas décadas, o campo da vacinacao tem sido transformado devido aos avancos tecnolégicos,
sendo expectavel que as vacinas continuem a contribuir para melhorar as condi¢des de vida através do
combate a doencas infeciosas emergentes ou reemergentes. Apesar dos poucos avancos registados nos
ultimos anos na producéo de novas vacinas [14], a pandemia da COVID-19 veio alterar este cenario, pautado
por elevado investimento financeiro e processos de aprovacdo mais simples devido a concessao de

autorizaces de utilizacdo de emergéncia de algumas das vacinas desenvolvidas. Em geral, a tecnologia do
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acido desoxirribonucleico (ADN) recombinante e dos bioprocessos sao aliados fundamentais no processo de

desenvolvimento e/ou producédo de grande parte das vacinas.

D Tipos de Vacinas

Historicamente, as primeiras vacinas eram baseadas em agentes patogénicos atenuados ou inativados,
nomeadamente bactérias ou virus. Desde entédo, a evolucado cientifica tem procurado avancar no sentido de
empregar frac6es cada vez menores dos agentes patogénicos tendo em vista o desenvolvimento de vacinas
mais seguras, mas igualmente eficazes [15]. Tendo por base o conceito subjacente a estratégia de producdo
ou tipo de ingrediente ativo das vacinas, estas sdo geralmente classificadas em trés grupos ou geracdes, de
acordo com a Figura 2: as vacinas de primeira geragcao podem conter agentes patogénicos vivos numa forma
atenuada (geralmente virus) ou inativada; as vacinas de segunda geracdo séo vacinas recombinantes e
podem conter toxinas produzidas por bactérias inativadas, ou partes do agente patogénico (proteinas
recombinantes, polissacarideos, entre outros) [16,17]; mais recentemente e de forma a combater novos
desafios surgiu uma terceira geragdo de vacinas que utiliza a informacéo genética do agente patogénico em
causa, mais especificamente ADN ou ARN (4cido ribonucleico), responsaveis pela codificagdo de proteinas

gue representam antigénios relevantes para desencadear uma resposta do sistema imunitario [3,15,17].

2% geragao
Utiliza proteinas virais ou
fragmentos de proteinas.
Vacinas: hepatite B e
papiloma virus humano

12 geragao
Utiliza todo o virus na sua
forma atenuada ou inativada. @
Vacinas: sarampo e rubéola .
(atenuadas); poliomielite
(inativada)

32 geragao
Utiliza material genético do
virus como ADN e ARN.
Vacinas: SARS-CoV-2

FIGURA 2: Classificagdo das diferentes gera¢des de vacinas consoante o tipo de ingrediente ativo ou método de
producao.

O mecanismo de acdo de uma vacina assenta no funcionamento da resposta imune. O sistema imune pode
ser divido em dois grandes subsistemas, o sistema imune inato e o sistema imune adaptativo, sendo que
estes interagem entre si de forma a criar uma resposta imune eficaz [18]. A resposta imune inata pode ser
considerada uma primeira linha de defesa contra agentes patogénicos, sendo esta resposta o resultado de
barreiras anatémicas tais como a pele e as mucosas, as quais tém como principal objetivo a prevencéo da
entrada de microrganismos e outros agentes téxicos. Além destas barreiras fisicas fazem parte desta resposta
inata barreiras fisiologicas tais como a temperatura, o pH acidico do estomago [19], e células especializadas

do sistema imune [18,20].
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Ainda dentro da resposta inata temos a ativacdo das vias do complemento. A via classica é ativada por
anticorpos IgM ou IgG que se ligam na superficie de antigénios ou microorganismos. A via da properdina é
ativada pela deposicéo de proteina do complemento C3b nas superficies dos microrganismos e ndo requer
anticorpos para a sua ativacao. Por seu lado, a via da lectina € ativada quando a proteina plasmética ligante
de manose se liga a grupos manose presentes nas paredes celulares de microorganismos. Estas vias
conectam-se numa via comum levando a formacéo do complexo que forma poros na membrana das células

alvo, conduzindo assim a opsonizagao?! que posteriormente ativa a resposta inflamatéria localizada [19].

A resposta inflamatéria € uma parte essencial da resposta imune inata. Além dos mecanismos fisioldgicos,
existem também padrées moleculares associados a agentes patogénicos (PAMPSs) (peptidoglicanos,
lipoproteinas e ADN viral) que sdo capazes de estimular a libertacdo de citocinas e ativar fagdcitos. Os
fagocitos apresentam a capacidade de interligar a resposta imune inata e adaptativa. Dentro dos fagécitos,
existem os mondcitos (sangue) e os macrofagos (tecidos) que tém um papel fundamental na degradacéo de

agentes exdgenos e na apresentacao de antigénios a células T [21].

Por outro lado, as a¢fes do sistema imune adaptativo sdo especificas para o agente infecioso e, como tal,
demoram mais tempo a entrar em acao do que as da resposta inata. Contudo, esta resposta possui memoria,
permitindo desenvolver uma resposta mais rapida quando se verifica uma exposicao repetida ao agente
infecioso. O sistema imune adaptativo envolve a ag¢édo de linfécitos B, anticorpos (imunidade humoral),
linfécitos T (imunidade mediada por células), ou células exterminadoras naturais (do inglés natural killer - NK)
[19,21]. Desta forma, o funcionamento das vacinas passa por mimetizar um estado de infecdo que nao

provoque a doenca, mas que permita ao sistema imune produzir linfécitos T de meméria e anticorpos [19].

Existem varios tipos de vacinas. O seu desenvolvimento e produ¢édo sdo muitas vezes dependentes do tipo

de infe¢do que a vacina ird prevenir, como descrito na Tabela I.

No contexto da pandemia da COVID-19, devem ser realgcados dois marcos importantes no campo da
vacinagdo que terdo certamente implicacdes na medicina contemporanea, nomeadamente a aprovagéo na
UE/EUA (Estados Unidos da América) das primeiras vacinas de ARN mensageiro (ARNm) [22], bem como a
aprovacao na india da primeira vacina de ADN plasmidico (ADNp) [23]. Face ao exposto, a proxima sec¢ao

aborda as caracteristicas gerais das vacinas de ADNp e ARNm.

Vacinas de acidos nucleicos

Em geral, as vacinas tradicionais apresentam algumas desvantagens, nomeadamente o facto da producéo
em larga escala das vacinas que contém virus atenuados ser, geralmente, um processo moroso que nao se
coaduna com a urgéncia verificada no caso de surtos epidémicos, como por exemplo no caso da COVID-19.
Por outro lado, estas podem induzir respostas do sistema imune, como inflamac¢des ou casos de resisténcia,
e no caso de doentes imunocomprometidos, a administracdo de vacinas convencionais pode aumentar o risco

de morte [24,25]. Desta forma, torna-se evidente a necessidade de vacinas mais eficazes e seguras, mas

1 A opsonizacdo é uma resposta imune na qual as opsoninas sdo usadas para marcar patégenos de forma a serem
eliminados por fagécitos. Sem as opsoninas 0s patdégenos séo capazes repelir os anticorpos e evitam a sua eliminagao
pelo sistema imune podendo continuar a sua replicagdo no sistema.
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sobretudo é imperativo o desenvolvimento e producao de vacinas em grande escala de uma forma mais rapida

de modo a combater surtos epidémicos.

TABELA I: Tipos de vacinas e doencas [16].

Tipo de vacina Ingrediente farmacéutico ativo Doenca

Virus ~ . - . , .
Contém o virus ou bactéria numa forma enfraquecida Sarampo, Rubéola, Varicela

atenuados

Virus inativado  Contém o virus ou bactéria totalmente inativos Poliomielite
Contém toxinas numa forma enfraquecida (toxoides) produzidas

Toxoides pelas bactérias. As bactérias em si sdo incapazes de provocar a Difteria e Tétano
doenca

Subunidades Contém apenas partes do virus ou bactéria Tosse convulsa

Contém polissacarideos conjugados com outros antigénios,
Conjugadas sendo aplicadas no combate a bactérias que possuem aquele Haemophilus influenzae tipo B
tipo polissacarideos

Como alternativa as vacinas comuns surgiu o aparecimento de vacinas baseadas em acidos nucleicos,
nomeadamente ADN ou ARN. As vacinas de ADN envolvem a introducao de ADNp nos tecidos ou células,
gue contém sequéncias de ADN que codificam para antigénios especificos para a resposta imune pretendida
[26,27]. Apbs administracdo, os antigénios em causa séo produzidos pelo organismo hospedeiro, estimulando
desta forma a resposta imune requerida [17]. A base das vacinas de acidos nucleicos assenta no principio da
tecnologia de ADN recombinante, o qual é essencial pois permite clonar a sequéncia génica de interesse no
ADNp.

As vacinas de ADNp apresentam vantagens em relacdo as vacinas tradicionais pois estas sdo capazes de
estimular ambas as respostas das células T e B, sao relativamente mais estaveis, ndo requerem a utilizagao
de agentes infeciosos na sua formulacéo e a producdo em larga escala é mais simples [17]. Adicionalmente,
e ao contrario das vacinas convencionais que sao apenas utilizadas no combate a doengas infeciosas, as
vacinas de &cidos nucleicos podem ainda ser aplicadas em tratamentos de doencas nao infeciosas tais como
o cancro [28]. Em geral, 0 ADNp € obtido através de bioprocessos utilizando bactérias (abordado em mais
detalhe na secéo “Desenvolvimento de bioprocessos para a obtengdo de ADN plasmidico”), incluido numa
formulagdo que, além do principal ingrediente farmacéutico ativo (ADNp), pode ainda conter adjuvantes ou
excipientes, até que é finalmente administrado recorrendo a diferentes métodos tais como inje¢cdes com
agulhas (p. ex. por via intravenosa, subcutanea, ou intramuscular), e administracdo topica em diversas

mucosas (p. ex. intestinal, respiratoria, pele e olhos) [17,29,30].

Apesar dos resultados promissores obtidos em animais e da expectativa criada em torno destas vacinas, a
sua eficacia foi reportada como sendo mais reduzida em humanos e animais de grande porte [17,29,31]. De
facto, os grandes entraves a aplicacéo das vacinas de ADNp sédo a instabilidade dos préprios plasmideos e a
falta de um mecanismo de entrega eficiente nas células, levando a necessidade de aplicar elevadas
guantidades de ADNp, para que um ndmero significativo de células incorpore o plasmideo produzindo o
antigénio de interesse e de forma a que seja desencadeada uma resposta imune eficiente [32]. No sentido de
oferecer solucBes inovadoras para ultrapassar este problema [33], tém sido amplamente investigadas

diversas formulagbes para a sua entrega, tais como nanoparticulas poliméricas, lipidicas, hibridos lipido-
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polimero, inorganicas, ou proteicas [34]. Pelo referido, as primeiras vacinas baseadas em ADN foram
aprovadas exclusivamente para uso veterinario [27], como por exemplo, a vacina contra o melanoma em caes
[35]. No entanto, é importante salientar que a primeira vacina baseada em ADNp, designada por ZyCoV-D
(Zydus Lifesciences Limited, india) e com indicag&o para a COVID-19, foi aprovada na india recentemente
[23].

Devido a maior estabilidade quimica do ADN em comparacao com o ARN, o campo das vacinas dos acidos
nucleicos foi inicialmente dominado pelas vacinas de ADN. No entanto e paralelamente aos estudos
conduzidos com as vacinas de ADN, foram surgindo novos desenvolvimentos no campo do ARN. Em 1992,
Bloom e colegas demonstraram a eficacia do ARNm na expressédo de proteinas in vivo usando uma injegao
de ARNm no cérebro de ratos para expressar uma hormona, sendo esta a primeira descricdo do ARNm como
molécula terapéutica [36]. Apesar da estratégia adjacente a vacinagdo com ADNp e ARNm ter algumas
semelhangas que culminam na sintese do antigénio alvo, existem algumas diferencas que devem ser
realcadas: i) o ARNm é entregue no citoplasma da célula hospedeira de forma a que ocorra a traducéo em
proteinas, enquanto o ADN necessita de ser translocado para o nucleo e ser transcrito em ARNm, que é
posteriormente transportado para o citoplasma [29]; ii) o ARNm nédo apresenta potencial para ser integrado
no ADN do hospedeiro, o que néo se verifica no caso do ADNp em que tal situacéo se pode verificar [37]; iii)
em comparacdo com o ADN, o ARN é muito mais versatil pois o sistema imune do hospedeiro tem a
capacidade para detetar e atacar virus com genoma de ARN, e desta forma algumas moléculas de ARN sé&o
capazes de induzir, s6 por si, fortes respostas imunes [38]; iv) recorrendo a producdo em sistemas que nao
contém células, o desenvolvimento e produgdo das vacinas de ARNm é mais rapido, o que se revela util
guando se procura uma resposta rapida para conter uma pandemia como foi o caso da COVID-19 [39].

Apesar da versatilidade das vacinas de ARNm, este é altamente suscetivel a degradacéo por ribonucleases,
pelo que foram conduzidos diversos estudos envolvendo a otimiza¢éo da sequéncia de ARNm no sentido de
ultrapassar esta barreira [40]. Entre as diferentes estratégias, destacam-se a introducdo de sequéncias que
estabilizam o ARNm e que contribuem para a iniciacdo da traducdo, a modificacdo de nucledsidos que
conferem resisténcia a degradagéo, como por exemplo um analogo da cap 5’, introdugdo de uma cauda poli-
A, a otimizagdo das sequéncias das regides 5 e 3’ que nio sdo traduzidas e a utilizagdo de nucledsidos
modificados quimicamente [40,41]. Especificamente, o interesse nas moléculas de ARNm foi despoletado de
forma mais intensa apds os estudos de Weissman e Kariko [42], que demonstraram que a utilizacdo de
nucledsidos modificados tornavam o ARNmM menos imunogénico, mais estavel, e conduziam a um aumento

na expressao de proteinas.

Tal como se verificou com as vacinas de ADN, um dos maiores obstaculos & aplica¢do das vacinas de ARNm
€ a sua entrega e internalizacdo nas células, e como tal foram surgindo varios estudos reportando a entrega
de ARNm, nomeadamente através da encapsulacdo em nanoparticulas a base de lipidos [43], péptidos [44],
replicBes de virus [45] e emulsBes catidnicas [46] (Figura 3) [37], assim como estratégias de transfecéo por
micro-agulhas [41,47]. Apesar dos vetores virais serem a escolha mais 6bvia numa fase inicial dado que séao
naturalmente capazes de entregar acidos nucleicos de forma eficiente, foram observados varios entraves a
sua vasta aplicagdo, nomeadamente, a sua imunogenicidade, carcinogénese, baixa capacidade no que diz
respeito a quantidade de acidos nucleicos a transportar e dificuldades na sua producgéo [48]. Desta forma, os

vetores nao virais, tais como lipossomas, polimeros, ou complexos péptidos-ADN [49], emergiram como
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alternativas viaveis, apesar de apresentarem eficiéncias de transfe¢do inferior aos vetores virais. As
vantagens que estes apresentam face aos vetores virais compreendem uma menor imunogenicidade que leva
a que os doentes ndo possuam imunidade contra estes, bem como o facto de apresentarem menos restricdes
relativamente ao tamanho do ADN transgénico a ser entregue [50]. Face ao exposto, os vetores ndo virais
tornaram-se mais populares, em particular o caso das nanoparticulas lipidicas [48]. Estas nanoparticulas sdo
compostas por um interior aquoso envolto por uma bicamada lipidica que possui ha sua composicao
diferentes tipos de lipidos, os quais possuem fung¢des distintas [51]. Maioritariamente, as formula¢bes destas
nanoparticulas sdo feitas com lipidos catiénicos que formam um complexo com o ARNm carregado
negativamente. No entanto, como estes lipidos catidnicos sédo considerados mais toxicos e menos eficientes,
existe a possibilidade de utilizar lipidos ionizaveis e materiais semelhantes a lipidos que contém grupos amina
de forma a manter a carga da superficie da nanoparticula, neutra ou ligeiramente positiva a pH fisiologico
[51]. Além de lipidos ionizaveis, existe também a possibilidade de utilizar fosfolipidos, colesterol, e lipido-
polietileno glicol [44,48]. Com o aumento da estabilidade do ARNm atingido através da utilizacdo de
nucleésidos modificados e da sua encapsulacdo em nanoparticulas que conduzem a um aumento da

biodisponibilidade do ARNm no interior da célula, estas vacinas tornaram-se mais competitivas.
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FIGURA 3: Representacao esquematica de diferentes tipos de nanoparticulas para a encapsulacdo de ARN mensageiro.
Criado com BioRender.com.

Tal como descrito na Figura 4, a producéo de vacinas de ARNm € um processo relativamente simples que
compreende a identificacao do gene alvo que corresponde ao antigénio que ird induzir a resposta imune apés

administragdo, seguido da sua clonagem em determinado plasmideo, obtendo-se o plasmideo recombinante
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que é linearizado com uma enzima de restricdo adequada. O plasmideo linearizado servira de sequéncia-
molde para a reagdo de transcri¢éo in vitro, que é realizada recorrendo a uma polimerase de um bacteri6fago
(T7, T3 ou SP6), e a partir da qual se obtém o ARNm alvo [52]. Durante este processo, a polimerase produz
alguns produtos como ARNs de cadeia dupla que sdo capazes de ativar a resposta imune inata e impedir a
traducdo de ARNm [53]. Consequentemente, estes produtos indesejados s&o removidos num passo de
purificagdo utilizando cromatografia liquida de alta performance [54]. Adicionalmente, o ARNm é ainda
purificado através de técnicas adicionais (digestdo de ADN com desoxirribonucleases, ou filtragcdo tangencial)

e encapsulado em nanoparticulas lipidicas [55].

Processo de produgao de vacinas de ARNm
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FIGURA 4: Processo geral de obtengdo de vacinas de ARNm. Criado com BioRender.com.

Apébs a administracao da vacina de ARNm, este é exposto a enzimas que sédo capazes de degradar a “vacina”
e limitar a passagem do ARNm funcional para dentro das células. A passagem do ARNm é mediada por
dominios da membrana, e apds a internalizagdo nas células, o ARN acumula-se no citoplasma onde é
traduzido em proteinas [56]. O transcrito de ARNm, ao ser traduzido em proteinas, mimetiza uma situagao de
infecdo levando a que a célula apresente de forma eficiente os antigénios através das proteinas do complexo
de histocompatibilidade principal (do inglés Major Histocompatibility Complex — MHC) classe | e Il, o que
levard a ativacao de células T [25]. Em 2020, vacinas de ARNm tais como a Comirnaty (Pfizer/BioNTech) e a
Spikevax (Moderna) adquiriram especial destaque durante o combate a pandemia da COVID-19, estando
inclusive entre as opcdes de primeira linha. Excluindo as vacinas desenvolvidas a posteriori para variantes

especificas do SARS-CoV-2, a data de novembro de 2022, a vacina Comirnaty da Pfizer/BioNTech era a que
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se encontrava aprovada num maior nimero de paises (cerca de 149), enquanto a Spikevax da Moderna
encontrava-se disponivel em 88 paises [57]. E importante realcar que a empresa Moderna, fundada em 2010,
foi financiada com cerca de 2 bilies de dolares americanos com o principal objetivo de comercializar vacinas
e terapias baseadas em ARNm, contando atualmente com 47 produtos unicamente baseados em ARNm em
diferentes etapas de desenvolvimento e com diferentes aplicacdes clinicas [58]. Por outro lado, e no que diz
respeito a legislacdo das vacinas de ARNm, o rapido aumento de estratégias terapéuticas baseadas neste
tipo de produtos resultou num quadro regulamentar que aparenta estar um tanto ou quanto atrasado, seja
porgue as orientacbes atuais ndo se aplicam, ndo mencionam terapias baseadas em ARN, ou ndo tém
definicdes amplamente aceites [59]. Importa ainda referir que as vacinas profilaticas e terapéuticas contra
doencas infeciosas ndo séo consideradas produtos medicinais baseados em terapia génica (do inglés gene
therapy medicinal products) ou produtos de terapia génica (do inglés gene therapy products), respetivamente,
pela EMA e pela FDA [59]. De facto, a classificacdo é fundamental para o tipo de autorizacédo que é concedida
e quais os controlos que tém de ser realizados, desde 0s ensaios pré-clinicos passando pelos ensaios clinicos
e pela farmovigilancia, de forma a que em Ultima instancia possam satisfazer os requisitos de seguranca para
os doentes [60]. Salienta-se que a OMS publicou um documento orientador para as autoridades nacionais
bem como para os fabricantes de produtos biolégicos com consideragdes de caracter regulatério acerca da
avaliacdo da qualidade, seguranca e eficicia de vacinas de ARNm para a prevencéo de doengas infeciosas
[61]. E ainda expectavel ndo sé que este documento produzido pela OMS venha a ser atualizado mas que
também as agéncias reguladoras nacionais EMA e FDA venham a emitir normas orientadoras especificas
para ao ARNm [59,62].

Desenvolvimento de vacinas para a COVID-19

Com o aparecimento e desenvolvimento da COVID-19, a necessidade de uma vacina eficaz contra o virus
SARS-CoV-2 era premente, e varias equipas em empresas e universidades estiveram envolvidas em diversos
estudos na procura de respostas para controlar a pandemia e desenvolver uma vacina segura e eficaz. Um
dos grandes problemas num cenario de pandemia é a necessidade de desenvolver e produzir em massa uma
vacina num curto espac¢o de tempo, sendo que para tal é necessario coordenar varios processos tais como:
testes pré-clinicos, ensaios clinicos, producado e distribuicdo [63]. No caso do SARS-CoV-2, para que se
obtivesse imunidade comunitaria, as estimativas iniciais apontavam para a necessidade de pelo menos 60%
da populacgéo ser afetada, e como tal, a forma mais eficaz e com menos riscos associados seria através da
utilizacdo de vacinas [64]. Idealmente, e de forma a responder as necessidades da pandemia, a vacina
necessitava de ser facilmente produzida em massa a custos relativamente baixos, ser facilmente transportavel
e necessitar de poucas cadeias de frio para que desta forma pudesse ser facilmente distribuida em todo o

globo.

A COVID-19 é uma doenca causada por um betacoronaviirus, SARS-Cov-2, que afeta o trato respiratorio. Os
sintomas desta doenga podem variar entre rinorreias, nos casos menos graves, e sindromes respiratérios
agudos, nos casos mais graves [65]. Os coronavirus como 0 SARS-CoV, MERS-CoV e SARS-Cov-2, sédo
virus que se replicam no citoplasma, exibem um genoma com uma cadeia positiva de ARN e possuem 4
proteinas estruturais, a glicoproteina Spike de superficie (S), a glicoproteina do envelope (E), uma proteina

membranar (M) e uma proteina da nucleocapside (N) [66]. Geralmente, a proteina S tem um papel
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fundamental no progresso da doenca e no desenvolvimento da resposta imune [67], pois liga-se com elevada
afinidade a recetores especificos nas células do hospedeiro, nomeadamente a enzima conversora de
angiotensina 2 — ACE2, que se encontra presente nas células epiteliais nos brénquios, e pneumaécitos
alveolares [68]. Ap6s a fusdo com a membrana, o genoma do ARN viral é libertado para o citoplasma,
iniciando-se o ciclo com a traducéo de proteinas ndo estruturais que sao responsaveis por formar o complexo
proteico de replicacdo e transcricdo [69,70]. Ha a producdo de varios ARNm subgendémicos que séo
posteriormente traduzidos em proteinas virais. Estas proteinas virais e os ARN gendmicos dao origem a
formacao de viriGes no complexo de Golgi e reticulo endoplasmatico, sendo de seguida transportados para
fora da célula através de vesiculas [71]. Apés a libertacdo do virus e da sua ligacéo a células epiteliais, este

ativa as células do sistema imunitério tanto da componente inata como da componente adaptativa.

Tendo por base a informacéo disponivel acerca deste tipo de virus, cedo se percebeu que a proteina S era
capaz de induzir respostas imunes celulares e humorais, pelo que o fator chave para o desenvolvimento de
vacinas contra o0 SARS-CoV-2 passaria pelo desenvolvimento de vacinas com base nas sequéncias do gene
gue codifica para esta proteina ou com base na prépria proteina [72]. Apds a sequenciacdo do genoma do
virus, as vacinas tornaram-se uma realidade, encabecadas pelas atividades de investigacdo das empresas

Pfizer/BioNTech e da Moderna em tecnologias baseadas em ARNm.

O desenvolvimento de uma vacina pode demorar cerca de uma década e engloba diferentes etapas, desde
0s ensaios pré-clinicos as diferentes fases do desenvolvimento clinico, aprovagéo pelas agéncias reguladoras
e finalmente a producdo em larga escala para distribuicdo pela populacdo em geral, tal como representado
na Figura 5 [73,74]. Para responder as necessidades do cenario que se viveu na pandemia da COVID-19,
esta linha temporal foi mais reduzida ndo sé devido ao elevado investimento financeiro como também a
simplificagdo do processo de aprovagédo a nivel regulamentar, comprimindo e sobrepondo algumas etapas,

como exemplificado na Figura 5 para a vacina ARNm-1273 (Spikevax, Moderna) [74-76].
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FIGURA 5: Representacdo temporal do desenvolvimento e producéo tradicional de uma vacina vs o desenvolvimento e
produgédo de uma vacina para a COVID-19 (ARNm-1273 — Spikevax, Moderna). Adaptado de [73].

A data de 14 de Novembro de 2022, existiam 50 vacinas aprovadas (por pelo menos 1 pais) para a prevencio
da COVID-19, incluindo vacinas contendo o virus inativado ou componentes virais tais como o material
genético (sob a forma de ARNm e ADN), subunidades de proteinas, vetores virais ndo replicativos e particulas

semelhantes a virus (do inglés, virus-like particles - VLP) [567]. A composicdo e as condi¢cdes de
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armazenamento de exemplos representativos de cada uma destas vacinas, selecionados com base no maior

ndmero de paises em que as vacinas se encontram aprovadas, estao descritas na Tabela II.

Em geral, apesar das vérias vantagens que as vacinas de ARNm trouxeram para o combate a COVID-19,
uma potencial desvantagem relaciona-se com a necessidade de cadeias de refrigeracdo deste tipo de
vacinas, para assegurar a sua estabilidade, mais ou menos severas, respetivamente, — 60 a — 80 °C para a
vacina da Pfizer/BioNTech e — 15 a — 25 °C no caso da vacina da Moderna. Este facto pode levantar
problemas tendo em vista a sua distribuicdo a nivel global e o seu armazenamento em paises
subdesenvolvidos [77], quando em compara¢do com outras das vacinas aprovadas. Com excecédo da vacina
Covilo (Sinopharm, Beijing) que contém na sua composi¢do o virus atenuado, todos os tipos de vacinas
representativas identificadas na Tabela Il apresentam como antigénio a proteina S do virus, o que reforca a
relevancia e eficacia deste antigénio para despoletar a imunizagdo. Adicionalmente, e ao contrario de grande
parte das vacinas cuja administracéo € intramuscular, a administragéo da vacina ZyCoV-D é intradérmica e
nao requer injecdes com agulhas sendo, portanto, menos dolorosa. Considerando que a area debaixo da pele
€ muito rica em células do sistema imunitario que apresentam a capacidade para internalizar particulas

estranhas tais como vacinas, a captura de ADN é mais eficiente do que no musculo [23].

D Tecnologia do ADN recombinante e bioprocessos no desenvolvimento de vacinas

A tecnologia do ADN recombinante envolve a alteracdo do material genético de um microrganismo de forma
a melhorar ou permitir a aquisicdo de determinadas caracteristicas, ou para a obtengcdo de produtos
especificos. Inicialmente descrita em 1973 por Paul Berg e colaboradores [81], esta tecnologia envolve a
manipulacdo do genoma através da insercdo de fragmentos de ADN de vérias fontes com a sequéncia de
genes pretendida num vetor (p. ex. um plasmideo ou cosmideo), o qual é posteriormente introduzido num
hospedeiro como a Escherichia coli (E. coli) [82]. Salienta-se que desenvolvimentos mais recentes nesta area
tais como o CRISPR (do inglés Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) permitem a
ativacao, supressao, adicdo e dele¢do de genes num vasto conjunto de células com aplicacdes promissoras
em diferentes areas [33]; no entanto, o presente artigo aborda apenas a criacdo de moléculas de ADN
recombinantes para a obtencdo de produtos especificos, nomeadamente ADNp e antigénios/proteinas. O
processo de obtencdo de moléculas de ADN recombinantes compreende a aplicagdo de um passo de
clivagem enzimatica em locais especificos para a obtencdo de fragmentos de ADN, seguido de uma etapa de
ligacdo através da enzima ligase de ADN para unir os fragmentos e desta forma obter o vetor com o gene
pretendido. Apds a obtencé@o do vetor, este € introduzido no hospedeiro, que depois € submetido a um
processo de cultura para o seu crescimento e producdo de varias copias dos fragmentos de ADN

incorporados, até que finalmente os clones que contém o vetor séo selecionados [33].
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TABELA II: Exemplos representativos de cada tipo de vacinas ja aprovadas para a COVID-19, e informacao relativamente
ao nuamero de paises em que se encontram aprovadas (a data de novembro de 2022), a sua composic¢ao e condi¢es de

armazenamento [57,78-80].

Numero de
. Paises que
Vacina (Empresa) concederam
aprovacao
Comirnaty -
ARNmM 149
(Pfizer/BioNTech)
ZyCoV-D - ADNp !
(Zydus Cadila)
Vaxzevria — Vetor
viral néo
replicativo 149
(Oxford/AstraZene
ca)
Nuvaxovid —
Subunidade de 40
proteina
(Novavax)
Covifenz - VLP
. 1
(Medicago)
Covilo = Virus
inativado
(Sinopharm, 93
Beijing)

Administracdo

Intramuscular

Intradérmica

(Sistema de
injecao livre de
agulhas)

Intramuscular

Intramuscular

Intramuscular

Intramuscular

Composicao

ARNmM que codifica a proteina S do
virus. Lipidos, cloreto de potéssio,
fosfato de potassio monobasico,
cloreto de sddio, fosfato de sédio
dibasico dihidratado, sacarose

ADNp* que codifica a proteina S do
virus

Adenovirus de chimpanzé que
codifica a proteina S do virus
produzido em células de rim de
embrido humano. Cloreto de L-

histidina monohidratado, cloreto de
magnésio hexahidratado, Polisorbato
80 (E 433), etanol, sacarose, cloreto
de sodio, edetato disédico
dihidratado, agua para a injecao

Antigénio da proteina S do virus e
0 adjuvante matriz M1

VLPs da proteina S do virus
produzidas na planta Nicotiana
benthamiana. Fosfato de potassio
monobasico, cloreto de sodio, fosfato
de sdédio dibasico, adjuvante AS03
(DL-alfa-tocoferol, esqualeno,
polisorbato 80, tampéo fosfato salino)

Virus inativado 19nCoV-CDC-Tan-
HBO02. Hidrogenofosfato dissodico,
cloreto de sédio, dihidrogenofosfato
de sédio, hidréxido de aluminio como
adjuvante

Condicdes de
armazenamento

-60a-280"°C;
Apos reconstituicdo
em solucgéo salina,

deve ser
administrada no
prazo de 6h

2a8°C
(demonstrando boa
estabilidade durante
3 meses a 25 °C)

2 a 8 °C protegida
da luz (até 6
meses); todas as
vacinas do mesmo
frasco devem ser
administradas no
prazo de 6h

2a8°C

2a8°C

2 a 8 °C protegida
da luz

VLP - Virus-like particles (particulas semelhantes a virus); *Ndo se encontrou informacéo adicional relativamente a

potenciais excipientes.

Atecnologia do ADN recombinante apresenta aplicag6es multidisciplinares e potencial para melhorar diversos

aspetos da vida, nomeadamente, no que diz respeito a salde através da obtencdo de produtos terapéuticos,

a melhoria dos recursos alimentares e a resisténcia a efeitos ambientais adversos [83-85]. Em particular,

desde os anos 80 que a tecnologia do ADN recombinante e a biotecnologia em geral tém vindo a ser aplicadas

no desenvolvimento de vacinas (da primeira a terceira geragdo), cujos principais contributos se encontram

descritos na Tabela IIl.

As estratégias de clonagem de genes e mutagénese podem gerar microrganismos atenuados, nos quais 0s

genes envolvidos na patogenicidade ou metabolismo primario sdo inativados de forma a ndo comprometerem

a viabilidade do organismo, mas torna-lo incapaz de causar doenca [15]. As vacinas de subunidades de

proteinas consistem na indugdo de uma resposta imune através da administragédo de uma proteina (ou apenas
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uma parte) do agente infecioso, por ex. a proteina S no caso do SARS-CoV-2 [86]. Esta possibilidade tornou-
se exequivel com o desenvolvimento da tecnologia do ADN recombinante, a qual permite a clonagem de
genes que codificam os antigénios necessarios em sistemas de expressao heterélogos, e a sua obtencao em
guantidades consideraveis num estado de elevada pureza tendo em vista a sua administracdo como vacinas
[87].

TABELA lll: Resumo dos contributos da tecnologia do ADN recombinante e da biotecnologia em geral para a
obtencao de vacinas. Adaptado de [15].

Impacto da tecnologia do ADN
recombinante e bioprocessos

Agentes patogénicos atenuados ou  Manipulacao genética para insercédo de genes

Geracéo de vacina Tipo de vacina

Primeira bivalentes que codifiquem antigénios
Segunda Vacina de subunidades proteicas P_roduc;ao iz proteinas EERTISTETES E
sistemas heterélogos
Vacinas de ADN Obtencao de plasmideos recombinantes
Terceira Obtencao das sequéncias de ADN e outros (p.

Vacinas de ARN ex. enzimas) componentes necessarios a
transcrigao in vitro

As vacinas de ADN consistem em plasmideos geneticamente modificados que ap6s serem administrados in
vivo num organismo (p. ex. humanos, ratinhos, entre outros), originam uma resposta imune. Para tal, o
processo de obtencdo e administracdo de vacinas de ADNp compreende, essencialmente, 4 etapas: i)
identificacdo e isolamento (seja diretamente do microorganismo ou por sintese quimica) do gene que ir4
originar a resposta imunoldgica [87,88]; ii) clonagem do gene alvo num plasmideo; iii) producéo e purificacdo
do ADNp recombinante por um processo biotecnolégico (analisado em mais detalhe na sec¢édo “
Desenvolvimento de bioprocessos para a obtengdo de ADN plamidico”), geralmente utilizando a bactéria E.
coli [29]; iv) formulagdo da vacina de ADNp que além do ingrediente farmacéutico ativo, pode conter
adjuvantes ou excipientes, até a sua administracéo final no organismo alvo (p. ex. em humanos) - apds a sua
administracdo, o gene presente no ADNp sera transcrito e traduzido de forma a expressar uma
proteina/antigénio, o qual em Ultima instancia ira desencadear uma resposta imune adaptativa [89]. O ARNm
€ obtido através de reacdes de transcri¢do in vitro com enzimas recombinantes, ribonucledétidos trifosfatos e
a sequéncia de ADN que codifica o antigénio pretendido [62]. Apesar de indireto, a tecnologia de ADN
recombinante tem um papel fundamental para o desenvolvimento e producdo de vacinas de ARNm,
nomeadamente nos processos biotecnoldgicos necessarios a obtencéo das moléculas de ADN (p. ex. ADNp)

e das enzimas necessarias a transcricdo do ADN, nomeadamente, a ARN polimerase.

Nas proximas secgdes apresenta-se uma visdo global das estratégias gerais de obtencao de vacinas de ADNp

bem como de antigénios para a formulagéo de vacinas de subunidades proteicas.

Desenvolvimento de bioprocessos para a obtencdo de ADN plasmidico

A producéo de ADNp tendo em vista a sua aplicacdo em terapia génica ou para induzir respostas imunes sob
a forma de vacinas é realizada recorrendo a bioprocessos, de acordo com o processo global descrito na
Figura 6. O hospedeiro utilizado mais comum ¢é a bactéria E. coli, cujas condi¢cdes de fermentacdo devem ser

otimizadas para aumentar a biossintese de ADNp, nomeadamente o meio de cultura, pois este € um
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parametro que influencia de forma significativa os niveis sintese de ADNp produzidos [90]. A etapa
subsequente consiste na preparagdo de um lisado clarificado, inicialmente obtido através do método da lise
alcalina, seguido de etapas de concentracao e clarificagdo recorrendo, respetivamente, a precipitacdo com
diversos tipos de solventes organicos e sais [91]. A constituicdo tipica de um lisado de E. coli engloba 65%
proteinas, 25% ARN, 4% endotoxinas, 3% ADN genémico e 3% ADNp, verificando-se portanto que apenas
uma pequena percentagem corresponde a biomolécula de interesse [92]. Desta forma, e considerando todas
as impurezas presentes nos lisados contendo ADNp, as agéncias reguladoras tais como a Food and Drug
Administration (FDA nos EUA) e a Agéncia Europeia do Medicamento (do inglés European Medicines Agency
— EMA na Europa) estabeleceram critérios de qualidade que as preparag6es contendo ADNp devem cumprir
[93]. Assim, é da maior relevancia desenvolver estratégias de isolamento e purificagdo de ADNp, devendo-se
contudo salientar que esta tarefa ndo é simples, considerando que muitas impurezas apresentam
caracteristicas fisico-quimicas semelhantes ao ADNp, tais como: carga negativa (ARN, ADN genomico,
endotoxinas, as isoformas circular aberta e linear do ADNp), peso molecular (ADN genémico e endotoxinas)
e hidrofobicidade (endotoxinas) [92]. Para atingir este objetivo, sdo geralmente utilizadas técnicas
cromatogréficas (cromatografia de troca ionica, interacao hidrofébica, exclusdo molecular ou de afinidade)
explorando uma ou mais propriedades intrinsecas do ADNp [92,94]. O processo de purificacdo deve culminar
na obtencao de elevadas quantidades de ADNp com atividade biolégica, na sua isoforma superenrolada, uma
vez que a eficiéncia terapéutica desta conformagdo molecular em conferir imunidade é superior a das
restantes isoformas, tais como a circular aberta ou linear [95]. Finalmente, desenvolve-se uma formulagéo
especifica contendo o ADNp [27], a qual pode depender do tipo de administracdo, especificamente se a vacina
sera administrada intramuscularmente ou de forma tépica (através das mucosas intestinal, respiratéria, pele
e olhos) [17,29].

Producéo recombinante de vacinas de subunidades de proteinas

As vacinas baseadas em subunidades de proteinas recombinantes sdo formuladas contendo antigénios de
proteinas obtidos através da sua producao heteréloga em células hospedeiras [96,97], cujo processo geral

de obten¢&o se encontra descrito na Figura 7.

Em geral, este processo compreende duas etapas principais, 0 processamento a montante e a jusante. O
processamento a montante consiste na construcdo do ADNp recombinante contendo o gene que codifica o
antigénio de interesse (previamente isolado do organismo alvo ou sintetizado quimicamente), a transformagéo
do hospedeiro, a selecdo de clones recombinantes e a producdo (Figura 7). A etapa de producédo
propriamente dita compreende o cultivo das células transformadas com o plasmideo recombinante num meio
de cultura adequado, a qual pode ou nao incluir uma etapa de inducao, respetivamente, se o plasmideo é
indutivo ou constitutivo. Por outro lado, a producéo é, geralmente, otimizada em pequena escala em frascos
erlenmeyer seguida do aumento de escala para biorreatores [98]. Existem diversos hospedeiros que podem
ser utilizados para a producao de proteinas recombinantes, desde bactérias como a E. coli, leveduras como
a P. pastoris (P. pastoris, reclassificada como Komagataella pastoris), células de inseto ou células de
mamiferos [99]. A partir da producdo de proteinas recombinantes nestes hospedeiros é possivel o

desenvolvimento de vacinas, algumas da quais ja aprovadas para uso em humanos [97].
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FIGURA 6: Producao e purificagdo de vacinas de ADN plasmidico. Criado com BioRender.com.
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FIGURA 7: Esquema representativo da produgdo recombinante de vacinas de subunidades de proteinas em
bactérias. Criado com BioRender.com.
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Bactérias tais como a E. coli apresentam diversos beneficios para a producéo heterdloga de proteinas, apesar
de geralmente as proteinas se acumularem sob a forma de corpos de incluséo (dificultando a sua extragdo e
recuperacao) e sem as modificagBes pods-traducdo desejadas, as quais podem ser importantes para induzir a
resposta imune [97]. Estas desvantagens podem ser ultrapassadas pela utilizacéo de células de mamiferos
ou de insetos, sendo que as leveduras representam um bom compromisso entre os grupos de hospedeiros
anteriormente referidos, permitindo obter niveis de antigénios imunogénicos consideraveis com elevado

custo-beneficio [100].

A seguir ao processamento a montante, segue-se 0 processamento a jusante que tem como finalidade
recuperar e purificar a proteina. Em alguns hospedeiros, como por ex. a P. pastoris, existe a possibilidade de
produzir a proteina intracelularmente, sendo de seguida exportada para o meio extracelular. Além da
magquinaria intracelular do hospedeiro, a secrecéo da proteina para o meio extracelular depende da presenca
de uma sequéncia de secregéo, a qual é, geralmente, introduzida no plasmideo juntamente com o gene alvo,
e que permite direcionar a proteina para a via secretdria [101]. O fato da proteina ser secretada para o meio
extracelular pode revelar-se extremamente vantajoso, pois além de ndo ser necessario efetuar uma etapa de
lise celular, as etapas subsequentes de recuperagéo e purificacdo séo simplificadas devido aos baixos niveis
de proteinas enddgenas que sdo secretadas para o meio extracelular [101]. Dependendo se a proteina é
expressa intracelulamente ou se € secretada para 0 meio extracelular, a etapa inicial de recuperacéo sera

diferente.

Assim, para proteinas intracelulares, é necessaria uma etapa de lise celular, recorrendo a métodos
enzimaticos, quimicos ou mecéanicos, enquanto para proteinas secretadas, a etapa de recuperacao inicial visa
remover os componentes do meio e concentrar a proteina, podendo ser utilizada microfiltracao, didlise, entre
outras técnicas [98]. Apés a recuperacdo e antes da formulacdo final, é necessario desenvolver uma
estratégia de purificagdo que permita a remogao de contaminantes, permitindo obter a proteina recombinante
num estado de elevada pureza que cumpra os requisitos das agéncias reguladoras para este tipo de produtos
[102]. Os esquemas de purificacdo geralmente envolvem mudltiplos passos, tais como precipitacdes (p. ex.
com sulfato de amoénia, polietileno glicol), clarificacées (p. ex. através de filtracdo, centrifugacao, filtracdo
tangencial), ultracentrifugacéo por gradiente (p. ex. sacarose, cloreto de césio), etapas cromatograficas, entre
outras [103]. Devido a elevada seletividade e especificidade, técnicas cromatograficas sdo geralmente
utilizadas para a purificagcao de antigénios e proteinas. No entanto, para cumprir com os requisitos de elevada
pureza deste tipo de bioprodutos, por vezes revela-se necessario utilizar mais do que um passo
cromatogréafico, ndo sé para a etapa de captura, como para a etapa de purificacdo intermédia e para o
polimento final [102]. Por outro lado, abordagens alternativas, tais como os sistemas aquosos bifasicos, tém
sido amplamente investigadas para a extracdo, concentracdo e purificacao de proteinas recombinantes [104].
Este tipo de sistemas obtém-se quando dois compostos sollveis em 4gua sdo misturados acima de
determinadas concentrac8es, dando origem a duas fases aquosas, uma enriquecida num soluto e a outra no
segundo soluto, tendo demonstrado resultados promissores no processamento a jusante de diversos tipos de

proteinas e seus derivados, produzidos a partir de diferentes fontes [105].
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E importante realcar que alguns antigénios virais recombinantes podem associar-se espontaneamente em
particulas semelhantes a virus (do inglés Virus-like particles - VLPs), isto é, estruturas formadas por
multiproteinas que mimetizam a organizagéo e conformagdo dos virus, mas sem o genoma viral [96]. A
estratégia geral de obtencdo de VLPs é semelhante a que se encontra descrita na Figura 7, apesar de por
vezes ser necessario construir diversos plasmideos que codificam diferentes proteinas estruturais do virus

[106].

D CONCLUSOES

Desde que a vacinacgéo foi introduzida, esta tem sido uma das maiores armas da medicina para combater
diversas doencas causadas por agentes infeciosos, como virus ou bactérias. Ao longo dos anos, as vacinas
tém sido alvo de intensa investigacao de forma a torna-las mais eficientes e seguras. Inicialmente, a vacinagdo
era realizada recorrendo a utilizacdo do agente infecioso, geralmente o virus numa forma atenuada ou
inativada. No entanto, devido a questdes de seguranca e a dificuldade de producdo em larga escala deste
tipo de vacinas num curto espacgo de tempo, foram desenvolvidas novas geracdes de vacinas, tais como as
baseadas em subunidades de proteinas. Por outro lado, na década de 90, surgiram os primeiros estudos
utilizando vacinas que empregam material genético do agente infecioso, nomeadamente ADNp e ARNm.
Volvidos 30 anos e ainda que de forma n&o global, estas ja receberam aprovacao para utilizagdo em humanos,
tendo sido inclusive fundamentais na primeira linha de combate a pandemia da COVID-19. Em geral, o
desenvolvimento das vacinas de segunda (p. ex. subunidades de proteinas) e terceira geragéo (p. ex. ADNp)
apenas foi possivel devido ao desenvolvimento da tecnologia do ADN recombinante, juntamente com o0s
inmeros avancos registados no dominio da biotecnologia vermelha, o ramo da biotecnologia responséavel

pela obtengéo de produtos com propriedades terapéuticas.

De uma forma geral, a pandemia da COVID-19 renovou o interesse e despoletou intensas atividades de
investigacao que terminaram em solu¢des inovadoras no campo das vacinas, marcando o inicio de uma nova
era nos processos de vacinagao e a partir dos quais poderado surgir estratégias profilaticas e terapéuticas para

outras doengas que ndo infeciosas, como por ex. ho dominio do cancro.
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