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Os avancos das pesquisas em biologia molecular resultaram na
descoberta de seqiiéncias génicas de bactérias, virus e protozoarios como
também de alteracBes gendmicas humanas responsaveis pelo aparecimento
de uma variedade de doencas, contribuindo assim para o desenvolvimento das
terapias antisense e génica (STEIN; CHENG, 1990; AKHTAR; AGRAWAL,
1997). A terapia antisense consiste na introduc¢do no interior da célula de um
fragmento de DNA ou RNA capaz de se hibridizar com uma sequéncia
complementar do mRNA localizado no citoplasma e/ou no nucleo, inibindo a
traducdo. Este acoplamento pode ocorrer também com o DNA nuclear,
originando uma triplice hélice, e consequientemente, impedindo a transcricdo. A
inibicdo, seja da transcricdo ou da tradugcdo do material genético de
microrganismos ou de genes humanos modificados, podera impedir o
aparecimento de estados patologicos. Ja a terapia génica implica na inclusédo
celular de genes inexistentes ou ainda na correcao de genes modificados
através da insercdo da sequéncia génica inalterada (MAHATO et al., 1997a).
Estas terapias podem constituir uma nova e promissora modalidade na pratica
meédica para o tratamento de doencas resultantes de alteracbes moleculares
dos &cidos nucléicos, tais como os diversos tipos de cancer e doencas
degenerativas (ALMOFTI et al., 2003).

No entanto, a eficacia destas terapias € limitada pela reduzida
penetracdo celular de moléculas de RNA e/ou DNA e seus fragmentos, as

quais sao polianibnicas, como também por apresentarem instabilidade nos
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liquidos celulares (WU; WU, 1991; KAWAHATA et al., 1995 MAHATO et al.,
1997a). Por estes motivos, para a eficiéncia destas terapias ha a necessidade
do desenvolvimento de um efetivo sistema de liberacdo de moléculas de RNA
e/ou DNA e seus fragmentos no interior das células (CORTESI et al., 1996).
Estes sistemas devem apresentar baixa toxicidade, 6tima estabilidade, possuir
um custo efetivo para sua producdo, além de apresentarem uma capacidade
de liberacao eficiente e tecido-especifica quando administrados in vivo (LEE et
al., 2002). Vérias estratégias tém sido avaliadas para o estabelecimento de um
adequado sistema de liberacdo de genes no interior das células, dentre elas
tém-se proposto a utilizacdo de vetores virais (adenovirus e retrovirus) ou nao
virais, e ainda, métodos fisicos ou quimicos. Os vetores virais mostram-se
adequados para este proposito devido a sua habilidade natural em penetrar
nas ceélulas de mamiferos e assumir o controle da replicacdo, transcricdo e
traducdo. No entanto, apesar desta eficiéncia, estes vetores apresentam como
inconveniente o aparecimento de uma resposta imunoldgica contra a proteina
codificada pelo transgene (TEMIN, 1990; BYRNES et al., 1995; CORTESI et
al., 1996; LESAGE et al., 2002), além da dificuldade de sua producdo em larga
escala (TRIMAILLE et al.,, 2003; IIONGTAO et al., 2006). Por outro lado,
métodos fisicos (choque térmico, elétrico, osmético) e quimicos (solventes
organicos, detergentes) envolvendo a modificagdo da permeabilidade da
membrana celular tém sido utilizados, mas o emprego destes métodos em
estudos in vivo é limitado (LEGENDRE; SKOZA, 1992; COLLINS, 1995). Dessa
forma, a utilizacdo de vetores ndo-virais, também denominados de vetores ou
carreadores sintéticos, vem sendo amplamente investigada na tentativa de

contornar as limitagGes citadas acima.
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Os sistemas de liberacdo constituidos por vetores n&o-virais séo
baseados no uso de espécies catibnicas, as quais podem complexar 0os genes
que, por sua vez, sdo carregados negativamente. Dessa forma, 0s genes sdo
protegidos contra a degradacdo por DNAses e compactados para penetrar no
interior celular via endocitose (MAHATO et al., 1999b). Varios sistemas estédo
atualmente sob investigacdo, incluindo emulsGes lipidicas catibnicas,
dendrimeros, polimeros e lipossomas catiénicos (LIU et al., 2003; LAMPELA et
al.,, 2004). Tais sistemas apresentam vantagens em relacdo aos demais
métodos empregados para a liberacdo de genes, ja que podem n&o induzir o
desencadeamento de resposta imune, além de serem facilmente preparados
(PATIL et al., 2005a). Entretanto, estes sistemas catidnicos tém apresentado
efeitos citotoxicos, uma eficiéncia de transfeccdo variavel e a producédo de
particulas de tamanho heterogéneo, o que implica na instabilidade das
preparacdes e baixos niveis de transfeccéo (DUFES et al., 2005).

Portanto, uma alternativa para contornar os inconvenientes supracitados
seria o0 desenvolvimento de um nanosistema anidnico para transporte de acidos
nucléicos. Desta forma, na presente dissertacdo de mestrado foi desenvolvido
e caracterizado do ponto de vista fisico-quimico e biolégico um novo vetor
sintético carreador de moléculas de DNA baseado em lipossomas aninicos
pH-sensiveis. O novo vetor foi obtido mediante a complexacdo prévia de
moléculas de DNA com ciclodextrina catibnica, seguida da encapsulagdo do

complexo DNA/ciclodextrina catibnica neste nanosistema anibnico.
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REVISAO DA LITERATURA

1- LIBERACAO INTRACELULAR DE GENES

1.1 — TERAPIA GENICA

O conceito de terapia génica pode ser aplicado a qualquer procedimento
em que sequUéncias nucleotidicas sao intencionalmente introduzidas ou
modificadas em tecidos ou células. Em geral, introduz-se moléculas de DNA de
genes normais que irdo repor as funcionalidades de genes correspondentes
qgue se encontram mutados. Assim, ap0s a transfeccéo, as células podem ser
induzidas a produzir substancias com atividade fisiologica ou farmacoldgica,
como horménios ou proteinas especificas (GODBEY; MIKOS, 2001).

Atualmente, numerosas tentativas de restauracdo da expressao génica
vém sendo realizadas a partir da liberacdo de genes exdgenos no interior das
células sendo que, durante os ultimos 15 anos, mais de 400 estudos clinicos
envolvendo a terapia génica tém sido avaliados (EL-ANEED, 2004). Desta
forma, um grande numero de doencas tem se tornado alvo para a aplicacao
desta terapia. Como exemplo, pode-se citar a fibrose cistica, hemofilia A e B,
diabetes mellitus insulino-dependente e distrofia muscular Duchenne. Além
disto, a terapia génica também tem sido identificada como uma possibilidade

de tratamento do cancer (McTAGGART; AL-RUBEAI, 2002).
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1.2. — SISTEMAS DE LIBERACAO EMPREGADOS NOS
ESTUDOS DE TERAPIA GENICA

As moléculas de DNA e/ou seus fragmentos, 0s quais constituem peca
fundamental na ciéncia da terapia génica, apresentam-se como estruturas de
grande dimensdo e negativamente carregadas, 0 que ocasiona a reduzida
penetracdo celular destas moléculas. Além disso, estas sdo facilmente
degradadas por enzimas citoplasmaticas, como DNAses. Esta confluéncia de
fatores faz com que a administracdo do material genético em sua forma livre
seja limitada (WU; WU, 1991; KAWAHATA et al., 1995 MAHATO et al., 1997a,
LAMPELA et al., 2004). Apesar disto, alguns estudos foram feitos utilizando
métodos fisicos (choque térmico, elétrico, osmético) e quimicos (solventes
organicos, detergentes) com o objetivo de modificar a permeabilidade da
membrana celular a fim de facilitar a internalizacdo da molécula de DNA livre.
Porém, o emprego destes métodos em estudos in vivo demonstram ser
limitados (LEGENDRE; SKOZA, 1992; COLLINS, 1995).

Por estes motivos, para o sucesso e a eficacia da terapia génica, torna-
se necessario a construgcdo de um adequado carreador que permita um
eficiente transporte das moléculas de DNA desde o sitio de administracéo até o
local especifico de acéo, liberando prontamente o material genético no interior
da célula de forma que este consiga alcancar e penetrar no nucleo a fim de
exercer sua acao. Além disto, um vetor adequado deve apresentar-se estavel,
com um custo efetivo para sua producao e ser isento de toxicidade (CORTESI
et al., 1996; LEE et al., 2002).

Varios estudos tém sido realizados utilizando como constituintes os
vetores virais, 0s quais sdo adequados para este propdsito devido a sua
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habilidade natural em penetrar nas células de mamiferos e assumir o controle
da replicacdo, transcricdo e traducdo. Estes vetores sdo modificados em
laboratorio a fim de eliminar sua patogenicidade, mantendo, contudo, sua
habilidade de transfeccao (EL-ANEED, 2004). No entanto, apesar de serem 0s
mais efetivos carreadores para a transfeccdo, estes vetores possuem
limitacbes no que diz respeito ao tamanho do material genético a ser
encapsulado e apresentam como inconveniente o aparecimento de uma
resposta imunoldgica contra a proteina codificada pelo transgene, inibindo sua
expressdo (TEMIN, 1990; BYRNES et al, 1995; CORTESI et al., 1996;
LESAGE et al., 2002; EL-ANEED, 2004). Além disto, ha a possibilidade de
ocasionarem mutagenicidade e carcinogénese e a dificuldade de sua producéo
em larga escala (LIU; HUANG, 2002; TRIMAILLE et al., 2003).

Assim, varios estudos tém se concentrado no desenvolvimento de novos
sistemas para o adequado transporte de DNA exdgeno, 0S quais Ss&o
denominados vetores sintéticos ou nao-virais (OKU et al., 2001). Em geral, os
vetores ndo-virais sdo compostos por trés elementos essenciais, a saber: o
gene responsavel pela expressdo da proteina de interesse; o sistema de
expressao plasmidial, que controla a funcdo do gene no interior da célula e o
carreador sintético, o qual controla a estabilidade e a liberacdo do gene no
interior das células (MAHATO, 2005c).

Séo varias as estratégias com a finalidade de melhoria nos niveis de
transfeccéo, toxicidade e estabilidade dos carreadores sintéticos para uso em
terapia génica. Contudo, de maneira geral, os sistemas de liberacdo
constituidos por vetores ndo-virais sdo baseados no uso de espécies

catibnicas, as quais podem complexar os genes que, por sua vez, sdo
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carregados negativamente. Dessa forma, 0s genes serdo protegidos contra a
degradacdo por DNAses e compactados para penetrar no interior celular
(MAHATO et al., 1999b). Varios diferentes sistemas estdo atualmente sob
investigacdo, e podem ser comumente classificados em dois grupos principais,
de acordo com a natureza do material sintético empregado: sistemas de
liberacdo polimérica e sistemas de liberacdo lipossomal (LIU et al., 2003;

LAMPELA et al., 2004; PATIL et al., 2005a).

1.2.1 — Polimeros

Os polimeros catibnicos sdo comumente utilizados na liberagcdo de genes
devido a relativa facilidade de complexacdo com a molécula do material
genético carregada negativamente. O mecanismo de acédo geral do complexo
polimero-DNA € baseado na interacao eletrostatica entre este complexo, o qual
apresenta carga residual positiva, e a membrana celular carregada
negativamente. Esta interacdo, por sua vez, permite a internalizacdo do DNA
no interior das ceélulas. As principais vantagens destes carreadores sintéticos
sao relacionadas a versatilidade de suas propriedades fisico-quimicas, aliada a
sua facil manipulacao e producédo a um baixo custo.

Os polimeros mais comumente utilizados incluem as polietileniminas (PEI), a
poli(L-lisina), as quitosanas e os dendrimeros, 0s quais apresentam algumas
vantagens para utilizacdo em terapia génica, porém nao sao considerados 0s
vetores ideais para este propésito. Além da baixa capacidade de transfeccéao,
0s sistemas poliméricos apresentam alguns problemas relacionados a
heterogeneidade na distribuicdo de tamanho de suas particulas (PATIL et al.,

2005a).
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1.2.1.1. Polietileniminas

As polietileniminas (PEI’s), as quais sao disponiveis nas formas linear ou
ramificada, apresentam um grande potencial para a transfeccao. Este alto nivel
de transfeccdo pode ser atribuido ao efeito tamponante originado pela
presenca de grupamentos aminos nestas moléculas, de forma que as mesmas
conseguem escapar rapidamente do interior dos endossomas, liberando o
material genético no citoplasma celular (GODBEY; MIKOS, 2001). No entanto,
existem relatos de que estes polimeros podem ser extremamente téxicos, ja
que sdo capazes de induzir apoptose. A citotoxicidade e a eficiéncia de
transfeccdo sédo diretamente proporcionais ao peso molecular das PEI’s, de
forma que investigacbes no sentido de sintese de novos derivados de PEI’s

estdo em andamento (LECLERCQ et al., 2000; PETERSEN et al., 2002).

1.2.1.2. Poli(L-lisina)

A Poli(L-lisina) (PLL) é um polimero catiénico biodegradavel que interage
com as moléculas aniénicas do DNA formando um complexo com carga
residual positiva. Este complexo interage com a superficie celular carregada
negativamente, promovendo assim, a rapida internalizacdo do DNA (PATIL et
al., 2005a). Entretanto, a PLL apresenta baixo nivel de transfec¢cdo em virtude
de sua incapacidade de escapar dos endossomas, 0 que leva a degradacao
das moléculas de DNA (AKINC; LANGER, 2002). A eficiéncia de transfeccao
do complexo PLL/DNA mostrou-se maior apos seu pré-tratamento com agentes
endosomoliticos, como a cloroquina (WOLFERT; SEYMOUR, 1998). Além

disto, a PLL apresenta imunogenicidade, toxicidade e formulacdes de complexo
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com DNA apresentando elevado grau de polidisperséo (MUMPER; KLAKAMP,

1999; LUO; SALTZMAN, 2000).

1.2.1.3. Quitosanas

Estes polimeros catibnicos sdo compostos por moléculas de N-acetil-D-
glucosamina e D-glucosamina, sendo atoxicos e biodegradaveis. Igualmente
aos polimeros anteriores, sdo capazes de promover uma interacao eletrostatica
com as moléculas de DNA, protegendo-a da degradacdo por nucleases
(MANSOURI et al., 2006). Estes vetores, por apresentarem baixa toxicidade,
sdo uma alternativa a utilizacdo das PEI’s. Entretanto, sua eficiéncia de
transfeccdo mostra-se usualmente menor quando em comparagao aos demais

polimeros utilizados com a mesma finalidade (PATIL et al., 2005a).

1.2.1.4. Dendrimeros

Os dendrimeros possuem uma arquitetura molecular Udnica e
propriedades especificas que o0s tornam materiais atrativos para o0
desenvolvimento de novos vetores sintéticos para aplicagcdo em terapia génica
(DUFES et al., 2005). As caracteristicas fisico-quimicas dos dendrimeros, em
particular sua elevada densidade de carga e solubilidade em &gua, permitem
uma adequada interacdo entre estes polimeros e as moléculas de DNA
(ROESSLER et al., 2001) A estrutura esférica tridimensional destes polimeros
€ importante para o controle da sintese dos mesmos no que diz respeito ao
grau de ramificacbes. A partir deste controle, pode-se produzir particulas com
baixos niveis de polidispersdo, o que é importante do ponto de vista da

eficiéncia de transfeccdo. Superfect® e Polyfect® sdo duas preparacdes
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comerciais disponiveis para utilizacdo em protocolos de transfecgdo in vitro

(PATIL et al., 2005a).

1.2.2 — Lipossomas

1.2.2.1 — Lipossomas catiénicos

Na terapia génica, sistemas de transfeccdo baseados em lipossomas
apresentam certas vantagens quando comparados aos vetores virais, incluindo
a auséncia de imunogenicidade e a possibilidade de introduzir longos
fragmentos de DNA no compartimento intracelular (SUBRAMANIAN et al.,
2000). Assim, dentre os carreadores mais amplamente estudados para
aplicacdo em terapia génica, os lipossomas tém recebido uma maior atencéao,
em particular aqueles carregados positivamente. Este fato se explica, néo
somente devido a estes vetores serem formulados, em geral, a partir de lipides
biocompativeis e biodegradaveis (SHARMA; SHARMA, 1997), mas,
principalmente, pelo fato de apresentarem os melhores niveis de transfeccéo
quando comparados aos demais sistemas sintéticos utilizados com o mesmo
propoésito. Desta forma, varias formulacbes a base de lipossomas catidnicos
tém sido avaliadas em ensaios clinicos, como por exemplo, contra o cancer e a
fibrose cistica (ZHANG et al., 2005).

Desde sua introducdo por Felgner e colaboradores (1987), o uso de
lipossomas catibnicos mostra-se como um dos caminhos mais promissores
para introduzir um gene exdgeno no interior das células (HASEGAWA et al.,

2002). Estes lipossomas séo constituidos por lipides catiénicos sintéticos, tais
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como o brometo de dioleoiloxipropiltrimetilaménio (DOTMA), cloreto de
dioctadecildimetilaménio (DOGS) e [3B(N’,N’-dimetilaminoetano)carbamoil]-
colesterol (DC-CHOL), capazes de compactar o material genético carregado
negativamente como resultado de interacdes eletrostaticas entre ambos,
apresentando boa eficiéncia de encapsulacdo. A penetracdo celular destes
vetores sintéticos carregados positivamente, contendo o material genético,
ocorre em consequéncia de interacdes eletrostaticas com a membrana celular,
resultando na sua fusdo com a superficie celular ou na sua endocitose. A
liberacdo do material genético no citoplasma e/ou no nucleo, para que possa se
ligar ao sitio de acdo (RNA e/ou DNA), ocorre em decorréncia de troca de
lipides entre os lipossomas catidnicos e os lipides dos endossomas, através de
movimentos de flip-flop (XU; SKOZA, 1996).

Todavia, alguns dos complexos formados por lipides catibnicos/DNA séo
toxicos em decorréncia da alteragcdo da permeabilidade celular, o que pode
limitar sua utilizagdo. Esta toxicidade depende da confluéncia da monocamada
de células, da razéo lipide:DNA, do tempo de exposicdo e da presenca ou
auséncia de soro. Além disto, o metabolismo celular pode ser alterado pela
incorporacdo de lipides que ndo sejam biodegradados no interior das
membranas biologicas. Por exemplo, lipossomas catidnicos podem afetar
seletivamente a funcédo de enzimas intracelulares, incluindo a fosfoquinase C
(PKC), cuja funcédo esta relacionada a fosforilacdo de proteinas que penetram
no interior do nucleo de linfécitos e ativam a transcricdo do RNA mensageiro
para a sintese de interleucinas. A PKC realiza também a fosforilacdo de

proteinas responsaveis pela liberacdo destas interleucinas para o meio externo,
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culminando na estimulacdo da resposta imune celular e/ou humoral (LIANG;
HUGHES, 1998; CLARCK; HERSH, 1999).

KUO e colaboradores (2005) descrevem que uma das maiores
desvantagens dos lipossomas catidnicos € a de que os complexos resultantes
entre estes sistemas e 0 DNA n&o se apresentam estaveis, podendo originar
agregados ou floculados, os quais contribuem para baixos niveis de liberacéo
do material genético no interior das células. Além disto, existem relatos de que
os lipossomas catibnicos, especialmente aqueles compostos por lipides
monovalentes, ndo condensam eficientemente a molécula de DNA, o que
resulta em heterogeneidade na distribuicdo de tamanho dos complexos,
dificultando o processo de transfeccao (LIU; HUANG, 2002).

CORTESI e colaboradores (1996) investigaram a citotoxicidade de
diferentes formulacdes de lipossomas constituidos por fosfatidilcolina (PC),
colesterol (CHOL) e por trés diferentes surfactantes catiénicos (CS), como o
brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB), brometo de didodecildimetilaménio
(DDAB;2) e brometo de dioctadecildimetilam6énio (DDAB1g), na razdo molar de
8:2:1(PC:CHOL:CS). Utilizando células leucémicas humanas (K562), os
resultados deste estudo demonstraram que os lipossomas cujas formulacdes
eram compostas por CTAB e DDAB;, apresentaram citotoxicidade bastante
pronunciada, com valores de ICsg iguais a 0,88 uM e 0,85 uM, respectivamente.

O estudo realizado por PATEL e colaboradores (2001), utilizando
lipossomas compostos por DOPE em associacdo com o lipide catidnico
diacetileno-bisguanidina (concentracdo lipidica total igual a 20 MM e razéo
molar igual a 3:2, respectivamente) para a transfec¢cdo do plasmideo pCMV-

Luc, mostrou que estes lipossomas, na razdo de carga igual a +3/- apresentam
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uma citotoxicidade significativa (46%). Esta toxicidade tornou-se maior a
medida que a razdo de cargas +/- era aumentada.

ROM@REN e colaboradores (2004) avaliaram a eficiéncia de
transfeccéo do plasmideo pcDNA3-Luc, responsavel pela expressao da enzima
luciferase, e a citotoxicidade de lipossomas catidnicos compostos por DOPE e
1,2-dioleoil-3-trimetilaminopropano  (DOTAP), razdo molar 1:1. Estes
lipossomas foram avaliados frente a células de origem hepética (RTH-149) e
macrofagica (RTS-11) oriundas do salméao. O estudo mostrou que a eficiéncia
de transfeccdo variava de acordo com a razdo de cargas do complexo
lipossomas cationicos/DNA bem como com a quantidade de DNA adicionada
aos lipossomas, sendo que a linhagem RTH-149 foi mais eficazmente
transfectada quando comparada as células RTS-11. Além disso, os resultados
demonstraram que o0s lipossomas catidnicos apresentam toxicidade dose-
dependente, sendo que estes foram mais toxicos frente a linhagem
macrofagica.

Diante do exposto, a busca por um vetor sintético ideal continua a

incentivar a investigacao na area da liberacao intracelular de genes.

1.2.4.2 — Lipossomas anidnicos

A fim de contornar os inconvenientes advindos da utilizacdo dos

lipossomas cationicos, alguns pesquisadores tém estudado o emprego de

lipossomas anidnicos para a liberagéao intracelular de genes (CRESPO et al.,

1996; FILLION et al., 2001a; MOZAFARI et al., 2002; PATIL et al., 2005).
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Em estudo realizado por CRESPO e colaboradores (1996), a eficiéncia
de lipossomas catiénicos e anidnicos como carreadores de DNA foi comparada
in vivo. Neste trabalho, o plasmideo pTG7101, contendo o gene humano al-
antitripisina (AAT), foi encapsulado em lipossomas aniénicos compostos por
fosfatidilcolina(PC):(CHOL):fosfatidilserina(PS) ou PC:CHOL:PS:monosialo-
gangliosideo-GM1 (GM1), na razdes molares de 541 e 4:4:1:1,
respectivamente. Os lipossomas catidnicos foram formados mediante a mistura
de lipossomas compostos por PC:CHOL (razdo molar igual a 5:4) ou
PC:CH:GM1 (razdo molar igual a 4:4:1), com o complexo DOTAP-pTG710. A
expressdo da proteina humana foi detectada no plasma dos ratos, por um
periodo de 2 a 3 semanas, independentemente da carga superficial dos
lipossomas. Além disto, foi observado que a eficiéncia de liberacdo do gene foi
limitada quando este estava associado aos lipossomas cationicos.

FILLION e colaboradores (2001) propuseram a utilizacdo de um
lipossoma fluido carregado negativamente para a encapsulacdo de um
oligonucleotideo antisense (anti-B-galactosidade) bem como do plasmideo
pUC18. No estudo, os lipossomas foram formulados com os fosfolipidios
sintéticos dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) e dimiristoilfosfatidilglicerol (DMPG)
na razao molar de 10:1, em presenca de solucdo de um sal monovalente
(NaCl, KCI, NaHCO3; ou tampdo fosfato), sendo avaliadas a taxa de
encapsulacéo e a atividade antisense sobre E. coli CSH36. Como resultados,
foram encontrados 6timos niveis de encapsulacdo: 48,9% e 43,5% para o
plasmideo purificado e para o oligonucleotideo antisense, respectivamente.
Além disto, foi demonstrado que cerca de 57% das células bacterianas

conseguiram integrar em seu genoma o nucleotideo antisense anti-lacZ; o que
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resultou em uma reducdo de 42% na atividade da enzima [B-galactosidade,
sendo que o mesmo oligonucleotideo, em sua forma ndo encapsulada,
ocasionou reducédo de apenas 6%.

No estudo conduzido por MOZAFARI e colaboradores (2002), foi
desenvolvida uma  formulacdo de lipossomas  constituida  por
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC): dicetilfosfato (DCP): CHOL (na razdo molar
de 7:2:1, respectivamente). Para a formacdo de um complexo ternario como
possivel vetor de transfeccdo, o plasmideo pcDNA3, responsavel pela
expressdo da enzima (3 -galactosidase, e uma solucédo aguosa contendo 50mM
de fons Ca*? foram adicionados & dispersdo dos lipossomas. A eficiéncia de
transfecgcdo e a citotoxicidade deste sistema foram investigadas utilizando a
linhagem celular 16HBE140 (células epiteliais de brénquio). O sistema obtido
nao apresentou citotoxicidade nas condi¢cdes experimentais empregadas, no
entanto, mostrou uma menor eficiéncia de transfec¢éo que o reagente catidnico
DOTAP de uso comercial.

De maneira semelhante, PATIL e colaboradores (2005) propuseram
nova formulagdo de lipossomas anibnicos baseada na obtencdo de um
complexo ternério. Este sistema € composto por 1,2-dioleoilfosfatidilglicerol
(DOPG), DOPE (razdo molar igual a 17:83, respectivamente); o plasmideo
pCMV-GFP, responsavel pela expresséo da proteina verde fluorescente, e ions
Ca™. Ensaios de transfeccdo, utilizando células Chinese Hamster Ovary
(CHO), mostrou que o complexo ternario é capaz de produzir altos niveis de
transfeccéo, com boa reprodutibilidade. No entanto, apenas os lipossomas e o
DNA plasmidial bem como o plasmideo em sua forma livre apresentaram niveis

de transfeccdo negligenciaveis. E ainda, a formulacdo desenvolvida neste
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estudo mostrou-se comparavel ao lipossoma catibnico comercial
Lipofectamine®, no que diz respeito & eficiéncia de transfeccdo e
reprodutibilidade.

Portanto, visando contornar 0s possiveis efeitos citotoxicos dos
lipossomas catibnicos, a proposta desta dissertacdo de mestrado é o
desenvolvimento de um novo carreador lipossomal para o transporte de DNA.
Este sistema trata-se de lipossomas anidnicos pH-sensiveis contendo o

complexo ciclodextrina catidnica/DNA.

1.2.4.3 - Lipossomas pH-sensiveis

As diferentes composi¢cdes da membrana dos lipossomas, além de
influenciarem a sua biodistribuicéo in vivo, podem alterar a forma de liberacao
do conteudo encapsulado. Em particular, a composi¢do pode ser desenvolvida
de forma que a liberacdo seja sitio-especifica em resposta as condiges
ambientais, tanto em nivel anatdmico, celular ou subcelular. Uma das
estratégias para permitir este tipo de liberacdo é o desenvolvimento de
lipossomas pH-sensiveis (OZER, et al.,, 1993). O uso de lipossomas pH-
sensiveis como sistemas de liberacdo de drogas foi sugerido a partir da
observacdo de que tecidos patolégicos (tumores, metastases, inflamacdes e
infecgbes) apresentam um pH menor do que os tecidos normais (OLIVEIRA et
al., 2000). Estes lipossomas apresentam transi¢do de fases, caracteristicas dos
seus constituintes fosfolipidicos, que sao responsaveis pela desestabilizac&o

das vesiculas em meio acido.
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Os lipossomas pH-sensiveis sdo constituidos por fosfolipidios derivados
da fosfatidiletanolamina (PE), como por exemplo, a dioleoilfosfatidiletanolamina
(DOPE) (Figura 1A). Estes derivados organizam-se em meio aquoso, a
temperatura ambiente, sob a forma hexagonal (Figura 2), ndo sendo capazes
de se apresentarem na forma de vesiculas (forma lamelar). Os derivados da
PE apresentam uma pequena parte polar, a qual ocupa uma menor area
qguando comparada aquela relativa a cadeia de acidos graxos, resultando numa
geometria molecular do tipo cone (Figura 2) (SIEGEL et al.,, 1986). Estes
derivados apresentam uma baixa hidratacdo e em termos de organizacéo
supramolecular se arranjam em estrutura hexagonal. A formacdo de
lipossomas com estes fosfolipidios requer a adicdo de agentes estabilizantes,
normalmente lipides carboxilados, como o hemisuccinato de colesterila
(CHEMS) (Figura 1B), que em pH fisiolégico se encontram sob a forma
ionizada. Estes estabilizantes sdo capazes de se inserirem entre as moléculas
dos fosfolipidios, sendo que o aparecimento de repulsdes eletrostaticas entre
0s grupamentos carboxila, presentes no estabilizante, e os grupos fosfato dos
fosfolipidios favorecem a organizacdo lamelar, possibilitando a formacédo dos

lipossomas (SIMOES et al., 2004).
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Figura 1 - Estrutura quimica da dioleoilfosfatidiletanolamina (A) e do

hemisuccinato de colesterila (B).
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Figura 2 — Transi¢des de fases de lipides (Adaptado de LASIC, 1998).

Os lipossomas pH-sensiveis liberam o material encapsulado, explorando
0 processo de acidificacdo endossomal, o qual leva a desestabilizacdo destas
vesiculas, ja que os derivados da fosfatidietanolamina (PE) em meio acido
adotam, preferencialmente, a forma hexagonal em detrimento a forma lamelar
(DE OLIVEIRA et al., 2000). Portanto, apos serem endocitados estes

lipossomas se desestabilizam e/ou fusionam com a membrana dos
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endossomas quando o pH no interior destes torna-se acido, ao longo de sua
maturacdo, provocando assim a liberacdo do material encapsulado no
citoplasma (Figura 3). Esta série de eventos impedira a fusdo dos endossomas
com os lisossomas, e consequentemente, evitara a degradacédo das moléculas

de DNA pelas enzimas presentes neste ultimo (COLLINS, 1995).

Célula

Liberagao do material encapsulado
—  Entrada do DNA no nucleo celular

Figura 3 — llustragdo esquematica da liberagdo do material encapsulado em
lipossomas pH-sensiveis (Adaptado de DE LAPORTE et al., 2006)

A versatilidade dos lipossomas pH-sensiveis pode ser bem ilustrada em
uma ampla gama de aplicacdes, tais como: (a) o transporte de sondas
fluorescentes que permitem ndo somente avaliar a eficacia de diferentes
composi¢cbes de lipossomas, como também esclarecer 0s mecanismos
envolvidos em seu trafego intracelular; (b) a liberacdo eficiente de drogas

antineoplasicas ou proteinas recombinantes; (c) o transporte intracelular de
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antigenos; (d) o transporte intracelular de material genético para aplicacado nas
terapias antisense e génica (SIMOES et al., 2004).

Em se tratando da utilizacdo destes veiculos para a liberacdo de genes
no interior das células, DUZGUNES e colaboradores (2001) relataram que a
habilidade em liberar moléculas com massa molar relativamente alta, como por
exemplo, os oligonucleotideos antisense, é significativamente maior para
lipossomas compostos por DOPE/CHEMS em comparacdo com outros
lipossomas pH-sensiveis compostos por DOPE em associacdo com outros
agentes estabilizantes. LEGENDRE & SKOZA (1992) também demonstraram
que lipossomas pH-sensiveis sdo adequados em mediar a transferéncia de
genes in vitro. Neste estudo, foram comparadas as eficiéncias de transfeccéo
entre lipossomas pH-sensiveis (DOPE: CHEMS, na razdo molar de 2:1), ndo-
pH-sensiveis compostos por PS:CHOL (razdo molar igual a 1:1) e
dioleoilfosfatildilcolina: CHEMS (DOPC: CHEMS; razdo molar de 2:1) e
cationicos constituidos por DOPE: brometo de dioleoiloxipropiltrimetilamonio
(DOPE: DOTMA, razdo molar igual a 1:1) utilizando diferentes genes e cinco
diferentes linhagens celulares (CV-1, p388D1, HepG2, HeLa e KD83). Para
todas as linhagens investigadas, os lipossomas catibnicos demonstraram o0s
melhores niveis de eficiéncia de transfecgéo, seguidos dos lipossomas pH-
sensiveis. Os lipossomas nao-pH-sensiveis, ndo induziram transfeccdo em
nenhum dos experimentos. Os autores explicam tal resultado partindo do
pressuposto de que os lipossomas cationicos utilizam, pelo menos, dois
caminhos principais para penetrarem no interior das células: fusdo com a
membrana plasmatica ou endocitose, ao passo que o0s lipossomas pH-

sensiveis utilizam preferencialmente o caminho endocitico.
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2. CICLODEXTRINAS

As ciclodextrinas (CD’s), também denominadas dextrinas de
Schardinger, cicloamiloses, ciclomalto-oligossacarideos ou ciclomaltoses, séo
substancias conhecidas ha mais de um século, depois de identificadas por
Villiers em 1891. A sua obtencéo foi conseguida a partir da degradacdo do
amido, quando da presenca do Bacillus amilobacter. A substancia cristalina
obtida foi denominada “cellulosine” dada a sua semelhanca com a celulose
(FERNANDES; VEIGA, 1999). No entanto, foi Frank Schardinger quem, entre
1903 e 1911, descreveu a sua preparacdo, separacao e propriedades, a partir
do isolamento de um novo organismo capaz de produzir grandes quantidades
de ciclodextrinas: o Bacillus macerans (DEL VALLE, 2004).

As ciclodextrinas séo oligossacarideos ciclicos podendo apresentar seis,
sete ou oito unidades de D-glicopiranosideos, unidas por ligacdes a-1,4, sendo
denominadas como ao, [ e vy ciclodextrina, respectivamente. Estes
oligossacarideos possuem o formato tronco-cbénico (Figura 4), cuja parte
interna apresenta carater hidrofébico, responséavel pela inclusdo de moléculas
hidrofébicas, com consequente aumento de sua solubilidade. A face externa
das ciclodextrinas é constituida pelas hidroxilas ligadas ao C-2, C-3, C-6, o que
permite a solvatacdo pelas moléculas de agua, assim como a introducdo de
substituintes sem alterar a cavidade interna (FROMMING; SZETLI, 1993;

FERNANDES; VEIGA, 1999).
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Figura 4 — Estrutura esquemética das ciclodextrinas (DEL VALLE, 2002).

A B-ciclodextrina é a mais utilizada por razdes envolvendo custo,
disponibilidade, aprovagdo junto as autoridades sanitarias para a sua
administracdo e dimensdo de sua cavidade. Sendo que, a [-ciclodextrina
catibnica contém substituintes do tipo aménio quaternario (CARPENTER et al.,
1995; LOFTSSON; BREWSTER, 1996). As interacGes entre as moléculas de
ciclodextrina catibnica e as moléculas de DNA poderdo ser do tipo
eletrostaticas, devido as cargas contrarias, como também do tipo hidrofobicas
entre a sua cavidade hidrofébica e as bases pirimidinicas e puricas do DNA,
conduzindo assim a sua compactacdo. Essa compactacao possivelmente
acarretara na diminuicdo do tamanho da molécula de DNA, permitindo uma
maior taxa de encapsulacdo da mesma nos lipossomas anionicos pH-
sensiveis.

Em estudo realizado por CRYAN e colaboradores (2004), ciclodextrinas

neutras e catibnicas foram comparadas quanto a sua eficiéncia como
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carreadores de DNA. P-ciclodextrinas catibnicas (3-CD) apresentando os
grupamentos piridilamino, 1-n-butil-1H-imidazol, metoxietilamino e amino na
posicdo C-6 de todas as unidades de glicose foram complexadas com o
plasmidio pCMVluc e avaliadas quanto a sua eficiéncia de transfeccdo. Os
experimentos para a avaliagdo da transfeccdo foram realizados empregando-se
células COS-7 e mostraram a seguinte ordem de eficiéncia de transfeccgéo:
amino-B3-CD >  piridilamino-B3-CD >  1-n-butil-1H-imidazol-(3-CD >
metoxietilamino—3—-CD > dimetil- B-CD. O derivado heptakispiridilamino—{3-CD,
na razado de nitrogénio/fésforo do complexo 3-CD/DNA igual a 280, produziu
um aumento de aproximadamente 4000 vezes nos niveis de transfeccéo
quando comparado aos niveis de transfeccdo do plasmidio ndo complexado.
Além disso, na presenca de soro, o nivel de transfeccdo desse derivado
mostrou-se comparavel ao do lipide catibnico DOTAP, na razao de carga igual
a +1/-2,4. No entanto, esse derivado assim como a amino-B-CD apresentaram
toxicidade em cultura de células COS-7 com o aumento da razdo de
nitrogénio/fésforo no complexo 3-CD/DNA.

No estudo conduzido por HWANG e colaboradores (2001), foram
sintetizados derivados da B-ciclodextrina conjugados a um polimero para
avaliacdo da transfeccéo e citotoxicidade. Neste trabalho, o carreador sintético
foi preparado através da condensacdo da [-ciclodextrina com o diimidato co-
mondmero, formando a 6A,6D-dideoxi-6A,6D-di(2-aminoetanotio)--
ciclodextrina (BCPD). Para a sintese dos derivados de BCPD, foi utilizado o co-
mondémero com 4, 5, 6, 7, 8 e 10 unidades de metileno, os quais, apos
polimerizacdo com a B-ciclodextrina, originaram polimeros catidnicos com

diferentes quantidades de grupos metileno, denominados BCPD4, BCPDS5,

26



Revisao da Literatura

BCPD6, BCPD7, BCPD8 e BCPD10, respectivamente. Estes polimeros
cationicos foram, entdo, misturados ao plasmideo pGL3-CV ou ao plasmideo
pCA-EGFP, responsaveis pela expressdao da enzima luciferase e proteina
verde fluorescente, respectivamente. A fim de se avaliar a eficiéncia de
transfeccdo deste sistema, foi utilizada a linhagem celular BHK-2, e os
complexos polimero catidnico/plasmideo foram preparados em diferentes
razdes de carga. Os resultados demonstraram a seguinte ordem de eficiéncia
de transfeccdo, dependendo do numero de grupos metilenos presentes na
estrutura do polimero: BCPD6 > BCPD8 > BCPD7 > BCPD4 > BCPD10 >
BCPD5 A citotoxicidade destes diferentes polimeros de B-ciclodextrina revelou
a seguinte ordem de concentracao inibitéria do crescimento celular em 50%
(1C50): BCPD8 (2200 pM) < BCPD7 (1800 puM) < BCPD6 (1100 uM) < BCPD4
(380 uM) < BCPD5 (350 uM) < BCPD10 (330 puM).

Desta forma, a estratégia de se utilizar lipossomas aniénicos pH-
sensiveis para encapsular moléculas de DNA complexadas com moléculas de
ciclodextrinas catibnicas pode ser interessante e, de acordo com 0 N0SSO
conhecimento, ndo existe até 0 momento nenhum relato na literatura relativo a

mesma.
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OBJETIVOS

1. Objetivo geral

Desenvolvimento e caracterizagdo fisico-quimica e bioldégica de um novo
carreador de &cidos nucléicos, sendo este constituido por lipossomas anionicos

pH-sensiveis contendo o complexo B—ciclodextrina cationica/DNA.

2. Objetivos especificos

1- Obtencéo do complexo B-ciclodextrina catibnica/DNA.

2- Encapsulacdo do complexo B-ciclodextrina cationica/DNA em lipossomas
anibnicos pH-sensiveis.

3- Caracterizacao fisico-quimica dos lipossomas anidnicos pH-sensiveis contendo
o complexo B-ciclodextrina/DNA com relacdo a determinacdo da taxa de
encapsulacao, diametro médio e potencial zeta.

4- Caracterizacdo morfoldgica dos lipossomas anidnicos pH-sensiveis contendo o
complexo B-ciclodextrina cationica/DNA por microscopia de forga atdbmica.

5- Avaliacdo da citotoxicidade em células Chinese Hamster Ovary (CHO) dos
lipossomas anibnicos pH-sensiveis contendo o complexo [-ciclodextrina

catidnica/DNA.

29



TRABALHO EXPERIMENTAL



Trabalho Experimental

DESENVOLVIMENTO, CARACTERIZAGAO FISICO-QUIMICA E
BIOLOGICA DE LIPOSSOMAS ANIONICOS pH-SENSIVEIS
CONTENDO O COMPLEXO B-CICLODEXTRINA CATIONICA/DNA

31



Trabalho Experimental

| — DESENVOLVIMENTO DA FORMULACAO DE LIPOSSOMAS
ANIONICOS pH-SENSIVEIS PARA O TRANSPORTE DE DNA

1. INTRODUCAO

A estratégia investigada para permitir a encapsulacdo de moléculas de DNA
nos lipossomas anidnicos pH-sensiveis foi a complexagdo prévia das mesmas

com um derivado de [-ciclodextrina catidnica, a 6-monodeoxi-6-monoamina-3-
ciclodextrina (B-CD+). A formagcdo do complexo B-CD+/DNA visa promover a

compactacdo das moléculas de DNA, a fim de possibilitar o alcance de sua
encapsulacao efetiva em lipossomas aniénicos pH-sensiveis. Como processo de
preparacdo dos lipossomas anidnicos pH-sensiveis foi adotado o método de

evaporacdo em fase reversa (REV), o qual favorece a encapsulacdo de
substancias hidrofilicas, como o complexo B-CD+/DNA. Este método foi

inicialmente descrito por SKOZA & PAPAHADJOUPOULOS (1978) e fundamenta-
se na obtencao inicial de uma emulsdo de agua em 6Oleo (A/O). A fase aguosa
contém o material a ser encapsulado e a fase oleosa é formada por um solvente
organico, geralmente éter etilico. Uma vez obtida a emulsédo, efetua-se a
evaporacdo do solvente organico. Desta forma, obtém-se os lipossomas que
apresentam um grande compartimento aquoso interno, e sdo geralmente do tipo

Large Unilamellar Vesicles (LUV).
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. MATERIAL

O agar, a triptona e o extrato de levedura foram adquiridos da ISOFAR (Petropolis,
RJ, BRASIL). O cloreto de sodio, o éter etilico e o hidréxido de sddio foram obtidos
da VETEC QUIMICA FINA LTDA (Duque de Caxias, RJ, BRASIL). O IPTG
(isopropiltioglicosideo); 0 X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-beta-D-
galactopiranosideo); o padrdo 1 kb DNA Plus e o Kit “CONCERT High Purity
Plasmid Maxiprep System” foram adquiridos da GIBCO™ (New York, EUA). A
suspensdo de Escherichia coli DH5a foi adquirida da Invitrogen (Carlsbad, CA,
EUA). A ampicilina foi obtida da Fisher Scientific (New Jersey, EUA). O plasmideo
pPpGEM-T e o padrdao Lambda DNA/EcoRI-Hindlll foram adquiridos da Promega
(Madinson, EUA). A 6-monodeoxi-6-monoamino-B-ciclodextrina (B-CD") foi
adquirida da Cyclolab R&D Laboratory (Budapeste, Hungria). A 1,2-dioleoil-sn-
glicero-3-fosfatidiletanolamina (DOPE) foi gentilmente cedida pela Lipoid GmbH
(Ludwisgshafen, Alemanha). O hemisuccinato de colesterila (CHEMS), a N-2-
hidroxietilpiperazina (HEPES) e o tampéo tris-(hidroximetil)aminometano (Tris)
foram adquiridos da Sigma Chemical Company (St Louis, MO, EUA). As

membranas de policarbonato foram adquiridas da MILLIPORE (Bedford, EUA).
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2.2. PREPARO DE PLACAS DE PETRI CONTENDO O MEIO LB- AGAR

1,5 g de &gar foram dissolvidos em 100 mL do meio LB pH 7,4 (2,0 g de
triptona, 1,0 g de extrato de levedura, 1,0 g de NaCl). Em seguida, o meio LB-Agar
foi esterilizado a 121°C durante 15 minutos. Apdés o resfriamento do meio,
adicionou-se ao mesmo 40 pL de IPTG 100 mM, 100 pL de ampicilina (50 mg/mL)
e 160 pL de X-Gal (40 mg/mL) e esta mistura foi distribuida em placas de Petri

(DAVIS et al., 1986).

2.3. OBTENGAO DO DNA PLASMIDIAL

Esta parte do trabalho foi realizada em colaboracdo com o Prof. Jorge Luiz
Pesquero e a Profa. Wania da Silva Carvalho, do Laboratorio de Biofisica do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas e do Laboratério de Biologia Molecular da
Faculdade de Farmacia, respectivamente. O plasmideo comercial pGEM-T de
aproximadamente 3 kb, contendo o gene Lac-Z (Figura 5), responsavel pela
expressdo da enzima [(-galactosidase (B-Gal), foi amplificado utilizando-se
colénias de E. coli DH5a. Inicialmente, 100 pL de E. coli DH5a foram misturados a
1 pg da solucéo de pGEM-T e esta mistura foi submetida a resfriamento em banho
de gelo por 30 minutos, seguido de aquecimento a 42°C por 30 segundos e,
novamente, resfriamento em banho de gelo por 2 minutos. Apds o choque térmico,
400 pL do meio LB pH 7,4 foram adicionados a suspensdo de bactérias e estas
foram incubadas a 37°C em THERMOMIXER 5436 (Eppendorf, Hamburg,
Alemanha) por aproximadamente 2 horas ou até o turvamento do meio. Em
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seguida, a suspensio de bactérias foi plaqueada em meio LB-Agar e mantida sob
incubacdo a 37T por aproximadamente 16 horas. Para a extracdo do plasmideo
PGEM-T a partir das bactérias competentes, 200 mL do meio LB foram preparados
e esterilizados a 121°C por 15 minutos e apos o resfriamento, 100 uL de
ampicilina 0,1 mg/mL foram adicionados ao mesmo. Em seguida, uma col6nia de
E. coli DH5a foi transferida para esse meio, sendo incubada pernoite a 37C, sob
agitacdo em agitador orbital (TECNAL, Piracicaba, S&o Paulo, Brasil). O
plasmideo foi purificado empregando-se o sistema “Concert High Purity Plasmid
Maxiprep System”. A concentracdo do DNA plasmidial foi determinada por
espectrofotometria (Hitachi Instruments, Illinois, EUA) a 260 nm. A pureza do DNA
plasmidial foi avaliada mediante a determinacdo da raz&do entre as absorbancias
nos comprimentos de onda a 260 e 280 nm, respectivamente. Além disto, foi
também realizada a eletroforese em gel de agarose a 1,0% (p/v) para a

confirmacao de obtencéo e da pureza do DNA plasmidial.
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Figura 5- Esquema do plasmideo pGEM-T.
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2.4, OBTENGAO DO COMPLEXO B-CD*/DNA

Visando-se obter uma eficaz complexagdo entre as moléculas de B-CD" e
as de DNA, foram misturadas quantidades variaveis de B-CD* com o plasmideo
pGEM-T em concentracédo constante e igual a 10,4 ug/mL, de modo a se obter as
seguintes relacdes de carga: +2/-, +/-, +/2-,+/4-, +/8- e +/16-. A avaliacdo da
formacdo do complexo B-CD*/DNA foi feita utilizando-se eletroforese em gel de

agarose a 1% (p/v) , empregando-se como referéncia o padréo 1 kb DNA Plus.

2.5. ENCAPSULACAO DO COMPLEXO B-CD/DNA EM LIPOSSOMAS pH-
SENSIVEIS

A encapsulacdo do complexo B-CD*/DNA em lipossomas pH-sensiveis foi
realizada através do emprego do meétodo de evaporacdo em fase reversa (NEW,

1990).

2.5.1. Método de evaporacdo em fase reversa

2.5.1.1. Obtencao de uma emulsdo A/O

Aliquotas cloroférmicas de DOPE e CHEMS (concentracdo lipidica total
igual a 20 mM, raz&do molar igual a 6:4, respectivamente) foram transferidas para
um balédo de fundo redondo, sendo o solvente, em seguida, evaporado sob vacuo.
O filme lipidico obtido foi dissolvido em 3,0 mL de éter etilico, previamente tratado
com solucdo tampéo de HEPES 10 mM para eliminagédo de peroxidos e contendo

guantidade de NaOH necessaria para ionizar completamente o CHEMS.
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Posteriormente, 1,0 mL da solucdo contendo o complexo B-CD*/DNA em tampé&o
Tris pH 7,4 foi transferido a essa solucgéo lipidica, de forma que a concentracéo de
DNA foi igual a 25 ou 50 pg/mL. A mistura obtida foi, entdo, submetida ao vortex
(IKA, Wilmington, NC, EUA) durante 5 minutos, produzindo uma emulséo do tipo

A/O (4gua/dleo).

2.5.1.2. Obtencao dos lipossomas

A emulsdo A/O foi submetida & evaporacdo sob vacuo (ROTAVAPOR
FISATOM, Sé&o Paulo, Brasil) a fim de se eliminar o solvente organico, permitindo
a formacao das vesiculas lipidicas. Em seguida, os lipossomas foram submetidos
a calibracdo mediante sua passagem por membranas de policarbonato de 0,4 um
(5 vezes) e 0,2 um (5 vezes). O complexo B—-CD*/DNA n&o encapsulado foi
separado dos lipossomas mediante ultracentrifugacdo (Ultracentrifuga SORVALL

Ultra 80, Albertville, Minnesota, EUA) a 150000Xg, a 4°C, durante 80 minutos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Obtencao do DNA plasmidial

Apos transformacao das colonias de E. coli DH5a com o plasmideo pGEM-
T, constatou-se que tais colonias apresentavam coloracdo azul (Figura 6), sendo
isto o indicativo de que houve a insercédo do plasmideo no interior das bactérias. O
plasmideo em questdo contém o gene Lac-Z responsavel pela expressdao da
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enzima [-galactosidase, cuja funcdo é a de catalisar a conversao da molécula de
lactose em unidades de glicose e galactose; sendo que esta enzima também
reconhece como substrato a molécula de X-Gal, j& que ha semelhanca estrutural

entre esta Ultima e a lactose .

Figura 6 - Placa de petri contendo as colénias de E. coli DH5a apds o
procedimento de transformacéo e crescimento.

Para a purificacdo do DNA plasmidial, foi utilizado o kit maxiprep. Através
deste, ha a possibilidade de separacdo das moléculas do plasmideo de outras
moléculas oriundas das col6nias de E. coli, como proteinas, RNA's e o proprio
DNA bacteriano. Este procedimento fundamenta-se no uso de uma resina de troca
ibnica, que promove a purificacdo do DNA plasmidial em niveis equivalentes a
duas passagens através de um gradiente de CsCl. Ap6s um procedimento de
alcalinizacdo do meio para separar o DNA de interesse daquele pertencente as

bactérias (DNA gendmico), o material € eluido através de uma coluna carregada
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positivamente, de forma que ocorre uma interacdo eletrostatica entre a carga
negativa do plasmideo e a positiva presente na superficie da resina. Inicialmente,
a coluna é eluida com tampao contendo 800 mM de NaCl e 100 mM de acetato de
sodio (pH 5,0), o que permite a retirada de RNA, proteinas, carboidratos e outras
impurezas. Na etapa seguinte, o plasmideo pGEM-T é eluido utilizando-se tampéao
composto por 1,25 M de NaCl e 100 mM de Tris-HCI (pH 8,5), pois a alta
concentracdo de sais influencia na ligagdo do DNA a coluna, levando a sua
eluicdo da mesma. Apds a extracdo e purificacdo do plasmideo pGEM-T, sua
concentracdo foi medida em espectrofotdmetro a 260 nm. A pureza do DNA
plasmidial foi determinada pela razdo entre as absorbancias obtidas a 260 nm (A1)
e 280 nm (A2), uma vez que estes comprimentos de onda s&o especificos para
acidos nucléicos e proteinas, respectivamente. A quantidade total de DNA
plasmidial obtida nos diferentes experimentos foi de aproximadamente 200 pg. As
razdes A1/A2 mostraram valores compreendidos entre 1,6-1,8, indicando o baixo
nivel de contaminagdo protéica no DNA de interesse (SAMBROOK; RUSSEL,
2001). Além disto, a pureza do plasmideo pGEM-T foi determinada por
eletroforese em gel de agarose 1,0% (p/v), sendo utilizado como referéncia o
padrdo Lambda DNA/EcoRI-Hindlll. A Figura 7 mostra o gel obtido, confirmando

gue a banda referente ao plasmideo pGEM-T possui aproximadamente 3 kb.
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Figura 7 — Gel de agarose contendo o padrdo Lambda DNA/EcoRI-Hindlll (A) e o
plasmideo pGEM-T (B)

3.2. AVALIACAO DA FORMACAO DO COMPLEXO B-CD'/DNA

A avaliacdo do grau de complexacgéo entre a B-CD" e o pGEM-T foi feita por
eletroforese em gel de agarose 1% (p/v), sendo que a formag¢do do mesmo ocorre
devido as interacfes eletrostaticas entre ambos. Pela Figura 8, pode-se observar
gue em presenca de quantidades excessivas de carga negativa (+/16- e +/8-) ha

uma maior intensidade nas bandas de DNA livre. Porém, a intensidade desta
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banda diminui a medida que a razdo de cargas torna-se menos negativa. Isto
indica que realmente ha a ocorréncia da complexacdo entre a ciclodextrina
cationica e o DNA, sendo que esta complexacdo torna-se mais efetiva em
presenca de altos niveis de carga positiva. Portanto, para a encapsulacdo do
complexo B-CD'/DNA em lipossomas pH-sensiveis, foi utilizado o complexo
apresentando a razéo de carga igual a +/-, uma vez que neste caso ha uma menor

intensidade na banda do DNA, indicando uma maior complexacao.

1 - Padrao 1kb DNA plus
2 - DNA livre

3 - CD/DNA 2+/-

4 - CD/DNA +/-

5 - CD/DNA +/2-

6 - CD/DNA +/4-

7 - CD/DNA +/8-

8 - CD/DNA +/16-

Figura 8 — Gel de agarose contendo o complexo B-CD*/pGEM-T em diferentes razGes de

carga.
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ll. CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA E MORFOLOGICA DOS
LIPOSSOMAS  ANIONICOS pH-SENSIVEIS CONTENDO O
COMPLEXO B-CD'/DNA

1. INTRODUCAO

A eficiéncia de transfeccdo de vetores sintéticos estad relacionada as
estruturas formadas resultantes das interagfes entre as moléculas de DNA e dos
componentes dos sistemas utilizados como carreadores (RADLES et al., 1997;
STERNBERG et al.,, 1997). O tamanho e a carga superficial dos lipossomas
utilizados como sistemas de liberacdo de genes tém influéncia direta em sua
estabilidade fisica e na interacdo com as células (BIRCHALL et al., 1999). Ainda,
a quantidade de DNA encapsulada no interior destas vesiculas € de fundamental
importancia para o sucesso da terapia génica. Desta forma, o objetivo desta parte
do trabalho foi o de caracterizar, do ponto de vista fisico-quimico e morfolégico, o
carreador de DNA desenvolvido. Para tanto, os lipossomas foram caracterizados
com base em sua taxa de encapsulacdo, tamanho das particulas, potencial zeta

bem como pela morfologia apresentada por essas vesiculas e seus constituintes.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. MATERIAL

O PicroGreen foi adquirido da Molecular Probes (Eugene, EUA). O Triton X-100 foi
obtido da Sigma Chemical Company (St Louis, MO, EUA). O cloreto de magnésio
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foi adquirido da Labsynth Produtos para Laboratérios Ltda (Diadema, SP, Brasil).
O tamp&o TE [10mM Tris-HCI; 0,2mM EDTA, pH 8,0], foi adquirido da GIBCO™

(New York, EUA).

2.2. DETERMINACAO DA TAXA DE ENCAPSULACAO DO COMPLE XO -
CD'/DNA EM LIPOSSOMAS ANIONICOS pH-SENSIVEIS

A percentagem do complexo B—CD*/DNA encapsulado nos lipossomas pH-
sensiveis foi determinada mediante a reacdo do DNA com o PicroGreen. O
reagente PicoGreen complexa-se com o DNA livre, gerando um produto
fluorescente, o qual foi excitado a 480 nm e a intensidade da fluorescéncia emitida
a 520 nm foi determinada em espectrofluorimetro Cary Eclipse (Varian, Australia).
Para isto, uma solucido estoque do complexo B-CD*/DNA, na concentragdo de
2ug/mL, foi preparada em tampéo TE e o pH foi ajustado para 10 com solucéo de
NaOH 0,1M. Neste pH, a p-CD" encontra-se em sua forma n&o-ionizada, o que
impede a sua complexacdo com o DNA plasmidial, permitindo assim a reacédo do
DNA com o reagente PicoGreen. Para a determinacédo da concentracdo de DNA
encapsulado nos lipossomas pH-sensiveis foi feita uma curva padrdo do complexo
B-CD'/DNA, em tamp&o TE pH 10, com as concentragdes de DNA iguais a 0, 10,
20, 40, 60 e 100 ng/mL. Posteriormente, amostras de lipossomas anidnicos pH-
sensiveis contendo o complexo B-CD'/DNA, purificados ou n&o por
ultracentrifugacdo e o sobrenadante foram dosados. No caso dos lipossomas,
adicionou-se previamente o surfactante Triton X-100 para que houvesse a ruptura

dos mesmos. A adicdo deste surfactante ao sobrenadante foi também realizada
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para que as condicbes de analise fossem idénticas. Apdés a ruptura dos
lipossomas, as amostras foram diluidas de forma a atender o intervalo da curva
padrdo. A concentracao final de Triton X-100 nas amostras foi inferior a 0,1% v/v,
a qual ndo interfere nas medidas de fluorescéncia. Em todos os casos, a leitura foi
determinada 3 minutos apds a adicdo do reagente PicoGreen.

A porcentagem de encapsulacdo (PE) foi calculada de acordo com a

seguinte equagao:

X 100

_ [DNA] nos lipossomas purificados

[DNA] nos lipossomas néo-purificados

2.3. DETERMINACAO DO TAMANHO E POTENCIAL ZETA DOS L IPOSSOMAS
ANIONICOS pH-SENSIVEIS CONTENDO O COMPLEXO R-CD */DNA

2.3.1. Determinacéo do tamanho das particulas

A andlise do tamanho das particulas foi efetuada por meio de
espectroscopia de correlagcdo de foton utilizando-se o equipamento Zetasizer
3000Hs (Malvern Instruments Ltd, Inglaterra). Este método fundamenta-se no fato
de que as particulas presentes no sistema estdo em constante deslocamento, o
gue faz com que a intensidade da luz espalhada por elas forme um padrao de
movimento. Particulas grandes movem-se mais lentamente que as pequenas, de

forma que a taxa de flutuagédo da luz espalhada por elas também é mais lenta. A
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espectroscopia por correlacdo do foton (PCS, do inglés Photon Correlation
Spetroscopy), utiliza a taxa de mudanca destas flutuacdes da luz para determinar
a distribuicdo de tamanho das particulas (MALVERN INSTRUMENTS, 1996).

Para a realizacdo das medidas foram utilizados aproximadamente 0,5 mL
dos lipossomas anidnicos pH-sensiveis contendo o complexo B—CD*/DNA, bem
como dos lipossomas sem o referido complexo (denominados de lipossomas
brancos), diluidos em 15 mL de tampéao Tris pH 7,4, a fim de que se obtivesse a
contagem adequada de particulas. As medidas foram efetuadas a temperatura de
25T e a um angulo de 90°0s resultados sdo apresen tados como a média de dez

medidas e foram realizados em triplicata.

2.3.2. Determinagéo do potencial zeta

Para a determinacdo do potencial zeta das vesiculas lipidicas, as medidas
foram feitas em triplicata com a mesma preparacdo descrita no item 2.3.1,
empregando-se 0 equipamento Zetasizer 3000Hs (Malvern Instruments Ltda,
Inglaterra) na temperatura de 25C, a um angulo de 90°

O fundamento de tal método, parte do pressuposto de que na maioria das
suspensfes e também nas dispersdes coloidais, as particulas dispersas na agua
tém uma carga adquirida pela adsorcdo especifica de ions ou ionizacdo dos
grupos superficiais, quando presentes. Sendo assim, ions positivos ou negativos
podem ser liberados para o meio, até que seja atingido um equilibrio. Geralmente

as superficies carregadas tendem a atrair ions de carga oposta. Os ions mais
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préximos da superficie da particula permanecem ligados a ela quando se
movimenta, enquanto que o0s ions que estdo um pouco mais afastados serdo
constantemente substituidos por outros. O formato e tamanho da superficie da
particula podem ter efeitos na distribuicdo dos ions préximos a ela enquanto que
forcas eletrostaticas atuam nos ions mais distantes. Esta dicotomia favorece a
possibilidade de existir uma dupla camada formada por uma camada mais interna
e outra difusa, caracterizadas por comportamentos idnicos diferentes.

O potencial elétrico proximo a superficie da particula decresce conforme a
distancia da superficie aumenta, chegando ao zero, conforme pode ser observado
no diagrama da Figura 9. Uma particula individual e seus ions mais associados
movem-se através da solucdo como uma unidade e o potencial nas fronteiras
desta unidade, ou seja, no plano de cisalhamento € conhecido como potencial

zeta (MALVERN INSTRUMENTS, 1996; FLORENCE; ATTWOOD, 2003).
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Figura 9 — Representagcdo esquematica do potencial zeta de dispersdes coloidais

ou suspensodes.

2.3.3. ANALISE MORFOLOGICA POR MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA

Na microscopia de forgca atbmica (AFM — do inglés, Atomic Force
Microscopy) uma sonda extremamente fina (~ 100 A de didmetro na extremidade)
varre a superficie da amostra em inspe¢do. A sonda € montada sobre a
extremidade livre de uma alavanca que mede cerca de 100 a 200 um de

comprimento. Quando a sonda se aproxima da superficie da amostra, forcas de
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interacdo sonda-amostra surgem e fazem a alavanca defletir. Esta deflexdo é
monitorada por um detector & medida que a sonda varre a superficie, conforme

ilustra a Figura 10.

Laser

Foto Alavanca
Detetor
Amostra

Figura 10 - Desenho esquematico do principio de funcionamento da técnica de AFM. O
fotodetector monitora a deflexo da alavanca durante a varredura através da mudanga na

reflexdo de um feixe de laser incidente (adaptado de NEVES et al., 1998).

Este sinal de deflexdo da alavanca pode ser utilizado pelo computador para
gerar um mapa da topografia da superficie da amostra, bastando fazer uma
conversao da variacao do sinal no detector para variacdo de altura na amostra.
Estas imagens topograficas podem ser obtidas com a separacdo entre a sonda e a
amostra constante ou com a forca entre a sonda e a amostra constante. No
primeiro método a sonda varre a superficie da amostra sempre com a mesma
altura e a forca entre elas varia. Neste método nao € possivel medir a variacao da
altura da amostra, isto €, o eixo z, e as imagens obtidas contém informacédo
apenas nos eixos x e y. O método de forgca constante € mais utilizado, pois com
ele é possivel medir também a altura da amostra obtendo-se informacdes nos

eixos X, y e z. Neste méetodo determina-se uma forca que se quer aplicar
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constantemente sobre a amostra, ou seja, determina-se um valor do sinal que
deve ser permanentemente observado pelo detector. O sistema operacional do
computador, entdo, durante a varredura ajusta a posicdo vertical da amostra,
através do “scanner” piezoelétrico, de maneira a manter a forca, ou o sinal, no
valor previamente determinado. A variacdo de altura no “scanner” corresponde
exatamente a variacao topografica na amostra, e assim a morfologia da amostra é
obtida. As forcas de interagcdo sonda-amostra podem ser atrativas ou repulsivas,
dependendo da distdncia sonda-amostra. A longas distancias (d >1 pm),
praticamente ndo ha qualquer interacdo. A medida que a sonda se aproxima da
amostra (d < 50 nm), forcas atrativas passam a atuar entre a sonda e a amostra,
tipicamente forcas de Van Der Waals. A forca atrativa aumenta com a
aproximacao da sonda, até que a separagdo seja da ordem da separacéo inter-
atbmica (d = 0,5 nm). A partir deste ponto, fortes forcas eletrostaticas repulsivas
entre as nuvens eletronicas das camadas de valéncia da sonda e da amostra
passam a atuar, e a forga resultante total passa a ser repulsiva. Nesta regido, diz-
se que a sonda estd em contato fisico com a superficie da amostra. Conforme o
carater da interagdo, atrativo ou repulsivo, pode-se definir alguns modos de
operacao da técnica de AFM, tais como:
- Na&o-Contato, onde a interagdo sonda-amostra é atrativa,
. Contato, com interacgdo repulsiva;
. Contato intermitente, onde o regime ora é atrativo, ora € repulsivo.

No contato intermitente a sonda oscila sobre a superficie da amostra,
tocando-a periodicamente. O modo contato permite ter imagens com altissima

resolucéo, a nivel atbmico, mas o atrito entre a sonda e a amostra pode danificar a

50



Trabalho Experimental

superficie, caso ela seja macia, produzindo uma imagem distorcida. O modo néo-
contato apresenta a vantagem de ndo danificar a amostra, pois a principio, ndo ha
contato fisico com a sonda, porém a resolucdo normalmente fica limitada a
algumas dezenas de nandbmetros, que é a distancia sonda-amostra. O modo de
contato intermitente retne vantagens dos dois modos anteriores. Como ha contato
fisico entre a sonda e a amostra, consegue-se altas resolu¢des (~ 1 nm). Porém,
como a movimentagédo é feita com a sonda no ar, as for¢as de atrito entre a sonda
e a amostra sao grandemente reduzidas, eliminando os problemas de deformacao
da amostra presentes no modo contato. Vale ressaltar que as forcas envolvidas na
técnica de AFM nao dependem da amostra ser condutora ou ndo. Assim, a
microscopia de forca atdmica se aplica igualmente bem as amostras condutoras
elou isolantes. As imagens sdo tridimensionais, obtendo-se as informacgdes nas
trés direcOes espaciais, possibilitando a reconstrucdo exata dos aspectos
morfologicos da superficie da amostra. Uma outra grande vantagem da
microscopia de forca atbmica € a simplicidade de preparo da amostra, ja que néo
€ necessario vacuo durante a operacdo e a amostra ndo necessita ser condutora.
Desta forma, a andlise pode ser feita diretamente na amostra hidratada.
Compostos biologicos podem ser preparados pela simples deposi¢cdo de uma gota
em uma lamina ou em substrato de mica (NEVES et al., 1998).

Esta parte do trabalho foi realizada em colaboracdo com a Dra. Margareth
Spangler Andrade e o Dr. José Mario Carneiro Vilela, ambos do Laboratério de
Nanoscopia da Fundacdo Centro Tecnologico de Minas Gerais. A microscopia de
forca atdbmica foi realizada utilizando o equipamento Dimension 3000 com um

controlador Nanoscope llla (Digital Instruments, Santa Barbara, CA, EUA),
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no modo de contato intermitente, utilizando sondas de silicio de comprimentos de
122 ym e 228 uym, com frequéncias de 297-380 Khz e 75-98 Khz, e constantes de
forca de 30-60 N/m e 3-7 N/m, respectivamente. Aproximadamente 10 pL das
amostras foram depositados em mica [ou muscovita - [KAI(OH)2AISizO10])
recentemente clivada, jA que este mineral apresenta superficie atomicamente
plana e com plano basal de clivagem muito facil, permitindo rdpida limpeza e
preparacao deste substrato (ANDRADE et al., 1998).

Primeiramente, foram analisados os componentes dos lipossomas (DOPE e
CHEMS) separadamente; bem como a mistura fisica formada entre estes dois
compostos. Posteriormente, analisou-se o DNA plasmidial, a B-CD"* e o complexo
B-CD'/DNA. Finalmente, imagens dos lipossomas pH-sensiveis contendo ou nio
o complexo B-CD*/DNA foram obtidas. 0 excesso de umidade das amostras foi
retirado com o uso de um fluxo de argonio.

No caso da amostra preparada para a visualizacdo da morfologia do
plasmideo, a mica recém-clivada foi tratada previamente com solucdo de cloreto
de magnésio 10mM, como mostra a Figura 11. Tal tratamento torna-se necessario
uma vez que, sendo a superficie da mica carregada negativamente, deve-se
utilizar ions positivos para aumentar a afinidade entre a superficie da mica e as
moleculas de DNA (SHIMADZU APPLICATION NEWS, 1999). A varredura foi
efetuada em uma velocidade de 1 Hz com resolucdo de 512 x 512 pixels. A forca
da sonda foi minimizada para evitar mudancas estruturais nas amostras. A analise

das imagens foi efetuada utilizando o programa Section Analysis do equipamento.
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Diluicdo do plasmideo a uma concentracdo de 2ng/uL em MgCl, 10mM
1
Adicdo de 20uL de agua destilada a superficie da mica, com remogao apos
10 segundos
1
Adicéo de 20uL da solugéo de MgCl, 10mM , com remoc¢ao apos 10
segundos

1

Adicdo de 5pL da solucédo diluida do DNA, deixando-a em contato com a

mica por 5 minutos, removendo-a em seguida

!

Adicéo de 20uL da solugcédo de MgCl, 10mM , com remocédo apos 10 segundos

(2X)

l

Secagem da amostra com jato de argonio

Figura 11 — Esquema do tratamento prévio da mica para a obtencao da imagem do DNA
plasmidial (SHIMADZU APPLICATION NEWS, 1999 - modificado).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. AVALIACAO DA TAXA DE ENCAPSULACAO DO COMPLEXO B-
CD*/DNA EM LIPOSSOMAS ANIONICOS PH-SENSIVEIS

Para a determinacéo da taxa de encapsulacido do complexo B-CD*/DNA nos
lipossomas, foram comparadas formulagcdes contendo 25 e 50ug/mL de DNA. Os

resultados estao discriminados na Tabela 1.

53




Trabalho Experimental

Tabela 1- Avaliacdo da taxa de encapsulacdo do complexo B-CD*/pGEM-T em
lipossomas anidnicos pH-sensiveis*

Concentracdo de DNA  Taxa de encapsulacéo Concentracdo de DNA
(ng/mL) (%) encapsulado (ug/mL)

25 45425 10.7+£0.9

50 27.6+1.2 144+13

* Os valores sdo expressos como média + desvio padréo (n=3)

Estes resultados indicam que a taxa de encapsulacdo torna-se menor na
medida em que a concentracdo de DNA é aumentada. No entanto, a concentracao
de DNA encapsulada em ambas situacdes é equivalente. Isto sugere que a
capacidade de encapsulacdo maxima dos lipossomas foi atingida com o uso da
menor concentracdo inicial de DNA. Desta forma, optou-se por prosseguir 0s
estudos a partir da formulacéo de lipossomas contendo 25ug/mL, principalmente
devido ao custo; j& que um carreador sintético para aplicacdo em terapia génica,
além de eficaz e atéxico, deve também apresentar um custo efetivo para producéo

em larga escala (LEE et al., 2002).

3.2. DETERMINACAO DO TAMANHO E POTENCIAL ZETA DOS
LIPOSSOMAS pH-SENSIVEIS

Apo6s o procedimento de purificacdo descrito no item 2.5.1.2, formulagdes
de lipossomas pH-sensiveis contendo o complexo B-CD*/DNA, bem como

lipossomas brancos, foram analisados quanto ao tamanho e potencial zeta.
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A Tabela 2 apresenta os valores do didmetro e homogeneidade das particulas

assim como do seu potencial zeta.

Tabela 2 — Determinacédo do didmetro e potencial zeta dos lipossomas anidnicos pH-
sensiveis

_ indice de _
Diametro o Potencial
Formulacéo o Polidisperséao
meédio (nm) : Zeta (mV)
(ip)

Lipossoma branco 160,0+7,5 0,20+0,14 -55,0+5/4
Lipossoma contendo o

186,0+5,6 0,11 £ 0,02 -56,0 £ 3,7

complexo B-CD*/DNA

*Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo (n = 3).

Comparando-se os valores apresentados na tabela acima, pode-se
observar o maior didmetro obtido para os lipossomas contendo o complexo B-
CD'/DNA. Isto indica a ocorréncia da encapsulagdo do mesmo no interior das
vesiculas. Os valores encontrados para o indice de polidispersédo indicam que a
formulacdo contendo o complexo B-CD'/DNA apresenta particulas com maior
homogeneidade em comparacdo aos lipossomas brancos, o que contribui para a
estabilidade e eficiéncia destes carreadores para utilizagdo como vetores de
transfeccdo (LIU; HUANG, 2002; KUO et al., 2005). Ainda, a obtencéo de valores
de potencial zeta similares para os lipossomas brancos e aqueles contendo o
complexo B-CD*/DNA sugere que este encontra-se encapsulado no interior das
vesiculas e ndo adsorvido a sua superficie. A adsorcdo do complexo B-CD*/DNA
a superficie dos lipossomas resultaria em valores de potencial zeta menos
negativos.
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3.3. Anélise morfologica dos lipossomas anidnicos p H-sensiveis e de seus

componentes

Os componentes dos lipossomas pH-sensiveis (DOPE e CHEMS) foram
analisados obtendo-se as imagens apresentadas na Figura 12. Na Figura 12a,
pode-se perceber que as moléculas do CHEMS apresentam topografia
relativamente plana, formando uma camada homogénea sobre a superficie da
mica, a qual apresenta uma espessura igual a 0,5 nm. A figura 12b mostra que as
moléculas de DOPE apresentam-se agrupadas e com superficie topografica um
pouco mais pronunciada e de espessura igual a 1,5 nm. A mistura de DOPE e
CHEMS levou ao aparecimento de bicamadas na superficie da mica, a qual
apresenta uma altura regular de aproximadamente 5,3 nm (Figura 12c). Esta
organizacdo supramolecular € possivelmente resultante das repulsdes
eletrostéticas existentes entre os grupamentos carboxiicos e fosfato presentes no

CHEMS e DOPE, respectivamente (DE OLIVEIRA et al., 1998).
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(A B) <

Figura 12 — Imagens topograficas de microscopia de forca atbmica do CHEMS (a), DOPE (b) e
da mistura fisica DOPE/CHEMS (c) sobre uma superficie de mica. DOPE e CHEMS foram
misturados na mesma razdo molar empregada no preparo dos lipossomas pH-sensiveis

(concentracéo lipidica total igual a 20mM; razao molar 6:4, respectivamente).

Posteriormente, foram analisadas amostras contendo o plasmideo pGEM-T, a -
CD" e o complexo formado entre estas duas estruturas (Figura 13). Pode-se observar
gue o DNA plasmidial apresenta-se na forma circular com superficie topogréafica
acentuada e diametro médio de 500 nm (Fig. 13a). As moléculas de B-CD" organizam-
se na forma de agregados sobre a superficie da mica (Figura 13b). Examinando-se as
imagens obtidas a partir do complexo formado entre a B-CD"* e o plasmideo pGEM-T,
na razao de carga igual a +/8-, percebe-se que ndo ha a total complexacao destas
substancias, ja que é possivel visualizar a estrutura do DNA plasmidial sob sua forma
livre (Figura 13c). Porém, o complexo formado na razdo de carga igual a +/-, apresenta
morfologia diferente daquelas apresentadas para o DNA plasmidial (estrutura circular) e

para a B-CD" (Figura 13b). Estas estruturas mostram-se muito sensiveis a forca
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exercida pela sonda do equipamento e apresentam-se como pequenas esferas e
estruturas em forma de anel que se interconvertem em resposta as variacdes na forca
da referida sonda. Um aumento na for¢a da sonda ocasiona a formacdo de anéis a
partir das esferas e com a reducéo da mesma observa-se o retorno da formacgao das
esferas (Figura 13d). Portanto, atribuimos estas estruturas esferas/anéis como sendo
resultantes da formacdo do complexo B CD*/DNA. Evidéncia adicional da formacéo
deste complexo é o didmetro destas estruturas, o qual € 10 vezes menor do que aquele
observado para o DNA plasmidial sob sua forme livre. Esta reducao de tamanho deve-
se, possivelmente, a compactacdo ocasionada a partir das interagfes eletrostaticas
atrativas entre o DNA e a B CD", a qual é importante para a eficiéncia de transfec¢éo
(MAHATO et al., 1999). No estudo realizado por CRYAN e colaboradores (2004), o
plasmideo pCMVluc é complexado com a heptakispiridilamino—3-ciclodextrina e as
imagens obtidas por microscopia eletrénica do referido complexo sao similares. Este
complexo apresentou a forma de pequenos “anéis”, sendo denominados de “particulas

em forma de toroide”.
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Figura 13 —Imagens topogréaficas de microscopia de for¢a atdbmica do DNA plasmidial (A), da
B-CD" (B), do complexo B-CD*/DNA +8/- e do complexo B-CD*/DNA +/- sobre a superficie
da mica. As setas a e c indicam o DNA plasmidial sob sua forma livre; b e d representam

o complexo B-CD*/DNA e a formacéo de aglomerados, respectivamente.

Finalmente, a morfologia dos lipossomas aniénicos pH-sensiveis contendo
ou ndo o complexo B CD*/DNA foi analisada (Figura 14 a e b, respectivamente).
No caso dos lipossomas contendo o complexo B CD/DNA, as imagens revelam
uma maior homogeneidade do diametro das vesiculas quando comparados aos
lipossomas denominados brancos. Além disto, pode-se observar nas imagens dos

lipossomas sem o complexo B CD'/DNA, a presenca de estruturas “achatadas”

59



Trabalho Experimental

7z

com altura média de 5nm, o que é compativel com a espessura da bicamada
lipidica observada na Figura 12c. Isto sugere a fusdo das vesiculas lipidicas como
demonstrado por JAAS e colaboradores (2000). Nesse estudo, lipossomas
compostos por dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), dipalmitoilfosfatidiletanolamina
(DPPE), dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG) e colesterol, na razdao molar de
40:25:20:5, respectivamente, tiveram sua morfologia analisada por microscopia de
forca atdbmica, utilizando o equipamento Nanoscope llla. Estes lipossomas apoés
serem depositados sobre a mica apresentaram uma morfologia tipo esferas que
com o passar do tempo se transformaram em estruturas achatadas, e por fim, em
bicamadas e/ou monocamadas lipidicas. Isto ndo foi observado no caso dos
lipossomas pH-sensiveis contendo o complexo B CD*/DNA, o que sugere que a

presenca deste contribui para a estabilidade das vesiculas.

(A)

Figura 14 - Imagens topograficas de microscopia de forca atbmica dos lipossomas
anidnicos pH-sensiveis sem (A) e com o complexo B CD*/DNA (B). As setas em A indicam

a presencga de estruturas achatadas, caracterizando a formagé@o de bicamadas lipidicas.
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. AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DE LIPOSSOMAS
ANIONICOS pH-SENSIVEIS CONTENDO O COMPLEXO B-CD/DNA

1. INTRODUCAO

Desde sua introdugdo por MOSMANN em 1983, a avaliacdo toxicoldgica in
vitro utilizando o brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5—difeniltetrazdlio,
conhecido como sal de tetrazolio (MTT), demonstrou ser uma maneira rapida para
a deteccdo da citotoxicidade ou da viabilidade celular a partir da exposicdo a
substancias toxicas (FOTAKIS; TIMBRELL, 2006). O MTT tem sido um dos
métodos mais empregados para avaliar a citotoxicidade de carreadores de genes
para liberacéo intracelular (LESAGE et al., 2002; CRYAN et al., 2004; MANSOURI
et al., 2006; PENG et al., 2006; NIMESH et al., 2006). O MTT é um sal amarelado,
solivel em &gua, o qual é convertido pela enzima succinil-desidrogenase
mitocondrial a um composto insolivel de coloragdo roxa, denominado de
formazan. Este produto € dosado com o emprego de espectrofotometria na regidao
do visivel (BELLAMY, 1992). E importante ressaltar que apenas células viaveis
sdo passiveis de realizar esta conversdo enzimatica (FOTAKIS; TIMBRELL,
2006).

Portanto, nossa proposta nesta parte do trabalho foi a avaliacdo da
citotoxicidade da formulacdo de lipossomas aniénicos pH-sensiveis contendo o
complexo B-CD*/DNA, em diferentes concentragdes, comparando-a ao produto

comercial composto pelo lipideo catibnico DOTMA (cloreto de N-[1-(2,3-
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dioleiloxi)propil]-n,n,n-trimetilaménio e pelo fosfolipideo DOPE (Lipofectin®),

empregando-se o ensaio com o0 MTT.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. MATERIAL

2.1.1. Meio de cultura, antibioticos e reagentes

O meio de cultura DEMEM Dulbecco’s modificado suplementado com o
fator de crescimento F12 (DMEM-F12), a solucéo dos antibiéticos penicilina (5000
unidades/mL), estreptomicina (5000ug/mL) e o soro fetal bovino (SFB) foram
obtidos da GIBCO TM — Invitrogen Corporation (Auckland, Nova Zelandia) . O sal
de tetrazdlio (MTT) e o azul de trypan foram adquiridos da Sigma Chemical
Company (St Louis, MO, EUA). A tripsina 0,25% (v/v) em EDTA foi obtida da
CULTILAB (Campinas, SP, Brasil). O dimetilsulféxido foi comprado da Synth
(Diadema, SP, Brasil). O fosfato dibasico de sodio, fosfato monobéasico de
potassio, cloreto de sodio, acido cloridrico e o hidroxido de sodio foram obtidos da
Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). O Lipofectin” foi adquirido da

INVITROGEN (Carlsbad, Califérnia,EUA).
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2.1.2. Linhagem celular

A linhagem celular CHO (células ovarianas de hamster chinés, do
inglés,.“Chinese Hamster Ovary” foram gentilmente cedidas pelo professor
Robson Augusto Souza dos Santos, do Departamento de Fisiologia e Biofisica do

Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG.

2.2. METODOS

2.2.1. Preparo do meio de cultura

O meio DMEM-F12 foi dissolvido em agua purificada e acrescido de
bicarbonato de sddio (3,7g/L) e dos antibiéticos penicilina (5000 unidades/mL),
estreptomicina (5000 pg/mL). O pH do meio foi ajustado para 7,4, utilizando-se
solucdes de HCl ou NaOH 0,1 M. Posteriormente, o meio de cultura foi filtrado em
membrana de nitrato de celulose de 0,22um (Micro Filtration System-MFS, Dublin,
CA, EUA). Finalmente, adicionou-se 10% de SFB estéril ao meio filtrado e este foi

armazenado em frascos estéreis a temperatura de 4°C.

2.2.2. Preparo das solucOes e dispersoes

2.2.2.1. Preparo do tampao PBS pH 7,4

O tampéao foi preparado dissolvendo-se fosfato de sédio dibasico (1,159),

fosfato monobasico de potassio (0,2g), cloreto de sédio (8,0g) e cloreto de
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potassio (0,2g) em 100mL de agua purificada. O pH da solugéo foi ajustado para
7,4 utilizando-se solu¢gbes de HCl ou NaOH 0,1 M. Em seguida, a solugéo foi

filtrada em membrana de nitrato de celulose de 0,22um e armazenada em frascos

estéreis a temperatura de 4°C.

2.2.2.2. Diluicdo dos lipossomas anidnicos pH-sensi veis contendo o

complexo B-CD*/DNA

Os lipossomas anidnicos pH-sensiveis contendo o complexo B-CD*/DNA
foram diluidos em meio DMEM-F12 suplementado com 10% de SFB de forma que
a concentracao total de lipides foi igual a: 1 x 102, 2 x 10°, 2 x 10, 2 x 10, 2 x
10°, 2 x 107, 2 x 10® e 2 x 10° mmol/mL. A concentracdo do DNA plasmidial
correspondente foi igual a: 6; 1,2; 1,2 x10% 1,2 x10% 1,2 x 10 1,2 x 10 1,2 x

10° e 1,2 x 10°° pg/mL, respectivamente.

2.2.2.3. Diluicdo do produto comercial Lipofectin ~ ©

A diluicdo do Lipofectin® foi realizada levando-se em consideracédo as
instru¢cdes contidas no catalogo do produto. Em sintese, 109,2uL da solucdo
estoque estéril de DNA a 0,1098ug/uL foram diluidos em 190,8uL de agua
destilada estéril. Posteriormente, esta solucdo diluida foi misturada a 240uL do
Lipofectin®. Esta mistura foi entdo incubada & temperatura ambiente por 15
minutos. A fim de que as quantidades de DNA fossem equivalentes para ambas as
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formulacdes de lipossomas, foram realizadas diluicbes do complexo resultante da
interacdo entre os lipossomas catidnicos e o DNA plasmidial. Desta forma, através
das referidas diluicdes foram obtidas as seguintes concentracées do plasmideo
PGEM-T: 6;1,2;1,2x10%; 1,2 x10% 1,2 x 10% 1,2 x 10% 1,2 x10°e 1,2 x10°
pg/mL. Portanto, a concentracdo total de lipides no produto em questdo apos as
sucessivas diluicdes foi de: 1,71 x 10™%; 0,34 x 10™; 0,34 x 10% 0,34 x 10°3; 0,34 x

10%: 0,34 x 10°: 0,34 x 10% e 0,34 x 107 mmol/mL.

2.2.3. Cultivo das células

As células foram cultivadas em meio DMEM-F12/10% FBS na presenca dos
antibioticos penicilina e estreptomicina, conforme descrito anteriormente. Foram
utilizados frascos de 25 mL (Nunclon ™, Nalge NUNC International, Dinamarca) e
as ceélulas foram mantidas a temperatura de 37°C em estufa (Forma Scientific
Marietta, Ohio, EUA) com atmosfera Umida contendo 5,0 % (v/v) de di6xido de
carbono. No momento em que as células atingiram 100% de confluéncia, foi
realizado o subcultivo para a ampliagdo da cultura: as células foram lavadas com
tampédo PBS pH 7,4 e desprendidas da superficie do frasco de cultivo com 0,5mL
da solucdo de tripsina 0,25% (v/v) em EDTA. Em seguida, foram adicionados
4,5mL do meio de cultura suplementado com 10% de SFB para a inativacao da
tripsina e a suspensao celular foi transferida para um frasco de 75mL (Nunclon ™,
Nalge NUNC International, Dinamarca). Para a manutencdo das células viaveis

em estoque, aliquotas de 1mL das culturas na fase de 100% de confluéncia,
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contendo cerca de 10° células, acrescido de DMSO 10% (v/v) e 20% de SFB
foram transferidas para tubos criogénicos de 1,8mL (Nunclon ™, Nalge NUNC
International, Dinamarca) e, posteriormente, congeladas e armazenadas em

nitrogénio liquido.

2.2.4. Medida da viabilidade celular com o emprego  do azul de Trypan

Para a realizacdo dos experimentos de citotoxicidade, bem como para a
manutengdo das células viadveis em estoque, foi estimado o nimero de células
viaveis com o uso do corante azul de Trypan. O fundamento deste método baseia-
se na observacao de que células viaveis sdo impermedaveis ao referido corante, ao
passo que as células ndo viaveis apresentam permeabilidade ao mesmo, exibindo
coloracdo azul apds tratamento (KONOPKA et al., 1996).

A cultura de células em fase logaritmica de proliferacdo foi tripsinizada e
transferida para tubo Falcon estéril de 15mL. Posteriormente, uma aliquota de
100puL da suspensdo de células foi diluida em 100uL do corante e, apés
homogeneizacédo, a solucdo obtida foi adicionada a um hematocitometro (Boeco,
Hamburgo, Alemanha). A contagem de células viaveis foi realizada em
microscopio invertido (Zeiss, Minessota, EUA), levando-se em consideracdo a

média do numero de células encontradas nos 4 quadrantes do hematocitdmetro.
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Para o calculo do numero de células/mL foi utilizada a seguinte equacéao:

NCNC x FD x 104
4

NCV =

Onde:

NCV = numero de ceélulas viaveis;
NCNC = numero de células ndo coradas pelo azul de Trypan contadas em
quatro quadrantes;

FD = fator de diluicéo

2.2.5. Avaliacao da citotoxicidade

As culturas em fase logaritmica de proliferacdo foram tripsinizadas e
semeadas em placas de 96 cavidades (Nalge Nunc International, Dinamarca),
suspensas em 200uL do meio de cultura apropriado enriquecido com 10% de SFB
e incubadas a 37°C em estufa com atmosfera Umida contendo 5,0 % (v/v) de
diéxido de carbono. O nimero de células/cavidade foi de 2,5 x 10° sendo a
contagem realizada como descrito no item 2.2.4. Apos 24 horas de cultivo, as
células foram submetidas aos tratamentos especificos com lipossomas aniénicos
pH-sensiveis contendo o complexo B-CD'/DNA e Lipofectin®. Foi realizada a
substituicdo do meio de cultivo contendo 10% de SFB por 200uL de cada uma das
diluicdes. O controle foi realizado adicionando-se igual volume do referido meio de
cultura e as células foram novamente incubadas overnight a 37°C em estufa com

atmosfera iumida contendo 5,0 % (v/v) de diéxido de carbono. ApGs o periodo de
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incubacéo, adicionou-se 200uL de meio de cultura contendo 10 % de SFB e 50uL
da solucéo do sal de tetrazélio a 5mg/mL em cada cavidade da placa de cultivo.
ApoOs 4 horas, este meio foi removido e os cristais de MTT foram solubilizados em
200uL de DMSO. A leitura otica foi realizada no comprimento de onda de 570nm
(Espectrofotbmetro Shimadzu UV Mini 1240, Columbia, Maryland, EUA). O calculo
da porcentagem de viabilidade celular para as células tratadas com os lipossomas
em estudo foi realizado, a partir das médias das respectivas absorbancias,
considerando-se o valor médio da absorbancia do grupo controle como 100% de

viabilidade.

2.2.6. Analise estatistica

A comparacédo entre as médias dos valores da % de viabilidade celular foi

realizada empregando-se o Teste t de Student. As diferengas foram consideradas

estatisticamente significativas ao nivel de p < 0,05.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de viabilidade das células CHO apds tratamento com o0s
lipossomas anibnicos pH-sensiveis contendo o complexo B-CD*/DNA e com o
Lipofectin® encontram-se na Tabela 3. Ambas as formulacBes apresentaram
efeitos citotoxicos apenas para aquelas diluicdes onde a concentracdo de DNA foi
igual a 6ug/mL, pois os valores de densidade Otica foram estatisticamente
diferentes (p< 0,05) daqueles obtidos para o0 grupo controle. No caso dos
lipossomas catidnicos, a toxicidade encontrada tem sido atribuida a alteracdo da
permeabilidade da membrana celular resultante da interacdo eletrostética entre

estes (ZHANG et al., 2005).
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Tabela 3 — Atividade citotoxica dos lipossomas aniénicos pH-sensiveis contendo o
complexo B-CD'/DNA (LpS-B-CD'/DNA) em
empregando-se células CHO.

comparacdo ao Lipofectin®

Concentracdo Concentragao
Tratamento total de lipides de DNA Densidade Viabilidade
otica (DO) Celular (%)
(mmol/mL) (ng/mL)

Grupo controle® - - 0,860 + 0,014 100
1x107 6 0,500 + 0,020 58,2

2 x10° 1,2 0,762 +0,083 88,8

2 x 10" 1,2 x 10" 0,800 + 0,073 93,1

. 2x10° 1,2x10% 0,829 £0,059 96,5
-pS-B-CD/DNA 2 x 10° 12x10° 0,864 +0,074 100,6
2 x107 1,2 x 10* 0,858 +0,044 99,9

2 x10° 1,2 x 107 0,834 + 0,059 97,0

2 x107° 1,2 x 10° 0,829 + 0,050 96,5

Grupo Controle” - - 0,793 + 0,038 100
1,71 x 101 6 0,448 + 0,058 56,5

0,34 x 10" 1,2 0,659 + 0,046 83,1

0,34 x 1072 1,2 x 10! 0,764 +0,041 96,3
! e 0,34 x 10°® 1,2 x 107 0,807 0,020 101,7
pofectn 0,34 x 10* 1,2 x 107 0,805 + 0,030 101,5
0,34 x 10° 1,2 x 10" 0,780 + 0,014 98,4

0,34 x 10° 1,2 x 10°® 0,770 + 0,026 97,2
0,34 x 107 1,2 x 10° 0,797 + 0,039 100,5

4Grupo controle utilizado no experimento referente ao tratamento das células com os
lipossomas ani6nicos pH-sensiveis contendo o complexo B-CD*/DNA.
® Grupo controle utilizado no experimento referente ao tratamento das células com o

Lipofectin®.
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Além disto, a toxicidade de alguns lipides disponiveis comercialmente
(incluindo o DOTMA, presente no Lipofectin®) parece estar relacionada ao fato
destes lipides ndo serem degradados no interior das celulas (PAUKKU et al.,
1997). No caso dos lipossomas anibnicos pH-sensiveis, a maior toxicidade
observada no primeiro ponto da diluicdo pode ser atribuida aos efeitos provocados
pela presenca do fosfolipide DOPE. Em estudo conduzido por FILION &
PHILLIPIS (1997) foi observado que a presenca de DOPE pode levar a um
aumento da toxicidade associada a diferentes formulacbes de lipossomas
catibnicos. Utilizando células fagociticas (macréfagos e a linhagem celular
monocitica U937) e nédo-fagociticas (Linfocitos T), foi avaliada a toxicidade de
formulagcbes de lipossomas compostas por dioleoiltrimetilaménio propano
(DOTAP): DOPE, dimiristoiltrimetilamonio propano (DMTAP):DOPE,
dipalmitoiltrimetilaménio  propano (DPTAP):DOPE, diestearoiltrimetilamdnio
propano (DSTAP):DOPE e brometo de dimetiloctadecilaménio (DDAB):DOPE, na
razdo molar igual a 1:1. A ordem de toxicidade observada para as células
fagociticas foi: DOPE:DDAB > DOPE/DOTAP > DOPE:DMTAP > DOPE:DPTAP >
DOPE:DSTAP. Sendo que para a linhagem ndo-fagocitica, efeitos tdéxicos néo

foram detectados.

No nosso estudo, ndo foi observada diferenca significativa entre os grupos
controle e as demais concentragcbes de DNA para cada uma das formulacdes.
Uma observacdo importante é o fato de que para ambas as formulagbes, na
concentracdo de DNA igual a 1,2 ug/mL, ndo ha o aparecimento de efeitos

citotoxicos. Este dado sugere que os lipossomas desenvolvidos neste estudo
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podem ser utilizados com seguranca como possiveis carreadores de genes, uma
vez que esta € a concentracdo de DNA usual empregada em avaliagbes de

transfeccao.
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DISCUSSAO GERAL

ASPECTOS FARMACOTECNICOS DO DESENVOLVIMENTO DOS
LIPOSSOMAS ANIONICOS pH-SENSIVEIS CONTENDO O COMPLE XO B-

CD'/DNA

A utilizagdo de &cidos nucleicos em terapia génica é limitada devido a sua
baixa penetragcdo no interior celular e instabilidade nos fluidos biolégicos (WU &
WU, 1991; KAWAHATA et al., 1995 MAHATO et al., 1997a). Por isto, a utilizacao
de carreadores € de extrema importancia para o sucesso desta terapia. A
utilizacdo de lipossomas catibnicos tem se mostrado satisfatoria para a liberagao
intracelular de genes, porém estes podem apresentar o inconveniente de serem
citotoxicos (PAUKKU et al., 1997). Assim, a encapsulacdo do material genético em
lipossomas anidnicos pH-sensiveis pode ser interessante como alternativa a
toxicidade relatada.

Para a obtencdo deste novo vetor sintético, tornou-se necessario a
complexacdo prévia do DNA plasmidial com 6-monodeoxi-6-monoamino-f3-
ciclodextrina. Desta forma, ha uma neutralizacdo da carga superficial do material
genético, além de sua compactacdo, 0 que contribui para uma eficiente
encapsulacdo no interior dos lipossomas anibnicos pH-sensiveis. Portanto,
inicialmente foi investigada a melhor relacdo de cargas entre estes dois
componentes, a fim de que se obtivesse a menor quantidade possivel de DNA

livre. Com o emprego de eletroforese em gel de agarose, foi observado que a
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partir da razdo de carga +/- houve uma maior eficiéncia de compactacdo do DNA
plasmidial. Evidéncia adicional da ocorréncia da formacdo do complexo B-
CD'/DNA foi a reducdo do didmetro do plasmideo pGEM-T por microscopia de
forca atdbmica. As imagens obtidas para o plasmideo pGEM-T mostraram que este
apresenta-se como uma estrutura circular de diametro médio de 500nm. J&a as
moléculas de B-CD® apresentam-se sob a forma de aglomerados sobre a
superficie da mica. As imagens obtidas para o complexo B-CD*/DNA, na razdo de
cargas igual a +/-, revelaram o surgimento de uma nova estrutura com forma
esférica e diametro médio 10 vezes menor do que aquele apresentado pelo DNA
plasmidial. Estas esferas interconverteram-se em estruturas em formas de anéis,
na medida em que se aumentava a forga exercida pela sonda do equipamento. No
caso do complexo com razdo de cargas igual a +/-8, observou-se uma
complexacdo incompleta entre o DNA e a B-CD", uma vez que foi como detectada
a presenca de plasmideo sob sua forma livre por microscopia de for¢ca atdmica.
Esta observagédo confirmou o resultado encontrado previamente com o emprego
de eletroforese em gel de agarose.

ApoOs a obtencdo do complexo B-CD*/DNA na raz&o de cargas ideal, este
complexo foi encapsulado em lipossomas anidnicos pH-sensiveis, constiutidos de
DOPE:CHEMS (razdo molar de 6:4) pelo método de evaporacdo em fase reversa.
Apos a formacdo dos lipossomas, foi avaliada a taxa de encapsulacdo do
complexo B-CD’/DNA no interior destas vesiculas. Para tanto, foram preparados
lipossomas nos quais a concentracdo de DNA adicionada foi igual a 25 ou

50pg/mL. Foram encontrados os valores de taxa de encapsulacdo iguais a
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454 +25 e 26,7+1,2 para as concentracdes de 25 e 50 pug/mL de DNA,
respectivamente. Assim, 0s Vvalores reais da quantidade do plasmideo
encapsulado nos lipossomas anidnicos pH-sensiveis foram iguais a 10,7 +0,9 e
14,4 + 1,3 ng/mL, respectivamente. Considerando-se que estas concentracdes de
DNA sdo equivalentes, pode-se supor que exista um limite maximo para a
internalizacdo do complexo B-CD'/DNA na cavidade aquosa das vesiculas
lipidicas. Desta forma, para a continuidade do estudo, optou-se por utilizar na
preparacdo dos lipossomas a concentracdo de DNA igual a 25 pug/mL, o que
permite reduzir o custo da preparacao.

Posteriormente, os lipossomas anibnicos pH-sensiveis foram avaliados
guanto ao didmetro e potencial zeta. Os lipossomas contendo ou ndo o complexo
B-CD'/DNA apresentaram um didmetro médio igual a 186 e 160 nm,
respectivamente. Este aumento de tamanho observado para os lipossomas
contendo o complexo B-CD*/DNA indica a ocorréncia da incorporacdo deste nas
vesiculas lipidicas. Comparando-se os indices de polidispersdo obtidos para cada
uma das formulacbes de lipossomas descritas acima, percebe-se uma maior
homogeneidade de diametro das particulas para a formulagdo de lipossomas
contendo o complexo B-CD*/DNA (i.p. = 0,20 + 0,14 versus 0,11 + 0,02, para 0s
lipossomas brancos e para os lipossomas contendo o complexo B-CD*/DNA,
respectivamente). Este fato pode ser explicado por uma possivel estabilizacdo
adicional conferida aos lipossomas pelo complexo B-CD*/DNA, o que pode levar a
uma maior rigidez da membrana destas vesiculas. Outra evidéncia desta maior

homogeneidade e estabilidade dos lipossomas contendo o complexo B-CD*/DNA
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pode ser observada por meio das imagens de microscopia de for¢ca atdmica. Os
lipossomas contendo o complexo B-CD*/DNA mostraram vesiculas mais
homogéneas e estaveis quando da sua deposi¢cdo sobre a mica, sendo a altura
destas vesiculas de aproximadamente 23 nm (dado ndo mostrado). Em contraste,
os lipossomas brancos tém uma distribuicdo mais heterogénea, além de
apresentarem, em alguns campos, estruturas achatadas dispostas sobre a mica
em detrimento a morfologia esférica tipica dos lipossomas. Estas estruturas
achatadas possuem altura de aproximadamente 5 nm, valor compativel com o
determinado para as bicamadas resultantes da mistura fisica entre os
componentes formadores dos lipossomas anidnicos pH-sensiveis (DOPE e
CHEMS). Este dado sugere que os lipossomas brancos sdo menos estaveis, com
tendéncia a se depositarem sob a forma de bicamadas sobre a mica. Por outro
lado, os lipossomas brancos apresentam altura igual a aproximadamente 19 nm.
Na determinacdo do potencial zeta das vesiculas lipidicas, foram
encontrados valores iguais a -55 e —56 mV para os lipossomas brancos e para
aqueles contendo o complexo B-CD'/DNA, respectivamente. Estes valores
permitem supor que o complexo B-CD*/DNA encontra-se encapsulado no interior
das vesiculas lipidicas e n&do adsorvidos a sua superficie. Caso ocorresse a
referida adsorcdo, os valores de potencial zeta para os lipossomas contendo o
complexo B-CD*/DNA seriam menos negativos. Além disto, outra evidéncia que
sugere a encapsulacdo do complexo B-CD*/DNA nos lipossomas € a auséncia das
estruturas esferas/anéis, atribuidas ao complexo B-CD*/DNA, nas imagens dos
lipossomas contendo o complexo B-CD*/DNA obtidas por microscopia de forca

atbmica.
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AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE IN VITRO DOS LIPOSSOMAS ANIONICOS

pH-SENSIVEIS CONTENDO O COMPLEXO B-CD*/DNA

A citotoxicidade dos lipossomas anidnicos pH-sensiveis contendo o
complexo B-CD*/DNA foi realizada in vitro com o emprego das células CHO e
comparativamente a um tipo de lipossoma catidnico comercializado, Lipofectin®.
As células CHO foram escolhidas devido a facilidade de serem transfectadas, e
conseqguentemente, bastante empregadas em protocolos de transfeccéo (PATIL et
al., 2005b; PRASAD et al., 2005). Avaliando-se os valores de densidade otica
obtidos para as duas formulacbes e comparando-os a densidade otica do grupo
controle, pbde-se perceber que em apenas uma das diluicdes houve o
aparecimento de efeitos citotoxicos (p< 0,05). A concentracdo de DNA
correspondente a esta diluicdo foi igual a 6ug/mL para ambas formulacbes. A
citotoxicidade pode ser resultante da alta concentracao de lipides para ambas as
formulagdes em estudo. Em se tratando dos lipossomas catidnicos, o relato do
aumento da toxicidade a medida que a razdo de cargas lipide/DNA é
incrementada encontra-se amplamente documentado (PATEL et al.,, 2001). O
possivel mecanismo para explicar esta citotoxicitade parte do principio de que
lipossomas catidnicos alteram a permeabilidade da membrana celular por meio de
interacdes eletrostaticas entre ambos (LIANG; HUGHES, 1998; CLARCK; HERSH,
1999). Além disto, a observacdo de que o DOTMA presente na formulacdo do
Lipofectin® pode n&do ser biodegradado no interior das células apresenta relacéo

com este efeito toxico (PAUKKU et al., 1997). No caso dos lipossomas aniénicos
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pH-sensiveis, a citotoxicidade apresentada pode ser explicada pela elevada
concentracdo de lipides, uma vez que a B-CD* encontra-se possivelmente no
interior das vesiculas, e portanto, ndo disponivel para alterar a permeabilidade.
Por outro lado, comparando-se os valores da viabilidade celular para ambas
as formulacdes diluidas de 5 a 5.000.000 de vezes em rela¢do a primeira diluicéo,
percebe-se que ndo ha diferenca estatisticamente significativa entre estes valores
e agueles apresentados pelos grupos controle. Este dado é particularmente
importante devido ao fato de que em protocolos de tranfeccdo, a quantidade de
DNA sugerida é aquela correspondente a aproximadamente 1ug (PAUKKU et al.,
1997; KERNER et al., 2001), sendo esta a quantidade presente na concentracao
de lipossomas anidnicos pH-sensiveis igual a 2 x 10 mmol/mL a qual apresentou
88,8% de viabilidade celular. Desta forma, pode-se supor que os lipossomas
anidnicos pH-sensiveis contendo o complexo B-CD'/DNA podem apresentar
seguranca em relacdo a aplicagdo em protocolos de transfeccdo. No entanto,
apesar do Lipofectin® ndo apresentar efeitos citotoxicos nas preparacées mais
diluidas, existem relatos de que embora os lipossomas catidnicos possam nédo
apresentar resposta toxica in vitro dentro de poucos dias apos o tratamento, estes
podem desencadear efeitos citotoxicos apdés um periodo de tempo mais
prolongado. Portanto, talvez ndo tenha sido possivel observar efeito citotoxico
para a formulacdo de Lipofectin® em virtude do curto intervalo de tempo de
observacao. Desta forma, torna-se importante monitorar estes efeitos por periodos

de tempo maiores (KANOPKA et al., 1996).
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CONCLUSAO GERAL E PERSPECTIVAS

O objetivo desta dissertacdo de mestrado foi desenvolver lipossomas
anibnicos pH-sensiveis como carreadores de DNA. Para tanto, efetuou-se a
complexacdo prévia do DNA plasmidial com um derivado catidnico da [3-
ciclodextrina (6-monodeoxi-6-monoamino-p-ciclodextrina). Os lipossomas obtidos
foram avaliados quanto as suas caracteristicas fisico-quimicas e a sua
citotoxicidade.

Primeiramente, pode-se verificar que a melhor relacédo de cargas para a
formacdo do complexo B-CD*/DNA foi igual a +/-, ja que nesta raz&o de cargas ha
uma menor quantidade de DNA livre. Os lipossomas anidnicos pH-sensiveis
constituidos por DOPE:CHEMS (razdo molar de 6:4) apresentaram uma
satisfatoria taxa de encapsulacdo do DNA plasmidial e uma homogeneidade na
distribuicdo do tamanho das vesiculas. Além disto, a presenca do complexo B-
CD'/DNA no interior das vesiculas parece contribuir com a estabilidade das
mesmas. Em relacdo a citotoxicidade, os lipossomas anibnicos pH-sensiveis
contendo o complexo PB-CD*/DNA apresentaram um perfil equivalente ao
Lipofectin® frente as células CHO. Como perspectivas de continuidade do presente
trabalho, faz-se necessario verificar a citotoxicidade dos lipossomas anibnicos
contendo o complexo B-CD*/DNA frente & outras linhagens celulares assim como

verificar a sua eficiéncia de transfeccao.
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