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"0 coracao do homem propde o seu
caminho, mas o Senhor l|he dirige os
passos.”

Provérbios 16:9



Veja,
Nao diga que a cancdo esta perdida
Tenha em fé em Deus, tenha fé na vida

Tente outra vez!

Beba,
Pois a agua viva ainda esta na fonte!
Vocé tem dois pés para cruzar a ponte...

Nada acabou!

Tente,

Levante sua mao sedenta e recomece a andar!

N3o pense que a cabecga aglienta se vocé parar,

Ha uma voz que canta, uma voz que danga, uma voz que gira

Bailando no ar...

Queira,
Basta ser sincero e desejar profundo!
Vocé sera capaz de sacudir o mundo!

Tente outra vez...

Tente,
E ndo diga que a vitodria esta perdida!
Se é de batalhas que se vive a vida...

Tente outra vez!

(Raul Seixas, Paulo Coelho e Marcelo Motta)
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RESUMO

A terapia génica representa uma nova e promissora modalidade na
pratica meédica para o tratamento de doencas resultantes de alteracdes
moleculares do DNA, tais como os diversos tipos de cancer e doencas
degenerativas. No entanto, a utilizacdo de acidos nucleicos neste tipo de
terapia € limitada devido a sua baixa penetragcdo no interior celular e
instabilidade nos fluidos biolégicos. Por isto, a utilizacdo de carreadores é de
extrema importancia para o sucesso da mesma. O emprego de lipossomas
cationicos tem se mostrado satisfatorio para a liberacéo intracelular de genes,
porém estes podem apresentar o inconveniente de serem citotoxicos. Assim, a
encapsulacdo do material genético em lipossomas aniénicos pH-sensiveis
pode ser interessante como alternativa a toxicidade relatada. No presente
trabalho, efetuou-se a complexacao prévia do DNA plasmidial com um derivado
cationico da B-ciclodextrina (6-monodeoxi-6-monoamino-B-ciclodextrina). Desta
forma, ha uma neutralizacdo da carga superficial do material genético, além de
sua compactagéo, o que contribui para uma eficiente encapsulagcéo no interior
dos lipossomas anidnicos pH-sensiveis. Estes lipossomas foram avaliados
quanto as suas caracteristicas fisico-quimicas e a sua citotoxicidade
empregando-se células CHO. Com a formacg&o do complexo entre o DNA e a 3-
ciclodextrina catiénica (3-CD") na razdo de cargas igual a +/-, foi possivel obter
a menor quantidade de DNA livre. A quantidade de DNA encapsulada nos
lipossomas anidnicos pH-sensiveis foi de aproximadamente 10-14 ug/mL.
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O diametro médio e o potencial zeta destas vesiculas lipidicas foi igual a
186,0 £+ 7,5 nm e -56,0 =+ 3,7 mV, respectivamente. Além disso, estas
apresentaram uma maior homogeneidade na distribuicdo do tamanho quando
comparadas a formulacdbes sem o complexo B-CD'/DNA (indice de
polidispersao = 0,20 + 0,14 versus 0,11 £ 0,02, para os lipossomas “brancos” e
para os lipossomas contendo o complexo B-CD*/DNA, respectivamente). Esta
maior homogeneidade também foi observada através da analise morfologica
dos lipossomas anidnicos pH-sensiveis por Microscopia de Forca Atdmica
(AFM). Os lipossomas contendo o complexo B-CD*/DNA mostraram vesiculas
mais homogéneas e estaveis quando da sua deposicdo sobre a mica. 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. A
citotoxicidade dos lipossomas aniénicos 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®. Comparando-se os valores da viabilidade celular para ambas as
formulagbes diluidas de 5 a 5.000.000 de vezes, percebe-se que ndo ha
diferenca estatisticamente significativa entre estes valores e aqueles
apresentados pelos grupos controle. Desta forma, pode-se supor que oS
lipossomas anibnicos pH-sensiveis contendo o complexo B-CD*/DNA podem
apresentar seguranca em relacéo a aplicagdo em protocolos de transfeccao.

Vi






