K

UNIVERSIDADE DA BEIRA INTERIOR
Ciéncias

Terapia Génica Mitocondrial
Desenvolvimento de um vetor com afinidade pela
mitocondria

Carolina Vicente Santos Costa

Dissertacao para obtencao do Grau de Mestre em

Biotecnologia
(2° ciclo de estudos)

Orientador: Prof. Doutora Diana Costa
Co-orientador: Prof. Doutora Carla Cruz

Covilha, outubro de 2015



Terapia Génica Mitocondrial: Desenvolvimento de um vetor com afinidade pela mitocondria



Terapia Génica Mitocondrial: Desenvolvimento de um vetor com afinidade pela mitocondria

Agradecimentos

Gostaria de agradecer a minha orientadora, Professora Doutora Diana Costa e a co-
orientadora Professora Doutora Carla Cruz pela aprendizagem, ajuda, apoio e disponibilidade
que me deram durante a execucao e escrita da minha dissertacdo de mestrado e pelos
desafios propostos durante este ano que passou.

Queria também agradecer a Eng® Ana Paula por me acompanhar na aquisicao das
imagens do SEM e a Catia Batista pela aprendizagem e acompanhamento prestados nestes
Ultimos meses. Aos meus colegas de laboratodrio pela disponibilidade, amizade, bom ambiente
e convivio que se fizeram notar praticamente todo o ano.

Aos meus amigos de longa data que me providenciaram bons momentos, ao Artur pelo
carinho e dedicacao e por fim aos meus pais por todo o suporte e confianca prestados em
toda a minha vida.

Obrigada.

ifi



Terapia Génica Mitocondrial: Desenvolvimento de um vetor com afinidade pela mitocondria



Terapia Génica Mitocondrial: Desenvolvimento de um vetor com afinidade pela mitocondria

Resumo

Para além dos 23 pares de cromossomas que uma célula contem, o genoma humano
também é constituido pelo genoma mitocondrial. A principal funcdo da mitocondria é a
producao de niveis altos de energia (ATP) usada pelas células por via da respiracao aerobia.
Como consequéncia desta funcédo, a producao de espécies reativas de oxigénio pode danificar
o mtDNA, organelos celulares e a propria célula. Comparativamente com o nDNA, a taxa de
mutacdes no mtDNA é superior devido a falta de mecanismos de protecao e de reparacgao.
Como resultado, ocorrem danos em células e tecidos que despendem niveis mais elevados de
energia como € o caso do cérebro, coracdo e figado. Atualmente estdo associadas doencas
que resultam das mutacdes ocorridas no genoma mitocondrial, como é o caso de MELAS,
MERRF e SL.

Desta forma, € necessario a introducdo de novos genes mitocondriais com vista a
restabelecer as funcbes perdidas pelo organelo, como é o caso da terapia de genes
mitocondrial.

Esta dissertacao de mestrado tem como base o desenvolvimento de um transportador
incorporando o gene mitocondrial ND1 que consiga entregar eficazmente o DNA plasmidico
(pDNA) a mitocondria e que possa, futuramente, ser usado como uma alternativa para a
terapia génica mitocondrial. A introducdo de compostos fluorescentes as nanoparticulas

torna-se a principal novidade deste projeto.

Este projeto foi dividido em 2 etapas:
1. Sintese e caracterizacdo de compostos fluorescentes;
2. Sintese e caracterizacdo das nanoparticulas a base de carbonato de

calcio pelo método de co precipitacao.

As nanoparticulas a base de carbonato de calcio, incorporadas com os compostos
fluorescentes e o plasmideo, oferecem qualidades Unicas como biocompatibilidade, baixo
custo e facilidade de producao. Parametros como a morfologia, tamanho, potencial zeta,
capacidade de encapsulamento, degradabilidade e biocompatibilidade foram testados neste
trabalho.

Os resultados demonstraram que as nanoparticulas tém capacidade e caracteristicas
ideais para futuros ensaios in vitro e expressao da proteina correspondente ao gene ND1.

Em suma, através do conhecimento ja adquirido de outros protocolos de terapia
génica mitocondrial e a realizacdo deste vetor nao viral com afinidade pela mitocondria traz

avancos importantes no tratamento a diversas patologias associadas a mitocondria
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Abstract

Beyond of 23 pairs of chromosomes that cell contains, the human genome is also
comprises by mitochondrial genome. The main function of mitochondrion is the production of
high levels of energy (ATP) used by cells via aerobic respiration. As consequence of this
function, the production of reactive oxygen species can cause damage in mtDNA, in cell
organelles and in cell itself.

Comparing to nDNA, the rate of mutation in mtDNA is higher due to the lack of
protection and repair mechanisms. As result, damage can occur in cells and tissues that
expend higher energy levels like brain, heart and liver. Nowadays, are associated diseases as
effect of mutations occured in mitochondrial genome as MELAS, MERRF and LS.

So, is necessary an introduction of new mitochondrial gene in order to restore the lost

functions by the organelle, as is the case of mitochondrial gene therapy.

The main objectives of this master dissertation are the development of a carrier
incorporating a mitochondrial ND1 gene that can deliver effectively pDNA into mitochondrion
and, from now on, can be used as an alternative for mitochondrial gene therapy. The

introduction of fluorescents compounds into nanoparticle, became novelity of this project.

This project is divided in 2 parts:
1. Synthesis and characterization of fluorescent compounds;
2. Synthesis and characterization of calcium carbonate based nanoparticles by co-

precipitation method.

Calcium carbonate based nanoparticles, incorporated with fluorescents compounds
and pDNa, provides qualities like biocompatibility, low cost and easier production.

Parameters such as morphology, size, zeta potential, encapsulation ability,
degradability and biocompatibility were tested.

The results demonstrate that nanoparticles have capacity and promising
characteristics for further tests in vitro and protein expression of ND1 gene.

Briefly, the knowledge already acquired concerning others protocols of mitochondrial
gene therapy and the achievement of this non-viral vector with affinity for the mitochondria

can provides new insights in the treatment of various diseases associated with mitochondria.
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As mitocondrias sao organelos intracelulares existindo em nimero variavel em células
eucarioticas e dependentes de metabolismo aerébio.

A maior funcdo da mitocondria nas células é a producao de ATP através da
fosforilacdo oxidativa. Além disso, a mitocondria participa em muitos outros mecanismo a
importantes no funcionamento de uma célula, como, por exemplo, regulacao da apoptose,
modulacao da concentracao intracelular do calcio, geracdo e regulacdao de espécies reativas
de oxigénio (Cwerman-Thibault et al. 2014). Este organelo é constituido no minimo por 1500
proteinas, nas quais os seus genes sao codificados tanto pelo DNA nuclear (nDNA) como pelo
DNA mitocondrial (mtDNA). O funcionamento perfeito da mitocondria ira depender da
interacao apropriada dos dois genomas (Cwerman-Thibault et al. 2011).

Todavia, a cadeia respiratoria mitocondrial é a maior fonte de radicais livres que
contribuem para um elevado nimero de doencas humanas. Existem mais de 200 patologias
associadas a diferentes distlrbios neuromusculares, encefalomiopatias, cardiomiopatia, que
compreendem mutacoes em genes de tRNA mitocondriais e mutacées em genes que codificam
as subunidades da cadeia respiratoria (DiMauro & Hirano 2005). Na atualidade, 15-20% dos
pacientes demonstram doencas referentes a mutacdes mitocondriais, sendo o restante
causado por mutacdes em genes nucleares (Cwerman-Thibault et al. 2011).

A aplicacao de novas estratégias que permitem repor genes em falta ou manipular os
genes defeituosos trara um efeito benéfico em termos do restabelecimento da funcao normal
de uma proteina, o que podera constituir um tratamento efetivo para as doencas alvo. Neste
caso, a incorporacdao de um vetor terapéutico tendo como alvo o mtDNA ira permitir o
restabelecimento de genes mutados do metabolismo energético da célula.

0 uso de vetores virais para aplicacoes terapéuticas € frequente devido a sua alta
capacidade de transfecao, todavia estao associados a grandes riscos de seguranca (Thomas et
al. 2003). Presentemente, a utilizacdo de vetores nado-virais tem aumentado dia apos dia
devido as suas propriedades intrinsecas de nao apresentar resposta imunitaria, de terem uma
facilidade de producdo em grande escala; ainda assim apresentam baixa eficiéncia de
transfecao, o que se torna uma limitacao do uso deste tipo de vetores (Limberis 2012).

No campo da nano medicina tém-se desenvolvido esforcos para a criacdo e
desenvolvimento de novos sistemas para a entrega celular da carga terapéutica (Vercauteren
et al. 2012). A aplicagdo de polimeros a estes sistemas permite melhorar a estabilidade do
proprio dispositivo de entrega, oferecer protecdao das enzimas digestivas e ter uma maior
capacidade de carga do vetor.

A introducao de compostos fluorescentes nas nanoparticulas apresenta-se como uma
novidade nesta dissertacdo, com o objetivo de ndo so6 permitir a visualizacdao do sistema apos

o momento de transfecdo celular, como garantir o direcionamento para a mitocondria.
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As mitocondrias sao organelos celulares de dimensées 0,5- 1um (Collombet & Coutelle
1998) constituidas por uma membrana externa que apresenta uma permeabilidade a
moléculas menores ou iguais que 5000 Dalton (Yamada & Harashima 2008). Essas moléculas
podem entrar no espaco membranar, mas a maioria delas nao pode atravessar a membrana
interna (Lesnefsky et al. 2001). Apresentam também um espaco intramembranar cuja
composicao é semelhante a do citosol e uma membrana interna que se prolonga para o
interior da matriz mitocondrial, designadas de cristas mitocondriais que aumentam a
superficie de area, e consequente producao de ATP. A matriz mitocondrial alberga o mtDNA,
o complexo multi-enzimatico piruvato desidrogenase, enzimas do ciclo do acido citrico, a via
da oxidacao dos acidos gordos (Nelson & Cox 2008)

Algumas proteinas mitocondriais, como por exemplo enzimas pertencentes a cadeia
respiratoria, sao codificadas pelo genoma nuclear. Elas sao sintetizadas no citoplasma e
direcionadas para a mitocondria através de uma sequéncia de direcionamento mitocondrial
(Chinnery & Schon 2003).

1.1. Funcodes da Mitocondria

1.1.1. Fosforilacdo Oxidativa

A fosforilacdo oxidativa € um processo essencial na vida celular de organismos
aerdbios pois € desta forma que obtém a sua fonte principal de energia util. Trata-se de um
mecanismo onde ha transferéncia de eletrées ao longo da cadeia respiratoria e igualmente
formacao de grupos fosfatos de altos niveis de energia - ATP.

A cadeia de transporte de eletroes esta localizada na membrana interna da
mitocondria e é constituida por 4 grandes complexos de enzimas: Complexo | (NADH
desidrogenase), Complexo Il (Sucinato desidrogenase), Complexo lll (Citocromo c redutase) e
Complexo IV (citocromo oxidase) (Boekema & Braun 2007).

Por Ultimo, a formacao de ATP tem origem no Complexo V, também denominado por
ATP Sintetase (Boekema & Braun 2007).

As moléculas NADH e FADH conduzem os eletrdes para os Complexos | e Il, sendo a
aceitacao dos eletroes, no primeiro complexo, por reaces catabdlicas existentes na matriz
mitocondrial e no segundo complexo por eletrées provenientes do sucinato para a ubiquinona
que se conecta diretamente com o Ciclo de Krebs (Dudkina et al. 2008).

Os eletroes sao entdo transferidos para o proximo complexo enzimatico, o Complexo
Ill, e posteriormente para o citocromo c. Deste passam para o Complexo IV, representando
um complexo terminal da cadeia respiratoria, que catalisa a reducdo de O, para H,0. Por fim,
o Complexo V permite a passagem dos protdes de volta a matriz mitocondrial e usa a energia
libertada por esse gradiente eletroquimico para a formacao de ATP, através de ADP e Pi
(Schultz & Chan 2001).
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Todos os complexos sdo codificados pelo DNA mitocondrial e DNA nuclear a excecao

do Complexo Il que é somente codificado pelo DNA nuclear (Zeviani & Di Donato 2004).
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Figura 1- Esquema representativo da cadeia transportadora de eletroes. A azul estao representadas
as subunidades mitocondriais do Complexo I, a verde do Complexo Ill, a vermelho do Complexo IV e
a amarelo do Complexo V (adaptado de Zeviani & Di Donato 2004).

1.1.2. Espécies Reativas de Oxigénio

A cadeia respiratoria mitocondrial € a principal fonte de producdao de espécies
reativas de oxigénio (ERO). A sua producdo ndo controlada de ERRO leva a anomalias
celulares, tais como: oxidacdo de lipidos, danos em proteinas, genoma nuclear e genoma
mitocondrial (Murphy & Smith 2000).

Maioritariamente do oxigénio absorvido pelos organismos aerobios é reduzido em

agua, apenas de 2-4% do oxigénio é reduzido univalentemente, ou seja, apenas recebe um

eletrdo originando o radical anido superoxido (Dé_) (Lesnefsky et al. 2001). Além disso, o
oxigénio também esta envolvido na formacao de outras espécies reativas de oxigénio, como
peroxido de hidrogénio (H,0,) e o radical hidroxilo (OH:) (Leon et al. 2004).

Porém, normalmente, as espécies reativas de oxigénio geradas na mitocondria sao
neutralizados por sistemas naturais de defesa da propria célula, como é o caso das enzimas

catalase, a superoxido dismutase e a glutationa peroxidase (Takao et al. 1998).
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Figura 2- Espécies reativas de oxigénio e via dos danos oxidativos. MnSOD (superdxido dismutase
contem Manganés); GPx (glutationa peroxidase); CuZnSOD (superoxido dismutase contem Cobre-

Zinco) (adaptado de Yamada & Harashima 2008).

1.1.3. Regulac¢éo do Calcio na mitocéndria

A regulacdo do calcio (Ca?*) pela mitocondria é muito importante na regulagcao na
resposta de sinais intra e extracelulares (Satrustegui et al. 2007).

A entrada de Ca?* no interior da mitocéndria resulta num aumento das atividades das
enzimas do ciclo do acido citrico, aumentando assim a producdao de NADH e consequente
aumento de producdo de ATP (Griffiths et al. 1998). Quando ha uma sobrecarga de calcio na
matriz mitocondrial, este interage com a ciclofilina D, induzindo a abertura de um poro
originando um aumento de agua e posterior rutura da membrana mitocondrial (Martin 2012);
(Jeong & Seol 2008).

1.1.4. Regulacdo da Apoptose

A apoptose ou morte celular programada é um processo essencial na homeostasia
celular para a manutencdo de processos normais fisiologicos e eliminacdo de células
desnecessarias ou perigosas, dos quais se destacam doencas degenerativas e processos

cancerigenos (Indran et al. 2011). As mitocondrias, para além de serem conhecidas como
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principais produtoras de energia, também apresentam um papel central no controlo da
apoptose.

Existem duas principais vias que desencadeiam a apoptose: a via extrinseca ou via do
recetor de morte e a via intrinseca ou mitocondrial (Wang & Youle 2009).

A via intrinseca ou mitocondrial é ativada em resposta a um vasto leque de estimulos
apoptéticos, desde radicais livres, infecdes virais (Indran et al. 2011), danos do DNA, radiacao
ultravioleta (Suen et al. 2008). Estes estimulos resultam numa interrupcao da permeabilidade
da membrana mitocondrial interna e consequente perda do potencial de membrana (AWm)
levando a um estado irreversivel apoptotico (Kroemer et al. 1998) e libertacao de duas
proteinas pro-apoptoéticas para o citosol (Martinou & Youle 2011).

Uma dessas proteinas, citocromo c, induz um processo downstream de ativacdo de
uma familia de proteinas -caspases- e posterior morte celular. Uma vez libertado da
mitocondria atua em conjunto com outras proteinas a Apaf-1 e a caspase-9, ativando a
caspase-3 para posterior degradacao nuclear (Budihardjo et al. 1999).

Paralelamente, a proteina Smac associa-se a Proteinas Inibidoras de Apoptose
progredindo assim a morte celular programada (Indran et al. 2011; Adams & Cory 2001).

Ainda se destacam proteinas importantes no papel do controlo da mitocondria na apoptose,
com funcdes anti-apoptoticas. A presenca das proteinas da familia Bcl-2 (Bcl-2, Bcl-x) inibe a
libertacao do citocromo ¢ e da proteina Smac, evitando assim, a ativacao das caspases e a

consequente morte celular (Tsujimoto 1998; Adams & Cory 2001).
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Figura 3- Esquema geral da apoptose em mamiferos. (adaptado de Shi 2001).
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1.2. DNA Mitocondrial

O genoma mitocondrial replica-se independentemente do DNA gendémico e esta
presente em grandes quantidades de copias, aproximadamente entre 10.000-100.000 nas
células mamiferas (Chatterjee et al. 2006).

O DNA mitocondrial humano, presente na matriz mitocondrial, é pequeno, de cadeia
dupla circular fechada e com 16,6kpb (DiMauro 2001). As suas duas cadeias possuem
densidades distintas devido a sua diferente constituicao. A cadeia interior, cadeia leve (Light
strand), é rica em residuos de citocinas, enquanto a cadeia pesada (Heavy-strand) é rica em
residuos de guanina (Wallace 1992). Contém 37 genes, dos quais 22 genes que codificam o
tRNA, 13 genes que codificam subunidades do sistema de fosforilacao oxidativa e por fim 2
genes que codificam o rRNA (Pakendorf & Stoneking 2005).

O genoma mitocondrial nao possui introes, apenas existem duas regidoes nao
codificantes, D-Loop (com 1kb) onde esta localizada a origem de replicacdo da cadeia pesada
(Oy) e uma outra regiao a 2/3 do genoma (com 30pb), onde se localiza a origem de replicacao
da cadeia leve (0.) (Wong & Clayton 1985); (Wallace 1992).

A replicacao de uma nova cadeia do mtDNA inicia-se a partir da origem de replicacao
da cadeia pesada (Oy) e prossegue na direcao da origem de replicacao da cadeia leve (0),
onde neste ponto é sintetizada uma nova cadeia em sentido contrario até ambas as cadeias

estarem replicadas (Shadel & Clayton 1997).

128
rRNA
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Figura 4 - Visao geral do DNA mitocondrial humano. Os genes que codificam para as subunidades do
Complexo | (azul) sao ND1-NDé6 e NDL4. Genes para o Complexo Il (verde) sao cit b. Os genes para o
Complexo IV (vermelho) sao COI-COIll e os genes para o Complexo V (amarelo) séao 8 e 6. Os 22 tRNA
sao identificados com uma letra, os 2 rRNA codificados pelo mtDNA sao 12S e 16S. (adaptado de
Zeviani & Di Donato 2004).
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1.3. Mecanismos de Reparacdao do DNA Mitocondrial

Varias lesdoes que ocorrem tanto no DNA mitocondrial como no DNA nuclear, se nao
forem reparadas, podem originar disfuncdes nas células e tecidos, degeneracao neuroldgica,
envelhecimento e em casos, mais severos, cancro (Croteau & Bohr 1997).

A proximidade do DNA mitocondrial a cadeia transportadora de eletrdes, torna-se um
ponto vulneravel a lesdes, sendo responsavel pelo aumento de mutacées comparativamente
com o DNA nuclear (Croteau et al. 1999).

A mitocondria tem os seus proprios mecanismos de reparacao, que se assemelham aos
do DNA nuclear, mas apesar da manutencao do genoma mitocondrial ainda nao ser
compreendida, o interesse pelos seus mecanismos de reparacao tem aumentado cada vez
mais (Croteau et al. 1999) e (Larsen et al. 2005).

A Reparacdo de Excisdo de Bases (REB) é o mecanismo principal e mais bem
caracterizado de reparacdo de bases mitocondriais (Kazak et al. 2012). E um processo que
envolve varias etapas de remocdo e substituicdio de bases lesadas por alquilagao,
desaminacao e oxidacao (Robertson et al. 2009).

Na reparacao de bases sao utilizadas duas vias: a via curta, que apenas repara um
nucleotido e, em contraste, a via longa, que repara no minimo dois nucleotidos (Robertson et
al. 2009).

A primeira etapa inicia-se com o reconhecimento de uma base lesada pela DNA
glicosilase, que cliva a ligacdo N-glicosidica criando um local nao basico, ou seja, local
apurinico ou apirimidinico (AP site). O processo continua com a AP endonuclease que forma
uma cadeia simples de DNA (Chen et al. 2003).

A insercdo de nucledtidos corretos é feita pela DNA polimerase mitocondrial gama. E
a Unica polimerase conhecida presente na mitocondria humana e participa em todas as
funcdes metabolicas do DNA mitocondrial. Por fim, o Gltimo passo do mecanismo da

reparacao de bases por excisdo é selado pela DNA ligase Ill (Larsen et al. 2005).

1.4. Heranca Mitocondrial

A heranca mitocondrial nao segue a heranca mendeliana, apenas e exclusivamente as
mitocondrias sdo transmitidas pela mae, isto é devido a degradacao da mitocondria paternal
apos a fertilizacao do odcito (Heller et al. 2012).

Durante a divisdao celular, as mitocondrias sdo distribuidas pelas células filhas de
forma aleatdria, resultando em 2 tipos de populacdo. Uma populacao com o mtDNA wild-type
e outra populacao com algum mtDNA mutado. No caso em que a populacao do DNA
mitocondrial é igual, ou seja, DNA mutado ou saudavel, é chamada de homoplasia. Nas

situacoes em que ha mutacdo e genoma saudavel é chamada heteroplasia (DiMauro 2001).
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Nestes casos, a heteroplasia nao significa necessariamente que o individuo apresente um
fenotipo. E necessario que o nivel de mutacées exceda um limite, também conhecido por
threshold. Este limite varia de mutacao para mutacao e de tecido para tecido (Chinnery &
Schon 2003)

1.5. Mutacdes e Doencas Mitocondriais

As doencas mitocondriais humanas sao devidas a mutacoes herdadas pela mae ou
entdao mutagdes espontaneas que ocorrem no nDNA ou mtDN, dando origem a uma inadequada
producao de energia. As mutacdes mitocondriais afetam principalmente tecidos que exigem
uma grande quantidade de ATP como o caso do cérebro, misculo, coracdo, rins, figado e
sistemas endocrinos (Murphy & Smith 2000).

A falta de histonas, a proximidade do genoma mitocondrial a cadeia transportadora
de eletrdes, a escassez de mecanismos de reparacao de DNA, a auto replicacao/expressao da
mitocondria e a falta de exdes sdo fatores que tornam mais suscetivel as mutacées no mtDNA
comparando com o nDNA (Adhya et al. 2011).

As citopatias mitocondriais (Tabela 1) correspondem a um grupo de doencas
largamente heterogéneo e muitas das vezes nao ha uma relacdo genétipo-fenotipo, ou seja,
mutacdes no mesmo gene podem manifestar diferentes fenotipos e em contrapartida, o
mesmo fendtipo pode ser produzido por diferentes mutacdes (Rodenburg 2011) onde se
exibem variadas aparéncias clinicas nas quais o envolvimento muscular e cerebral é
frequente. Muitas mutacdes que tém sido descritas na literatura maioria delas sdo mutacoes

que ocorrem em genes que codificam para o complexo | e tRNAs (Mazunin et al. 2010).
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Tabela 1- Patologias e Manifestacoes clinicas associadas as mutacdes nos genes mitocondriais.

Patologia

Manifestacao clinica

Mutacdo em genes
mitocondriais

Neuropatia 6tica Hereditaria
de Leber
(Leber’s hereditary optic
neuropathy - LHON)

Doenca aguda, indolor, onde
ocorre perda de visao.
(Cwerman-Thibault et al. 2014)

- ND1 (G3460A); ND4
(G11778A) e ND6 (T14484C)
(Complexo 1)

- ND1, ND2, ND3, ND4,
ND4L, ND5, ND6 (Complexo
)

-Citb (Complexo Ill)
-COX3 (Complexo IV)
(Cwerman-Thibault et al.
2014)

Encefalomiopatia
Mitocondrial, Acidose Lactica
e episddios tipo AVC
(Mitochondrial
encephalomyopathy, latic
acidosis and stroke-like
episodes - MELAS)

Enxaquecas, convulsoes,
epilepsia, acidose latica,
miopatia, vomitos, neuropatias,
perda de visao cortical, ataxia.
(Chatterjee et al. 2006)

-tRNALeU | tRNAGIN | tRNAMS,
tRNADS, tRNASer
- ND1, ND5 e NDé6
(Complexo I)
(Cwerman-Thibault et al.
2011)

Epilepsia mioclonica e Fibras

Vermelhas Rasgadas

(Myoclocic epilepsy and ragged-

red-fiber - MERRF)

Epilepsia, ataxia cerebral,
atrofia otica, mental, muscular,
surdez, deméncia.
(Cwerman-Thibault et al.
2011;Tuppen et al. 2010)

- tRNAPhe, tRNAMis tRNALYS,
tRNASer
- ND5 (Complexo I)
(Cwerman-Thibault et al.
2011)

Sindrome de Leigh

(Leigh syndrome - LS)

Lesoes bilaterais em ganglios
basais, talamo e tronco
encefalico.

(Han et al. 2014)

-tRNALeU tRNAVal) tRNAT™,
tRNALs
-ND1, ND2, ND3, ND4, ND5,
ND6 (Complexo I)
-COX3 (Complexo IV).
(Cwerman-Thibault et al.
2011)

11
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2. Terapia génica nao-viral
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O conceito de terapia génica, aliando-se a tecnologia do DNA recombinante, apareceu
como uma boa alternativa no tratamento e prevencao de doencas de ordem genética através
da introducao de um gene terapéutico (Sangro, Herraiz & Pieto 2003). O conhecimento do
genoma humano também possibilita a identificacdo e correcdo dos genes que originam as
patologias (Pack et al. 2005).

A primeira ideia de terapia génica apareceu em 1963, quando Joshua Lederberg
referenciou que a nova Era da biologia molecular passaria pela manipulacao e controlo de
sequéncias de nucledtidos em cromossomas humanos, simultaneamente com o
reconhecimento dos genes desejados (Edelstein et al. 2004).

O sucesso da terapia génica dependera do desenvolvimento de um vetor adequado
que possa entregar o gene de interesse nas células alvo, repondo as funcionalidades do gene
correspondente, para que desta forma ocorra a producdao de uma dada proteina com fim
terapéutico (Li & Huang 2000).

Desta forma, um sistema propicio a terapia de genes deve satisfazer determinados
critérios, tais como: entregar o gene a determinados tipos de célula; ser seguro, ou seja, ter
baixa capacidade de resposta imunologica; ser resistente ao ambiente enzimatico dentro da
célula; ter baixa toxicidade e expressar o gene em tempo adequado (Mehier-Humbert & Guy
2005).

Atualmente sao considerados dois tipos de sistemas para a entrega de material
genético na célula: Vetores virais e Vetores nao-virais.

Nos primeiros, a transferéncia de genes mediada por virus é altamente eficiente, pois
os vetores conseguem reconhecer e entrar na célula eucariodtica expressando os seus genes.
Os vetores virais sdo manipulados geneticamente, sendo os genes patogénicos substituidos
pelo gene terapéutico de modo a reduzir a sua viruléncia (Bouard et al. 2009), mas as suas
proteinas estruturais ndo patogénicas sao mantidas de forma a facilitar a replicacdo (Kay et
al. 2001).

Contudo, apresentam algumas limitacdes, tais como: seguranca, imunogenicidade,
limite no tamanho do gene e o seu elevado custo de producao (Al-Dosari & Gao 2009).

Para ultrapassar estas dificuldades dos vetores virais, o desenvolvimento de sistemas
alternativos tem sido cada vez mais procurada para o sucesso da terapia génica. Na verdade,
os vetores nao-virais oferecem propriedades Unicas que os tornam singulares no transporte de
DNA.

Estes sao menos patogénicos, apresentam toxicidade reduzida, sdo mais faceis de
produzir a baixo custo, permitem uma administracdo repetida sem desencadear respostas
inflamatorias e nao apresentam limite de tamanho na entrega de genes (Munier et al. 2005);
(Sangro, Herraiz & Prieto 2003; Read et al. 2005). No entanto, apresentam como desvantagem
a baixa eficacia de transfecao (Kamimura et al. 2011).

A exploracdo de novos sistemas a escala nano visa a formulacdao de vetores com

propriedades melhoradas, tornando-os mais promissores na transfecao de células.
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Neste projeto, a ideia de manipulacao de vetores virais € posta de lado, visto que eles
nao tém capacidade de transfetar a mitocondria. Assim, foi dado énfase ao desenvolvimento
de um vetor nao viral baseado em DNA plasmidico (pDNA) para aplicacao em terapia génica

mitocondrial.

2.1. Terapia génica mitocondrial

A grande variabilidade de desordens mitocondriais exige, atualmente, uma grande
aplicacao de estratégias terapéuticas para o tratamento de doencas.

A compreensao das bases moleculares responsaveis pelas disfuncées mitocondriais,
etiologia e patologia é necessaria para o sucesso de qualquer estratégia terapéutica do
transtorno mitocondrial (Adhya et al. 2011).

Ainda que doencas mitocondriais possam ser causadas por mutacdes a nivel nuclear
como a nivel mitocondrial, é necessario a introducdao de um sistema que complemente as
disfuncionalidades do organelo (Doyle & Chan 2008).

A luz disto, o desenvolvimento de protocolos de terapia génica aplicados a
mitocondria torna-se um assunto promissor de forma a contornar enfermidades indesejaveis.
Apesar de ainda serem poucos os estudos sobre este tema, ha que salientar algumas
estratégias de terapia génica mitocondrial até agora desenvolvidas.

O desenvolvimento de um nano transportador DF-MITO-Porter pretende juntar duas
estratégias para melhorar a eficiéncia de internalizacdo na célula através de octoarginina
(R8) e também através das interacdes electroestaticas que permitem a fusdo com a
mitocondria (Yamada et al. 2011).

Outras abordagens demonstraram, em estudos in vitro, que DQAsomes tém a
capacidade de condenssar o plasmideo, protegé-lo das DNases, migrar e localizar-se na

mitocondria (Weissing et al. 1998).

2.2. Nanoparticulas

Hoje em dia, a principal finalidade da nano biotecnologia é criar um transportador
capaz de libertar agentes bioativos ou farmacos de forma segura, eficaz e controlada. Para
serem usados de forma terapéutica, estes tém de proteger a carga genética da degradacao
enzimatica, ndo apresentar qualquer toxicidade ou efeitos secundarios e tém de libertar nao
s6 o farmaco num periodo de tempo especifico como também alcancar o compartimento

intracelular desejado (Gullotti & Yeo 2009; Vercauteren et al. 2012).
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Figura 5- Representacdo esquematica de sistemas de transporte para a entrega de farmaco em
células alvo. (adaptado de Qiao et al. 2010).

A ideia de direcionar um farmaco para um local especifico implica modificar as
propriedades fisico-quimicas do transportador. A alteracdo da superficie do sistema de
transporte permite melhorar as suas caracteristicas biolégicas de forma a controlar, por
exemplo, a sua estabilidade, tamanho e tempo de meia vida (Torchilin 2012). A formacao de
complexos entre polimeros cationicos e DNA ajuda ndo sé na estabilidade da nanoparticula
devido a interacdo electroestatica das cargas negativas do grupo fosfato da molécula de DNA
com as cargas positivas dos grupos aminas do polimero, como também a ultrapassar a barreira
de cargas negativas presentes na membrana celular. Exemplo desses casos sao nanoparticulas
formuladas a base de polimeros como o quitosano (Gaspar et al. 2011) e polietilenamina
(Pereira et al. 2012).

Para além de polimeros catiénicos, outro tipo de materiais como microgeis (Costa et
al. 2012) e derivados de calcio (Ueno et al. 2005) sao utilizados como sistemas de entrega
para terapia génica.

O sistema de transporte proposto nesta dissertacao é a base de materiais inorganicos,
como o carbonato de calcio. Este tipo de sistema nao se torna desconhecido por parte da
nossa equipa de investigacao, sendo uma abordagem adequada a terapia génica mitocondrial,
que tem vindo a apresentar resultados satisfatorios (Santos et al. 2014); (Salvado et al. 2015).

Nano sistemas a base de carbonato de calcio podem ser usados como sistema de
entrega devido a elevada biocompatibilidade, baixa toxicidade, vasto recurso e baixo custo

(Xu et al. 2012). Em contrapartida, a formacao dos precipitados pelo método de co

16



Terapia Génica Mitocondrial: Desenvolvimento de um vetor com afinidade pela mitocondria

precipitacao nao é controlada devido a formacao de particulas de pequenas e de grandes
dimensodes, sendo desfavoravel para a internalizacao celular. Em alternativa, uma forma de se
controlar o tamanho das particulas é através de adicao de um polimero catiénico que melhora
a estabilidade das nanoparticulas, reduzindo o tamanho e promovendo assim a transfecao
celular (Zhao et al. 2012).

Apds a transfecao celular, a visualizacdo das nanoparticulas no interior das células
torna-se possivel com a adicdo de sondas ou corantes fluorescentes. O uso de sondas
fluorescentes tem como objetivo a visualizacdo de um determinado compartimento
intracelular para posteriores estudos sobre a estrutura e funcionamento de processos
celulares (Cruz et al. 2011). Compostos macro-ciclos fluorescentes derivados de fenantrolina
e catides poliamina demonstraram ter afinidade com a mitocondria (Cruz et al. 2011).

Para estudar a distribuicao sub-celular dos compostos é necessario ter em conta os
aspetos estruturais desses mesmos. Caracteristicas como aromaticidade, a presenca de
aminas secundarias ou terciarias e a propria carga do composto podem ser fatores
determinantes na localizacido e além disso é necessario ter em conta os efeitos sobre a morte
celular que podem estar relacionados com a presenca do composto fluorescente.

Com o intuito de progredir nesta metodologia, sintetizaram-se compostos derivados
de acridina, naftaleno e quinolina fluorescentes que teve por base o mesmo principio de
afinidade com a mitocondria.

Assim, foi desenvolvida uma formulacdo a escala manométrica que inclui o
revestimento de precipitados de sais e pDNA com derivados de acridina, naftaleno e quinolina
sintetizados. As nanoparticulas resultantes deste processo foram devidamente caracterizadas,
por um conjunto variado de técnicas experimentais, demonstrando viabilidade para uso em

protocolos de terapia génica.
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3. Objetivos do trabalho

Como se sabe, o DNA mitocondrial esta sujeito a varias mutacdes devido a
proximidade das espécies reativas oxidativas originadas pelo complexo respiratério e como
tal, estao relacionadas com inumeras citopatias que podem influenciar o funcionamento de
qualquer célula ou tecido que requer elevado consumo de energia. Por isso, o
desenvolvimento de novas metodologias para a terapia génica mitocondrial tem sido bastante
estudado pelo nosso grupo de investigacao.

A terapia génica mitocondrial é considerada uma abordagem potencialmente
promissora e aliciante, uma vez que possibilita a introducao de acidos nucleicos como alvo
terapéutico em células vivas para o tratamento de doencas em questao.

Seguindo esta abordagem, o foco da presente dissertacdo consistiu na sintese de
novos compostos fluorescentes para formulacdo de nanoparticulas a base de pDNA, sua

caracterizacao e avaliacao da viabilidade como vetor para terapia génica mitocondrial.
Desta forma, os objetivos especificos do trabalho sdo:

e Sintetizar compostos fluorescentes, derivados de acridina, naftaleno e quinolina com
cadeias poliaminas de diferentes tamanhos;

e Avaliar a citoxicidade dos compostos fluorescentes;

e Desenvolver sistemas de nanoparticulas a base de carbonato de calcio através do
método de co precipitacdo incorporando os compostos fluorescentes e revestimento
da nanoparticula com polimeros cationicos, tais como a celulose e a gelatina;

e Avaliar a morfologia, a capacidade de encapsulamento, a protecao, a degradacao, o

tamanho e o potencial Zeta das nanoparticulas sintetizadas.
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T

4. Materiais e Métodos
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4.1. Materiais

4.1.1. Reagentes

A acridina, 97%; naftaleno-1-carbaldeido, 95%; tris(2-aminoetil)Jamina (tren) 96%
foram adquiridos a Sigma Aldrich. O 2-bromometil etil éter 90%; 2-quinolinecarboxaldeido
97%; a dietilenotriamina 97%; a trietilenotetramina 60%: a tripropilenotetramina 97%; cloreto
de p-toluenossulfonila; borohidreto de sddio 99% foram adquiridos a Acros Organics. O acido
acético e o carbonato de potassio foram adquiridos ao ChemLab. A Fisher Chemical foram
adquiridos os seguintes solventes: acetonitrilo, acido bromidrico, cloroformio,
tetrahidrofurano, piridina. O sulfato de sédio anidroso foi obtido a Applichem Panreac, o
hidroxido de sodio e o acido sulfurico e o fenol a VWR Chemicals. O acido Cloridrico 37% foi

obtido a Panreac Quimica SAU

O meio LB foi obtido a Liofilchem (Roseto degli Abruzzo, Italia) e LB-agar foi obtido a
partir de Pronadisa/Conda (Madrid, Sapin). Extrato de levedura foi adquirido a Himedia
(Bombaim, india) e a triptona a Biokar (Franca). O glicerol foi obtido a VWR International
(Radnor, PA, EUA). KH,PO, foi adquirido a Chem-Lab (Zedelgem, Bélgica) e K,PO, foram
obtidos a partir de Panreac (Barcelona, Espanha). A celulose, o cloreto de calcio anidro, o
carbonato de calcio anidro e o brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio
(MTT) foram obtidos a Aldrich Chemical Company e a gelatina a Sigma Aldrich (St. Louis, MO,
USA). A agarose e Green Safe foram obtidos a NZTech (Lisboa, Portugal).

4.2. Equipamentos

Para a sintese dos compostos foram utilizados os seguintes equipamentos: placas de
aquecimento, Lab-Mix 25 (Heidolph, Fisher, Alemanha) acoplados com sensores de
temperatura, EKT Hei-Com (Heidolph, Fisher, Alemanha). A evaporacao dos solventes
organicos foi efetuada em evaporadores rotativos da marca Bichi (Labortechnik AG, Suica). A
secagem dos compostos foi obtida na estufa de vacuo de marca Trade Raypa® (Barcelona,
Espanha).

Os espectros de RMN foram obtidos nos espectrometros Bruker Avance Il 400 MHz e
Bruker Avance Ill 600 MHz (Bruker BioSpin, Alemanha). Os solventes deuterados utilizados
foram cloroférmio (CDCl;),, agua (D,0) e a referéncia interna foi utilizado o tetrametilsilano
(TMS).

Para a fermentacao foi utilizado o agitador orbital Agitorb 200 (Aralab, Portugal) e a
centrifuga Allegra® X-22 (beckman Coulter, USA) para a obtencao de pellets. Para a lise
alcalina foi utilizado o Vortex MIXER 230 V (Labnet, Edison, NJ USA) e a centrifuga Allegra ™
25R (Beckman Coulter).
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4.3. Métodos

4.3.1. Sintese dos compostos- Procedimento Experimental:

4.3.1.1. Sintese do composto 4,5-di(bromometiletil)acridina (Composto B)
(Carole et al. 2005).

Esquema 1 - Esquema geral da reacdo da acridina com 2-bromometil etil éter.

Composto A Composto B

\ BMME \
—

_ H,S0, , T=50°C =

Br Br

A um baldo de 2 tubuladuras, ja em atmosfera inerte (N,), foi adicionado 2g de 4,5-
di(bromometiletil)acridina (Composto A) e 25mL de acido sulflrico (H,S04). A mistura foi
mantida em agitacdo a 50° C. Apos a estabilizacdo da temperatura e com auxilio de uma
seringa foi adicionado de uma so vez 3,971mL de 2-bromometil etil éter. A reacdo foi mantida
nas mesmas condicoes de temperatura e agitacao durante 12h.

Apés o término da reacdo, o baldo foi arreferido a temperatura ambiente e
seguidamente submerso em gelo durante 1h.

A nadao formacao de precipitado implicou posteriores alteracées no work-up
(procedimento pela qual permite isolar e purificar produtos de uma reagdo quimica). Deste
modo, adicionou-se de forma cuidada e gota-a-gota uma solucdo saturada de NaOH para a
formacao do precipitado. Posteriormente, efetuou-se a uma extracao liquido-liquido com dois
solventes imisciveis, cloroférmio (50mL) e agua destilada. Este processo foi repetido 4 vezes.

A fase organica foi seca com sulfato de sodio anidro, filtrada e evaporada, obtendo-se

um produto amarelo que foi seco na estufa de solidos.
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MS (ES+): m/z calculada para CisHy:Br;N é de 365,06, foi encontrado a 210,09 [M +
H]*.

Através da analise por microscopia de massa e RMN, verificou-se apenas que o
composto estava mono substituido (composto C). Foi também notorio a presenca de um outro

composto: acridinamono(hidroximetil). O rendimento da reacao foi de 49,23% (M¢ina= 1,98)

Caracterizacao do Composto C:

H RMN (600 MHz, CDCl5): 6 5,36 (s, 2H, CH,); 7,44 (m, 1H, 3CH); 7,87 (d, 1H, CH); 7,928 (d,
1H, 2CH); 8,141 (m, 2H, CH); 8,7 (s, 1H, CH).

13C RMN (600MHz, CDCl3): & 29,109; 121,1; 124,8; 124,813; 125; 125,786; 127,47; 128,01;
128,2; 128,9; 129,9; 130,1; 135,47; 144,74.

Composto C

X

Br

4.3.1.2. Tosilacao da dietilenotriamina (Composto E) (Bencini et al. 1987).

Esquema 2- Esquema geral da reacao de tosilacao da dietilenotriamina com os grupos protetores cloreto

de p-toluenossulfonila

Composto D Composto E
NaOH, TsCl
> Ts-HN NH-Ts
HZN/\/ \/\NH2 Tamb | (CZHS)ZO N7

Num balao de 500mL, em agitacdo e a temperatura ambiente, foram dissolvidos 15g
de NaOH em 100ml de agua destilada e posteriormente adicionou-se 8g de dietilenotriamina
(Composto D), fazendo a solucao 1.

Foram dissolvidas 50g de cloreto de p-toluenossulfonila (TsCl) em 250mL de éter
etilico formando a solucao 2.

A solucéo 2 foi adicionada gota-a-gota a solucao 1 durante 3h, sob vigorosa agitacao e

sob gelo. De seguida a reacao foi deixada a temperatura ambiente durante a noite.
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O produto obtido foi filtrado, lavado com agua, etanol, éter etilico e recristalizado
com uma mistura de metanol e cloroformio a quente. O produto foi seco na estufa. O
rendimento da reacao foi de 30,83% (M¢ina= 108).
Caracterizacao do composto E:
"H RMN (400 MHz, CDCls): & 2,42 (s, 9H, CH;); 3,13(d, 4H, 2CH,); 3,17(d,4H, 2CH,)
13C RMN (400MHz, CDCls): & 21,59; 42,6; 50,55; 134,62; 136,65; 143,63; 144,21,

4.3.1.3. Tosilacdo da trietilenotetramina (Composto G) (Bencini et al.
1987).

Esquema 3- Esquema geral da reacao de tosilacao da tietilenotriamina com os grupos protetores cloreto

de p-toluenossulfonila.

Composto F Composto G
H TsCl, P H 18
/\/N\/\ /\/NHZ SV Y ,N\/\ /\/N\/\ Ts
H,N N P s N N
H 50°C , (C,Hs),0 Ts H

Num balao de 2 tubuladuras foi dissolvido 5g cloreto de p-toluenossulfonila (TsCl) em
10mL de éter etilico a 50°C sob agitacao. Apods a estabilizacao da temperatura, foi adicionada
a 1g de trietilenotetramina (Composto F) dissolvida em 5mL de piridina. A reacao foi mantida
durante 2h. No final das 2h de reacdo, o baldo foi arrefecido a temperatura ambiente e
posteriormente adicionado uma solucao de 10mL de HCl a 1M para neutralizar a piridina. O
produto resultante foi filtrado, lavado com agua, etanol e dissolvido em cloroférmio. A fase
organica foi lavada 3 vezes com uma solucdo de 50mL de HCl a 1M, 3 vezes com agua
destilada e por fim seca com sulfato de sodio anidro. A solucao foi filtrada, o solvente
evaporado e o produto final seco na estufa de solidos. O rendimento do produto foi de 12%
(Mfina= 627mg).

Caracterizacao do Composto G:

'H RMN (400 MHz, CDCls): 6 2,348 (s, 6H, 2CHs); 2,374 (s, 6H, 2CHs); 3,092 (m, 4H, 2CH,);
3,15 (m, 4H, 2CH,); 3,345 (s, 4H, 2CH,); 7,256 (m, 8H, 8CH); 7,673 (m, 8H, 8CH).

13C RMN (400MHz, CDCl;): 6 20,52; 20,54; 42,68; 49,83; 50,02; 126,10; 126,43; 128,84;
128,99; 133,68; 135,3; 142,68; 142,96.
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4.3.1.4. Tosilacdo da tripropilenotetramina (Composto 1) (Bencini et al.
1993)

Esquema 4- Esquema geral da reacao de tosilacao da tripropilenotetramina com os grupos protetores

cloreto de p-toluenossulfonila.

Composto H Composto |
TsCl, THF
H2N/\/\N/\/\N/\/\NH2 e oo Ts—HN/\/\NI_/\/\I\_II_/\/\NH—Ts
H H °C, (CoHs)y -Is -Is

Num balao de 2 tubuladuras e sob agitacao, foi adicionado 1g de composto H, 0,212g
de NaOH e 12,5mL de agua destilada a temperatura de reacdo de 60°C. Apods estabilizacao da
temperatura, com uma ampola de adicao, foi adicionado gota-a-gota uma solucao com 4,049¢g
de cloreto de p-toluenossulfonila dissolvidos em 10mL de THF.

Ao fim de 4h de reacdo, a mistura arrefeceu a temperatura ambiente.

Os solventes foram evaporados e de seguida foi adicionado 20mL de etanol quente
para ressuspender o residuo durante aproximadamente 5 dias. Posteriormente foi feita uma
extracao com diclorometano (3x 50mL). A fase organica foi evaporada e o produto obtido foi

seco na estufa. O rendimento do produto foi de 4,96% (Mmgina= 0,200g).

Caracterizacao do Composto I:

'H RMN (400MHz,CDCLl;): 6 1,68 (m, 2H, 2CH,); 1,75 (m, 2H, 2CH,); 2,32 (s, 3H, 2CH3); 2,33,
(s, 3H, 2CHs); 2,88(m, 2H, 2CH,); 2,99 (t, 2H, 2CH,); 3,04 (t, 2H, 2CH,); 7,991 (m, 1H, 8CH);
7,54 (d,1H, 4CH); 7,646 (d, 1H, 4CH)

13C RMN (400MHz, CDCls): & 20,48; 27,56; 28,27; 39,17; 45,41; 46,23; 125,99; 126,09; 128,86;
128,73; 134,53; 135,74; 142,35; 142,62.

4.3.1.5. Adicdo dos compostos E, G e | ao composto C (Bartoli et al. 2009)

Quando os solventes sao referidos como secos, estes foram secos e destilados através
do seguinte método: os peneiros moleculares-4A (“molecular sieves”) sao ativados numa
mufla durante 24h. Deixou-se arrefecer a temperatura ambiente cerca de 24h e de seguida
foram colocados dentro de um frasco e adicionado o solvente de interesse. Este

posteriormente destilado.
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Os peneiros ativados funcionam como um dessecante de solventes, em que as
moléculas de pequenas dimensdes, como as moléculas de agua, ficam retidas nos seus poros.

Desta forma, sao separadas as moléculas de agua do restante solvente.

Esquema 5- Esquema geral da adicio da dietilenotriamina tosilada ao composto

mono(bromometiletil)acridina.

Composto C Composto G Composto J
LD
HN-Ts N
q S K,CO3, CH;CN
LIS+ el — )
N 2 Refluxo
N-Ts
Br HN-Ts S
Ts-NH

O composto C (300mg) foi dissolvido em acetonitrilo seco (40mL). Posteriormente, foi
adicionado gota-a-gota, com ajuda de uma ampola de adicao, a uma outra solucao. Essa
solucdo continha o composto G (926mg), acetonitrilo seco (40mL) e carbonato de potassio
(226mg). A adicao demorou cerca de 2 horas.

A reacdao demorou aproximadamente 5h. Seguidamente, filtrou-se a mistura,
procedeu-se a uma extracao com cloroformio (3 x 50mL). A fase organica foi evaporada e o

produto obtido seco na estuda de solidos. Obteve-se uma mgy, = 0,522g

Foram feitas reacdes nas mesmas condicdes utilizando o mesmo composto C mas com
diferentes aminas, tais como: trietilenotetramina tosilada (Composto G) e

tripropilenotetramina tosilada (Composto I).

Esquema 6- Representacao esquematica dos compostos K e L.

/ \ Composto K
N
-Ts -Ts

a PP

-Ts

25



Terapia Génica Mitocondrial: Desenvolvimento de um vetor com afinidade pela mitocondria

O Composto L

7 N\
-Ts -Ts

-Ts
Q NSNS NH-TS

4.3.1.6. Remocéao dos grupos tosilo dos compostos J; K e L (Bartoli et al.
2009)

Num balao de 250mL, o composto J (0,522g) juntamente com fenol (12,4g) foram
dissolvidos numa mistura de 33% de HBr/CH;COOH (55mL). A reacao foi mantida a 90°C
durante 24h sob agitacao. Como nao houve formacao de precipitado, neutralizou-se a mistura
com uma solucdo saturada de NaOH até pH=11. Aquando da sua adicdo, foram visiveis
mudancas de cor, desde cor encarnada até rosa intenso.

O composto foi filtrado, lavado com cloroformio e evaporado. O fenol foi removido

com varias lavagens de etanol (70%) e filtragens.

Esquema 7- Esquema geral da remocao dos grupos protetores tosilos ao composto J.

Composto J Composto M
L LI
~ Z
N N
T HBr/CH;COOH H

90°C

Caracterizacao do composto M:

"H RMN (400 MHz, CDCls): 1,655 (s, 1H, 2CH,); 3,27 (s, 2H, CH,); 3,49 (m, 1H, CH,); 2,48 (s,
2H, CH,); 6,86 (d, 1H, CH); 7,25 (d, 1H, CH); 7,45 (d, 1H, 2CH); 7,52 (d, 1H, CH); 7,49 (s, 1H,
CH); 7,82 (d, 1H, CH)

13C RMN (400 MHz, CDCls): 20,65; 29,98; 38,59; 46,69; 20,88; 114,85; 117,339; 126,7; 126,82;
129; 130; 130,17; 132,4; 134,1; 145; 154; 154,66.

Em relacdo a remocdo dos grupos tosilo do composto C com as aminas
trietilenotetramina e tripopilenotetramina, foram efetuadas com o mesmo protocolo que esta

descrito no ponto 4.3.1.6.
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Esquema 8- Representacao esquematica dos compostos N e Q.

/ \ N Composto N

H H
e

Composto Q
7 N\

/\/\N/\/H\/\/NH2
H

Iz

As lavagens sucessivas com etanol e agua resultou a perda de composto, tornando-se
apenas possivel realizar analise dos compostos por espectroscopia de RMN de 'H. Apos a
analise dos espectros, verificou-se que a remocao dos grupos tosilo apenas ocorreu para o
Composto M.

Em alternativa, optou-se por uma nova estratégia de sintese designada por reacao de
condensacao de um aldeido com aminas com formacdo da correspondente imina e posterior

reducao desta com borohidreto de sodio (NaBH,).

4.3.1.7. Sintese do composto R: 1-naftaldeido e tris (2-aminoetil) amina
(Clares et al. 2004)

Esquema 9- Esquema geral da tris (2-aminoetil) amina com o 1-naftaldeido.

Composto P Composto Q Composto R

e N4
HoN N
2 \/\N/\/NHZ CH3CN
S T U
HaN Hambente N NZ
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Num balao de 2 tubuladuras foi adicionado 200mg de naftaleno-1-carbaldeido e
0,337mg de tris (2-aminoetil)amina numa solucdo de etanol-acetonitrilo seco (1:1). Apos a
agitacao verificou-se tonalidade amarela no interior do balao.

Ao fim de 2h de reacao, os solventes foram evaporados e posteriormente adicionado
25mL de etanol 99% e o borohidreto de sodio (0,463g). Ao fim de 5h de reacao, foi realizada
uma filtracdo para remover o excesso de borohidreto de sddio, seguindo-se a evaporacao do
solvente. Seguidamente, o composto foi extraido com cloroformio (3 x 50mL) utilizando uma
ampola de decantacdao de 250mL. A fase organica foi seca com sulfato de sodio anidro,
filtrada e evaporada. O dleo apresentava uma cor esverdeada.

De maneira a precipitar o composto R adicionou-se 3mL de etanol 99%, 6 mL de
metanol e gotas de acido cloridrico 37% com o auxilio de uma pipeta de pasteur de vidro,

obtendo-se um precipitado branco. O rendimento da reacao foi de 38,08% (m = 0,139g)

Caracterizacao do Composto R:

'H RMN (D,0 400 MHz): 2,78 (t, 4H, CH,); 2,86 (t, 2H, CH,); 3,023 (t, 4H, CH,); 3,25(t, 2H,
CHy); 4,75 (s, 2H, CH,); 8,02 (m, 1H, CH); 7,60 (m, 4H, CH);8,08 (d, 1H, CH).

13C RMN (D,0 400 MHz): 35,67; 43,26; 47,48; 47,809; 49,09; 121,18; 124,95; 125,61; 126,08;
126,88; 128,5; 129,11; 130,017; 130,26; 132,95.

4.3.1.8. Sintese do composto T: 2-quinolina carboxaldeido e

dietilenotriamina (Clares et al. 2004)

Esquema 10- Esquema geral da dietilenotriamina com a 2-quinolina carboxaldeido.

Composto S Composto D Composto T
N
X o H \ /
CH;CN
NG NN,
H Tem}t))f.:rattura H

>

Ha
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500mg de composto S e 1,24g de composto D foram adicionadas a uma mistura de etanol-
acetonitrilo (1:1) num baldo de 2 tubuladuras. Apos a agitacdo foi notoria uma tonalidade
laranja no interior do balao. Ao fim de 2h de reacao, os solventes foram evaporados e
adicionado 25mL de etanol 99% e 1,04g de borohidreto de sodio. Foi visivel a mudanca de
tonalidade de laranja para amarelo claro.

Ao fim de aproximadamente 5h de reacdo a temperatura ambiente, foi feita uma
filtracdo para remover o excesso de borohidreto e posterior evaporacao do solvente. Em
seguida, o composto foi tratado com agua destilada e extraido com cloroférmio (3 x 50mL)
utilizando uma ampola de decantacdo de 250mL. A fase organica foi seca com sulfato de
sodio anidroso, filtrada e evaporada. O 6leo apresentava uma cor amarela.

Para a formacao do precipitado, foi adicionado 3mL de etanol 99%, 6mL de dioxano e
gotas de acido cloridrico a 37%, obtendo-se um precipitado cor de laranja. O rendimento da
reacao foi de 14,73% (mgina= 0,108g)

Caracterizacao do Composto T:

'H RMN (D,0, 400 MHz): 3,37 (m, 4H, 2CH,); 3,46 (t, 2H, CH,); 3,57 (t, 2H, CH,); 4,67 (s, 2H,
CH,); 7,70 (d, 1H, CH); 7,73 (d, 1H, CH); 7,9 (t, 1H, CH); 8,05 (d, 1H, CH); 8,08 (d, 1H, CH);
8,66 (d, 1H, CH).

3C RMN (D,0, 400 MHz): 35,38; 43,33; 43,9; 44,5; 50,33; 120; 124,8; 128,11; 128,59; 128,8;
132,98; 142,6 143,20; 150.

4.3.1.9. Sintese do composto X: 2-quinolina carboxaldeido e

tetraetilenopentamina (Clares et al. 2004)

A sintese do composto foi executado da mesma forma como esta descrito no ponto 4.3.1.8.

Esquema 11- Esquema geral da tetraetilenopentamina com a 2-quinolina carboxaldeido

Composto U Composto V Composto X

X o H H CH3CN
N N
N/ + H 2N/\/ VANV NNNH 5
H Temperatura

H

H ambiente 2
S

NH

Z

H

H

Z

Hy

Z
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O calculo do rendimento da reacdo indicou excesso de sal, borohidreto de sddio, nao

observavel em RMN.

Caracterizacao do composto X:

'H RMN (D,0, 400 MHz): 2,88 (d, 2H, CH,); 2,96 (d, 2H, CH,); 3,09 (d, 2H, CH,); 3,32 (d, 3H,
3CH,); 3,41 (d, 2H, CH,); 3,49 (d, 2H, CH,); 4,67 (s, 2H, CH,); 7,70 (d, 1H, CH); 7,73 (d, 1H,
CH); 7,9 (t, 1H, CH); 8,05 (d, 1H, CH); 8,08 (d, 1H, CH); 8,66 (d, 1H, CH).

13C RMN (D,0, 400 MHz): 35,38; 43,33; 43,9; 44,5; 50,33; 121; 125,8; 129,11; 129,59; 129,8;
133,98; 142,6 143,20; 149,2.

4.3.2. Avaliacao da citoxicidade dos compostos N, S, U e X pelo
método MTT

As células, fibroblastos humanos (C-12302), designadas por Normal Human Dermal
Fibroblasts, foram semeadas em placas de 96 pocos (1x 10° célula/poco) a 37° C numa
atmosfera humidificada de 5% de CO,, até a confluéncia ter sido obtida. As células foram
entao tratadas com 0,01 mM de composto N ou 0,01 mM de composto S ou 0,01mM de
composto U ou 0,01 mM de composto X. Apos a incubacao durante 24, 48 e 72h, a atividade
de reducado foi avaliada através da reducdo do brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolio (MTT).

100uL da solucao corante de MTT (0,05 mg mL™" em solucao de Krebs) foi adicionada a
cada poco, seguido de incubacao durante 2 h nas mesmas condicoes.

Posteriormente, o meio foi aspirado e as células tratadas com 50mL de
isopropanol/HCl (0,04 N) durante 30 minutos.

Também foi testado o efeito da concentracdo, seguindo o mesmo procedimento. Os
fibroblastos foram tratados com cinco concentracdes diferentes (0,01uM, 0,1uM, 1uM, 5pM e
10uM) de compostos durante 72h, usando como controlo as células ndo tratadas.

Em ambas as experiéncias foi medida a absorvancia a 570 nm utilizando um leitor de
microplacas de Referéncia Biorad. O espectrofotometro foi calibrado a zero utilizando o meio
de cultura sem células.

Para determinar a viabilidade celular recorreu-se a seguinte formula:

Absrﬂﬂ'rﬂ
04 Viabilidade Celular = —————— % 100
Abs

controlo
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Todas as experiéncias foram repetidas trés vezes em triplicado. A analise estatistica
dos dados experimentais foi realizada usando o teste t-Student e os resultados foram
apresentados como média + desvio padrao (SD). A significancia estatistica foi aceite a um

nivel de p <0,05.

4.3.3. Preparacao e purificacao do plasmideo pCAG-ND1

Um banco de 200uL de E.coli JM109 transformadas com pCAG-ND1 foram plaqueadas
em placas de LB-agar (15g/L de agar, 10g/L de Triptona, 5g/L de extrato de levedura e 5g/L
de NaCl) suplementado com 100pug/mL de ampicilina e 50pg/mL de neomicina, o seu
crescimento foi realizado a 37°C durante a noite.

A producéo do plasmideo pCAG-mtND1 foi realizada na estirpe E. coli JM109 em 250
ml de meio Terrific Broth (TB) (20g/L de triptona, 24g/L de extrato de levedura, 4mL/Ll de
glicerol, 0,017M de KH,PO,, K,HPO, 0,072M) em 1000 mL Erlenmeyers suplementado com
100ug/ml de ampicilina e 50ug/mL de neomicina a 37°C num agitador orbital a uma
frequéncia de agitacao de 250 rpm.

Apos cerca de 7h de fermentacdo, as células foram colhidas por centrifugacao
durante 10 min a 4 °C e 4500 rpm numa centrifuga Allegra 25R (Beckman Coulter, CA, EUA).

0 plasmideo foi purificado através do kit NYZtech® maxiprep.

As células previamente colhidas foram resuspensas e de seguida foi realizada uma lise
alcalina. Apos a lise, o plasmideo liga-se seletivamente a coluna carregada com uma resina de
permuta anionica. Apos a eluicdo do pDNA, a precipitacao é feita através do isopropanol e o
pDNA é centrifugado a 15000 xg durante 20 min de por fim resuspenso em tampao TE a pH
7,5.

O rendimento de plasmideo foi determinado por espectrofotometria a 260 nm e a sua
integridade foi confirmada por eletroforese em gel de agarose. Aliquotas de 500 mL de

plasmideo (100 ug/mL) foram preparadas e armazenadas a -80°C.

4.3.4. Sintese das nanoparticulas

As nanoparticulas foram sintetizadas a partir de solucoes iniciais de 30 mg/mL de
CaCl, e 42,5 pg/mL de NaCO;. Foram preparadas 2 solucdes, solucdo A contendo 5 pg de
pDNA, 120 pL de CacCl,, 15 pL de composto e 112,5 pL de agua Mili-Q perfazendo um total de
290 pL. A solucdo B possui 225 pL de NaCO; e 5 pL de polimero: celulose ou gelatina
(1mg/mL)

A solucdo A foi adicionada a solucdo B com a ajuda de uma pipeta de Pasteur
formando uma solucéo final de 515 pL. As nanoparticulas foram centrifugadas a 130 000 rpm
durante 15 min. O pellet formado possui as nanoparticulas CaCO;/pCAG-

ND1/composto/polimero.
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Similarmente, a uma solucdao de plasmideo (A) que contem 10 pg pCAG-ND1, foi
adicionado 120 pL de CacCl,, 15 pL de composto e 55 pL de Mili-Q, perfazendo num total de

290 pL. A solucao B apresenta as mesmas condicdes referidas acima.

4.3.5. Caracterizacao das Nanoparticulas

4.3.5.1. Morfologia das Nanoparticulas

Apds a juncao das solucdes A e B, as nanoparticulas sao centrifugadas durante 15
minutos a 13000 rpm a 25°C, o sobrenadante é removido e as nanoparticulas lavadas com 200
pL de agua Mili-Q e novamente centrifugadas durante 10 min.

Posteriormente, o sobrenadante é descartado, e o pellet é ressuspenso em 40 pL de
tungsténio 1%. E feita uma diluicdo de 1:20.

No dia seguinte, as nanoparticulas sdao cobertas com ouro usando um Emitech K550
sputter coater (Londres, Inglaterra) e analisadas num Microscopio Eletronico de Varrimento
(SEM) (Hitachi S-3400, Toquio, Japao) operando a uma voltagem de aceleracao de 20kV com

diferentes magnificacoes.

4.3.5.2. Eficiéncia de encapsulacdo do pDNA

Para determinar a eficiéncia da encapsulacao, as nanoparticulas foram preparadas
como esta descrito no ponto 4.3.4. A percentagem de eficiéncia de encapsulacao determina a
quantidade de pDNA que foi encapsulado. Para essa percentagem é necessario ter em conta o
pDNA que esta no sobrenadante, ou seja, o pDNA ndo encapsulado. Para tal, recorre-se a

seguinte formula:

JQuantidade total de pDNA — Quantidade de pDNA no sobrenadante

EE) = » 100
(%EE) Quantidade total de pDNA

A analise foi feita no espectrofotometro Ultrospec 3000 UV-Visible a 260 nm. Foram

obtidos triplicados e a agua Mili-Q foi usada como branco.

4.3.5.3. Zeta Potencial e Tamanho das Nanoparticulas

O tamanho médio das nanoparticulas e as suas cargas superficiais (potencial zeta)
foram determinados a 25°C usando um Zetasizer Nano ZS e uma célula zeta. Para a
determinacdo do tamanho da particula foi usada uma técnica de dispersao de luz dinamica

(DLS), usando um laser He-Ne 633 nm retroespalhamento otico ndo invasivo. Para o potencial
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zeta foi usado dispersiao de luz eletroforética, uma técnica de interferometria laser
patenteada chamado M3-PALS (Fase de analise de dispersao de luz)

Foi utilizado o software Malvern Zetasizer v 6,34. Os valores médios para o tamanho e
para o potencial zeta foram calculados com os dados obtidos a partir de 3 medicoes e

respetivos desvios-padrao, mostrados como + DP.

4.3.6. Teste de protecao das Nanoparticulas

As nanoparticulas foram resuspensas em 50 L de FBS (10%) + PBS (10%) a pH 7,4 por
um periodo de 30 min a 37°C. O controlo foi também incubado mas sem a solucao FBS (10%) +
PBS (10%).

Apos o periodo de incubacao, as amostras foram analisadas em eletroforese em gel de

agarose 1%.

4.3.7. Avaliacao da citoxicidade das nanoparticulas

Foi realizado o teste da citoxicidade para os diferentes sistemas sintetizados com o

mesmo principio descrito no ponto 4.3.2.
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5. Resultados
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5.1. Sintese dos compostos

A estrutura molecular dos compostos fluorescentes tem de ser tida em conta
consoante o estudo a realizar. Neste caso pretende-se que os compostos M, R, T e X interajam
com o pDNA e que se direcionem para a mitocondria.

Devido a precipitacdo que ocorreu apos a adicao de acido na sintese dos compostos,
fez com que as aminas ficassem protonadas, e desta forma ocorrer interacoes eletrostaticas
com os grupos fosfatos de carga negativa do pDNA.

Por outro lado, também pode ocorrer interacdes por empilhamento 1-m entre as bases
azotadas do pDNA e os anéis aromaticos dos compostos.

O direcionamento para a mitocondria podera ser devido aos anéis aromaticos
existente dos compostos, as aminas protonadas ou a conjugacao de ambos. No entanto, este
estudo ainda nao foi realizado no ambito desta dissertacdo e podera ser trabalho a realizar na
perspetiva futura.

A sintese do composto C é baseado na bromometilacdo da acridina. Esta reacdo foi
realizada em condicoes acidicas, onde o atomo de nitrogénio ao receber o protao do acido
sulfirico promove uma deslocacdo da carga da nuvem eletrénica dos anéis aromaticos,
deixando desprotegidos os carbonos 4 e 5. Nestas condicoes o BMME ataca a acridina de
acordo com reacao de substituicao eletrofilica regioseletiva (Chiron & Galy 2003). Para esta
reacao obteve-se um rendimento final de 49,23%.

Como nos espectros de RMN ainda era visivel um excesso de amina, utilizou-se por
cromatografia de camada fina (thin layer cromatography-TLC) obter a mistura de solventes
(metanol-diclorometano) capazes de separar o composto. Verificou-se que a mistura de
solventes nao foi eficiente. Posteriormente basificou-se a mistura com uma solucao de NaOH
e extraiu-se o composto com CHCl;. A remocao do sal foi feita recorrendo a sucessivas
lavagens com metanol, mas mesmo assim ainda existia excesso de sal. Posto isto, este
composto nao foi incluido nos testes com as nanoparticulas, nomeadamente o potencial zeta
e o tamanho.

A estratégia de sintese baseada na adicdo das aminas tosiladas ao composto C e a
remocao dos grupos protetores tosilos so foi possivel concretizar para o composto M, foi entao
que se optou pela realizacdo de condensacao de monoaldeidos e aminas.

Os compostos R, T e X foram sintetizados numa primeira fase a partir de uma
condensacao de um aldeido com uma amina primaria para formar uma imina. Numa segunda
fase ocorreu a reducdo da imina com borohidreto de sédio, obtendo-se a amina secundaria
desejada. Os passos principais da reacao de ciclo de condensacao encontram-se resumidos no

esquema 12.
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Esquema 12- Esquema geral de formacao de iminas e posteriores aminas secundarias a partir de uma

amina primaria e aldeido.

2 N
— R
)k + R—NH, —» R g
R H
. L Imi
Aldeido Amina primaria mina
H
NaBH4
RN R N
\/ \R' ~— \R'
Imina

Amina secundaria

Para o composto R obteve-se um rendimento de 38,08%, para o composto T obteve-se
um rendimento de 14,73% e por fim, o rendimento para o composto X nao foi calculado
devido ao excesso de borohidreto de sodio.

O composto M resultante de uma reacao de substituicao eletrofilica regioseletiva e os
compostos R, T, X resultantes da reacdo de aminacdo dos aldeidos foram posteriormente
estudados e os resultados sao apresentados nas subsecOes seguintes. As suas estruturas

quimicas estao representados no esquema 13.

Esquema 13- Estruturas quimicas dos compostos sintetizados e utilizados neste trabalho.
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5.2. Citotoxicidade dos compostos M, R, T e X pelo método MTT

O ensaio do MTT é utilizado para determinar a viabilidade e proliferacdo celular,
utilizando como indicador direto da citoxicidade a apoptose. Este método avalia a atividade
metabolica das células através da reducdao metabdlica do sal de tetrazdlico pelas
desidrogenases associadas ao NADH e NADPH, resultando em cristais azuis de formazano no
interior das células (método colorimétrico). Estes cristais sao posteriormente dissolvidos em
DMSO permitindo a sua quantificacao por espectrofotometria. Dessa maneira, a quantidade
de formazano é diretamente proporcional ao nimero de células viaveis. As figuras 6 e 7

mostram os resultados obtidos do ensaio MTT.
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Figura 6 - Perfil da citotoxicidade para 0,01 uM de compostos R, T, M e X em fibroblastos humanos
apos 24, 48 e 72h de incubacdo, tal como medido no ensaio de MTT. As percentagens de viabilidade
celular sao expressas relativamente ao controlo (100% viabilidade celular). Os dados foram obtidos
pelo calculo da média do resultado de 3 experiéncias. Os respetivos erros foram determinados
abaixo de 0,05%. As barras de erro na figura representam os desvios padrao (isto é, +SD) das 3
experiéncias.
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Figura 7 - Efeito do perfil da concentracdo dos compostos M, R e T em fibroblastos humanos apos
72hde incubacdo. A percentagem de viabilidade é expressa relativamente ao controlo (100%
viabilidade celular). Os dados foram obtidos pelo calculo da média do resultado de 3 experiéncias.
Os respetivos erros foram determinados abaixo de 0,05%.

Os resultados descritos na figura 6 mostram que os compostos M, R e T nao
apresentam citotoxicidade celular nas horas de incubacao, apesar de haver uma ligeira
diminuicao da percentagem da viabilidade celular ao longo do tempo. Esta ligeira diminuicao
nao é significativa e nao implica posteriores utilizacées destes compostos, pois ndo induzem
respostas inflamatorias.

Contrariamente, o composto X foi o Unico que apresentou uma baixa viabilidade
celular, aproximadamente 30% das células. A sua elevada toxicidade é devido a presenca da
maior cadeia de amina. Desta forma, nao foi realizado o teste das diferentes concentracoes
para este composto e nao foram sintetizadas nanoparticulas com o composto X.

Em relacdo a figura 7, pela analise dos resultados obtidos verifica-se para todos os
compostos (M, R e T) uma diminuicdo da percentagem da viabilidade das células fibroblastos

humanos quando ha um aumento da sua concentracao.

5.3. Amplificacao e Purificacdao do Plasmideo

O plasmideo pCAG-ND1 foi amplificado numa cultura de células liquidas, em estirpes
de E.coli JM109 e posteriormente purificado com um kit de purificacdo de plasmideos da
NZtech®. De seguida, o plasmideo é analisado por eletroforese para assegurar que a isoforma
superenrolada esteja presente, uma vez que € a isoforma preferencial para a terapia génica.
Através da eletroforese em gel de agarose, a separacao das isoformas € feita consoante o seu
tamanho e conformacao. Neste caso, como o nimero de pares de bases das isoformas € o
mesmo, a separacao € feita em funcdo da conformacao. O pDNA superenrolado (sc) € mais
compacto, logo ira migrar mais facilmente através dos poros do gel de agarose. A forma
circular aberta (oc) fica mais retida no gel devido a sua estrutura mais relaxada. Na figura 8

estao presentes as 2 isoformas
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Figura 8- Eletroforese em gel de agarose do pCAG-ND1 purificado. Faixa 1-marcador de DNA; Faixa
2- Controlo de pDNA; Faixa 3 e 4- plasmideo purificado.

5.4. Sintese e Caracterizacdo das Nanoparticulas de CaCO3

As nanoparticulas foram sintetizadas pelo método de co-precipitacdao. Este método
consiste em duas solucoes A e B. A solucdo A contém CaCl,, pCAG-ND1 e o composto
fluorescente a estudar e a solucao B conteé NaCOs; e o polimero gelatina ou celulose. Apos a
juncdo da solucdo A com a solucdo B irdao formar-se nanoparticulas a base de pCAG-
ND1/composto fluorescente/polimero.

Em solucao, a molécula cloreto de calcio (CaCl,) dissocia-se originando ides de calcio
(Ca*) e ides cloreto (Cl'), o mesmo acontece com a molécula carbonato de sodio (Na,CO;),
que origina ides de sodio (2Na*) e um iao carbonato (CO;2). Desta forma, o ido calcio reage
com o iao carbonato, formando o carbonato de calcio que é insolivel em agua; em simultaneo

forma-se cloreto de sddio que é solivel em agua.

CaCl, = Ca®*(ag) + 2CI " (ag)
Na,C0; - 2Na*(aq) + €O (ag)

CaCl,(aq) + Na,C0; (aq) = CaC0O, (s) + 2NaCl (aq)

A celulose e a gelatina sdo polimeros catidnicos naturais nao toxicos, derivados de
recursos renovaveis, biocompativeis, biodegradaveis e com baixa imunogenicidade tornando-
se excelentes candidatos para a entrega de genes (Samal et al. 2012).

Na formacao das nanoparticulas, estas foram sempre protegidas da luz e antes de

qualquer ensaio foram sempre mantidas em gelo para assegurar a sua preservacao.
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Figura 9- Estrutura molecular da celulose e gelatina, respetivamente.

5.5. Morfologia das nanoparticulas

0 estudo da morfologia das nanoparticulas incorporadas com pCAG-ND1 foi realizado
através do uso do microscopio eletrénico de varrimento - Scanning Eletron Microscopy (SEM).
E um tipo de microscopio que usa um feixe de eletrdes altamente energético para produzir
informacdes da topografia e morfologia da amostra. Desta forma, o SEM permite perceber
caracteristicas importantes das nanoparticulas, como é o caso da forma e superficie. A figura

10 apresenta imagens fornecidas pelo SEM para os diferentes sistemas estudados.
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Figura 10- Morfologia das nanoparticulas paras os diferentes sistemas estudados. Sistema 5ug pCAG-
ND1/Composto M/celulose (A e B). Sistema 5ug pCAG-ND1/Composto M/gelatina (C e D). Sistema
10ug pCAG-ND1/Composto M/celulose (E e F). Sistema 10ug pCAG-ND1/Composto M/gelatina (G e
H). Sistema 5pg pCAG-ND1/Composto R/celulose (I e J). Sistema 5pug pCAG-ND1/ Composto
R/gelatina (K e L). Sistema 10pg pCAG-ND1/Composto R/celulose. (M e N). Sistema 10ug pCAG-
ND1/Composto R/gelatina (O e P). Sistema 5pg pCAG-ND1/ Composto T/celulose (Q e R). Sistema
5pg pCAG-ND1/ Composto T/gelatina (S e T). Sistema 10ug pCAG-ND1/Composto T/celulose. (U e
V). Sistema 10ug pCAG-ND1/ Composto T/gelatina (W e X).
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Pela visualizacdo das imagens constata-se que as nanoparticulas para os diferentes
sistemas apresentam uma morfologia esférica ou oval bem definida. Esta caracteristica torna-
se importante, uma vez que a forma esféria da nanoparticula permite uma rapida absorcao
por parte da célula, nomeadamente ao nivel da membrana celular, facilitando deste modo a

posterior internalizacao celular.

5.6. Tamanho das nanoparticulas

Uma propriedade importante de um transportador com aplicacdao biolégica é o tamanho. O
estudo do tamanho das nanoparticulas incorporadas com pCAG-ND1 foi realizado usando um
equipamento Zetasizer Nano ZS e uma célula zeta a 25°C. Na figura 11 sao apresentados os

tamanhos médios das nanoparticulas para os diferentes sistemas estudados.
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Figura 11- Tamanho da nanoparticula (nm) para os diferentes sistemas.
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Foram feitas medicdes dos tamanhos das nanoparticulas formadas. Esses valores
variam entre 170 e 330 nm. Quando as nanoparticulas sdao preparadas com polimeros (celulose
e gelatina) verifica-se uma diminuicdo do tamanho da particula comparativamente a
preparacao dos sistemas sem polimeros. A diminuicdo do tamanho é uma causa da interacdo
electroestatica que existe entre os grupos carboxilos do polimero com os ides Ca?* formando
uma estrutura mais condensada. Este facto torna-se importante pois permite uma melhor
absorcao celular e internalizacdo em aplicacoes biomédicas praticas de entrega de genes.

O uso da gelatina conduz a valores mais baixos em relacao ao tamanho comparando
com a celulose, independentemente da quantidade de pDNA utilizado. Comparando os
sistemas com o tipo de composto utilizado, denotam-se algumas variacées no tamanho, mas
nao sao consideradas relevantes, pois o tamanho das particulas ndo depende do tipo de
composto estudado.

Quando comparamos os sistemas de 5ug pCAG-ND1 e 10 pg pCAG-ND1, verifica-se que
para 5pg as nanoparticulas tém um tamanho superior quando comparado com o tamanho
obtido para os sistemas de 10 pg.

Em suma, todos os valores referentes ao diametro dos sistemas permitem o uso dos

mesmos em protocolos de internalizacao celular.

5.7. Potencial zeta das nanoparticulas

O potencial zeta torna-se uma particularidade importante a medir em nanoparticulas
devido as cargas elétricas que ocorrem quando submetidas numa suspensao liquida. A
determinacdo do potencial zeta nanoparticulas incorporadas com pCAG-ND1 foi executado no
mesmo aparelho e nas mesmas condicOes para a determinacao do tamanho.

Na figura 12 estao indicados os valores do potencial zeta para os diferentes sistemas
estudados e na tabela 2 estado indicados os valores do potencial zeta para o plasmideo,

polimeros e compostos.
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10 pg de pCAG-ND1
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Figura 12 - Potencial { das nanoparticulas para os diferentes sistemas estudados.

Tabela 2- Medicoes do potencial zeta (mV) para o plasmideo pCAG-ND1, polimeros celulose e

gelatina e compostos Re T.

Potencial zeta (mV)
pCAG-ND1 -198 + 12,2
Celulose -89 +1,4
Gelatina +71 + 8,9
Composto R +40,3 + 7,42
Composto T + 60,0 £ 5,99

Foram medidos os valores

do potencial zeta para os sistemas pCAG-

ND1/compostos/polimeros e também para o plasmideo, compostos e polimeros isoladamente.

Na auséncia de polimeros, os valores para os sistemas foram: composto R/5ug pCAG-
ND1 +42 mV; composto R/10ug + 12mV; composto T/5ug +58mV e composto T/10ug +39 mV.
Estes valores positivos devem-se principalmente ao facto de os compostos estarem na forma
protonada.

A utilizacao de polimeros, para além de melhorar a estabilidade e diminuir o tamanho
das nanoparticulas, também favorece a interacdo com a carga negativa dos proteoglicanos
aniénicos existentes na superficie da membrana celular, facilitando assim a internalizacao
celular. Neste ponto, o uso de polimeros ndo teve qualquer influéncia na alteracdo da carga
das nanoparticulas, visto que tanto na presenca como na auséncia de polimeros, o potencial
zeta manteve-se positivo.

Para o sistema 5ug de pDNA, verifica-se uma diminuicao significativa do valor do
potencial zeta quando se inserem polimeros. Sendo mais notoria essa diminuicao quando se
utiliza a celulose. Esta diminuicao deve-se ao facto de a celulose apresentar um potencial

zeta negativo de -89mV. Para a gelatina, o potencial nao sofre grande variacao devido a
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introducao das cargas positivas do proprio polimero e do composto T (+60mV). Para o sistema
gelatina/composto R, a diminuicdo do potencial é devido a introducdo de uma carga mais
baixa por parte do composto R (+40,3mV).

Para o sistema 10 pg de pDNA, ha uma diminuicdo do potencial zeta para a celulose,
no entanto, ha um aumento do potencial zeta devido as cargas positivas que se estdao a
introduzir com o uso da gelatina.

De uma forma geral, esta diminuicao do potencial zeta para os sistemas 5ug de
pDNA/celulose/compostos, 10ug de pDNA/celulose/compostos e 5 pg/gelatina/composto

sugere que as nanoparticulas possam estar mais aglomeradas e apresentarem uma menor
estabilidade.

5.8. Eficiéncia de encapsulacdao do pDNA

Para efeitos terapéuticos, a quantidade de pDNA encapsulado e a eficiéncia de
encapsulacdo sao parametros que se devem ter em conta. A percentagem de eficiéncia de

encapsulacao (%EE) de pDNA esta representada na figura 13.
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Figura 13- Percentagem de eficiéncia de encapsulacdo de pCAG-ND1 (%EE) das nanoparticulas para os
diferentes sistemas estudados. Todos os resultados foram apresentados como média + desvio padrao
(SD) com n=3.
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A figura 13 mostra as percentagens de eficiéncia de encapsulacdo para os nano
sistemas preparados com diferentes quantidades de plasmideo (5 e 10 pg de pCAG-ND1),
polimero e compostos fluorescentes.

Para o sistema de 5 ug pCAG-ND1, a %EE aumenta quando sdo inseridos polimeros,
para os compostos M, R e T, sendo ainda que a eficiéncia de encapsulacdo é mais notorio
quando se utiliza a celulose. Para o sistema 10 ug pCAG-ND1 também se verifica tal facto. A
percentagem de encapsulacdo com a celulose é superior a da gelatina. Desta forma, pode-se
dizer que a utilizacdo de polimeros aumenta a %EE do plasmideo devido as interacdes que
ocorrem entre plasmideo e polimero, porém é de realcar que os valores sao mais satisfatorios
quando se utiliza a celulose.

Quando se compara os sistemas 5 e 10ug pDNA, a %EE é ligeiramente superior nos
sistemas de 10ug. Isto sugere que os protocolos desenhados para o sistema 10ug conseguem

encapsular mais quantidade de plasmideo.

5.9. Teste de protecao das Nanoparticulas

O desenvolvimento de nanoparticulas estaveis ao ambiente celular é importante para
a protecao do pDNA. Efetivamente, as nucleases existentes no soro sao uma grande
preocupacao pois afetam a estabilidade do plasmideo e consequente eficiéncia de transfecao.
Deste modo, é crucial que as nanoparticulas de CaCO; protejam o plasmideo da degradacédo
das nucleases. Para confirmar a capacidade de protecdo das nanoparticulas, estas foram
incubadas com FBS (10%) + PBS (10%) a 37°C durante 30 minutos. Os resultados obtidos estao

representados na figura 14.

i 9 3 s 5 g 7 @ 9 10 11 12 13 14 15 16

Figura 14- Eletroforese em gel de agarose 1% para os sistemas estudados incubados em FBS (10%) +
PBS (10%) durante 30 min a 37 °C. Faixa 1- controlo 5ug pCAG-ND1; Faixa 2- 5ug pDNA/FBS+PBS;
Faixa 3- Sistema 5ug pCAG-ND1/Composto M/celulose; Faixa 4- Sistema 5ug pCAG-ND1/Composto
M/gelatina; Faixa 5- Sistema 5ug pCAG-ND1/Composto R/celulose; Faixa 6 - Sistema 5pg pCAG-ND1/
Composto R/gelatina; Faixa 7- Sistema 5ug pCAG-ND1/ Composto T/celulose; Faixa 8-Sistema 5ug
pCAG-ND1/ Composto T/gelatina; Faixa 9- controlo 10 pg de pCAG-ND1; Faixa 10- 10 pg
pDNA/FBS+PBS; Faixa 11- Sistema 10pug pCAG-ND1/Composto M/celulose; Faixa 12- Sistema 10ug
pCAG-ND1/Composto M/gelatina; Faixa 13- Sistema 10ug pCAG-ND1/Composto R/celulose; Faixa 14-
Sistema 10pg pCAG-ND1/Composto R/gelatina; Faixa 15- Sistema 10pug pCAG-ND1/Composto
T/celulose; Faixa 16- Sistema 10ug pCAG-ND1/ Composto T/gelatina.
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Os resultados da figura 14, verifica-se que o pDNA manteve-se estavel quando
incubado com FBS + PBS a 10%. Assim, podemos concluir que as nanoparticulas sintetizadas a
base de carbonato de calcio e de polimeros oferecem protecdo a carga terapéutica. Esta

protecao deve-se principalmente a interacdo do pDNA com os polimeros.

5.10.Avaliacao da citotoxicidade das Nanoparticulas
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Figura 15- Perfil da citotoxicidade das nanoparticulas em fibroblastos humanos apos 48 de
incubacdo. As percentagens de viabilidade celular sao expressas relativamente ao controlo (100%
viabilidade celular). Os dados foram obtidos pelo calculo da média do resultado de 3 experiéncias.
Os respetivos erros foram determinados abaixo de 1%. As barras de erro na figura representam os
desvios padrao (isto €, +SD) das 3 experiéncias.

Pela analise da figura 15, as nanoparticulas sintetizadas com diferentes quantidades
de pCAG-ND1, diferentes polimeros e diferentes compostos (M,R e T) nao apresentam efeitos
citotoxicos significativos paras as células fibroblastos humanos ao fim de 48h de incubacéo.
Desta forma, as nanoparticulas a base de carbonato de calcio apresentam-se promissoras para
aplicacoes de terapia génica mitocondrial.
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6. Discussao
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A investigacao relacionada com a salde publica e o tratamento de doencas tem sido cada vez
mais exigente e crescente por parte da sociedade. O tratamento da maioria das doencas
genéticas tem promovido a cooperacao de diferentes areas do conhecimento, numa tentativa
de trazer e desenvolver novas estratégias que sejam capazes de atuar in situ, como € o caso
da terapia génica.

As mitocondrias sao responsaveis por um vasto conjunto de doencas relacionadas com
desordens neuromusculares, diabetes e cancro. Apesar da sua evolucao nas metodologias de
tratamento, a cura das desordens mitocondriais € ainda ineficiente.

A terapia de genes surge como uma ferramenta promissora na abordagem terapéutica
de doencas baseadas em mutacdes do DNA mitocondrial.

O objetivo desta dissertacao foi o desenvolvimento de uma estratégia terapéutica
baseada num vetor ndo-viral que seja capaz de transfetar um gene de interesse terapéutico
na mitocondria. Foi desenvolvido um sistema que contém o gene mitocondrial ND1, o qual
codifica uma das proteinas do complexo | da cadeia respiratoria da mitocondria e, acoplado a
este, foram adicionados compostos fluorescentes derivados de acridina, naftaleno e quinolina
com o intuito de monitorizar o processo de transfecao em futuras investigacoes.

A sintese dos compostos fluorescentes e a sua incorporacao/caracterizacao das
nanoparticulas foi a estratégia inovadora do trabalho.

A localizacdo dos compostos nos organelos celulares, mais concretamente na
mitocondria, podera depender da aromaticidade, das cadeias das poliaminas utilizadas e até
mesmo da juncao de ambos.

Os compostos sintetizados utilizados nos estudos de citotoxicidade foram os
compostos M (acridina e dietilenotriamina), R (naftaleno e tris (2-aminoetil) amina), T
(quinolina e dietilenotriamina) e X (quinolina e tetraetilenopentamina).

A avaliagdo da sua citotoxicidade foi realizado pelo ensaio MTT em células
fibroblastos humanos apds 24, 48 e 72h de incubacdo. Além disso, também foi testado a
viabilidade celular variando a concentracao dos compostos. Os resultados apresentam-se
satisfatorios a excecdo do composto X que demonstrou ter efeitos citotoxicos.

A extracao do gene ND1 de amostras de sangue de individuos saudaveis e a sua ligacao
ao pDNA foi realizada pelo nosso grupo num projeto anterior (Salvado et al. 2015). O
plasmideo em estudo (pCAG-ND1) foi amplificado numa estirpe de E. coli JM109 e purificado
usando um kit apropriado. Foram obtidas as duas isoformas: sc e oc, sendo obtida em maiores
rendimentos a isoforma sc, isoforma esta, que permite proporcionar uma maior compactacao
do plasmideo assegurando uma eficiéncia de transfecdo superior relativamente as outras
isoformas.

As nanoparticulas a base de pDNA/composto foram produzidas pelo método de co-
precipitacdo. Este método consiste na juncdo de sais solUveis em agua que formam
aglomerados, como ¢é o caso dos sais cloreto de calcio e carbonato de sédio. Foram formadas
nanoparticulas com diferentes quantidades de pCAG-ND1 (5 pg e 10 pg), com os compostos M,

R e T. Adicionalmente foram inseridos polissacarideos biocompativeis como a celulose e a
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gelatina de forma a reduzir o tamanho, melhorar a estabilidade e aumentar a eficiéncia de
transfecao celular.

Para a caracterizacao das nanoparticulas foram realizados estudos como a analise da
morfologia por SEM, tamanho e potencial Zeta por Zetasizer, capacidade de protecao do
pDNA, percentagem de eficiéncia de encapsulacdo e avaliacao da sua citoxicidade.

As nanoparticulas apresentaram uma geometria esférica ou oval e tamanhos de
diametro reduzidos (170-300 nm), o que as torna adequadas para fins de entrega de genes. A
utilizacdo dos polimeros celulose e gelatina comprova que os polimeros aumentam a
estabilidade do complexo, devido as interacoes electroestaticas que ocorre entre os grupos
carboxilos do polimero com os ides Ca?*. Esta estabilizacao foi mais notoria para os sistemas
com gelatina. O tamanho pequeno, a escala nano, dos sistemas criados torna-se um fator
importante, pois as nanoparticulas apresentam uma rapida capacidade de difusdo, podendo
chegar mais facilmente a célula alvo, onde podem exercer a sua funcao terapéutica.

Além do tamanho, é necessario correlacionar este parametro com o potencial de
superficie do nano sistema. Os sistemas sao mais estaveis e disperso quando de insere a
gelatina e quando se utiliza maiores quantidades de pDNA. Os valores positivos do potencial
zeta tornam-se importantes quando consideramos os mecanismos de transfecao celular que
envolvem a interacao com a membrana celular.

Apesar destes parametros, a capacidade de encapsulacdao e a citotoxicidade das
nanoparticulas devem ser avaliadas a fim de conceber um sistema de entrega de genes
adequado. A eficiéncia de encapsulacdo para todos os sistemas na presenca de compostos
fluorescentes foi aproximadamente 45%. Os sistemas sintetizados com a celulose apresentam
valores com percentagens de encapsulacdo superiores de encapsulacdo, além disso, os
sistemas que contem 10ug de pDNA maior encapsulamento de plasmideo. De acordo com a
literatura (Santos et al. 2014; Costa et al. 2012) estes valores sdo razoaveis e apropriados a
futura utilizacdo destes sistemas em protocolos experimentais de terapia génica,
nomeadamente estudos in vitro de avaliacao da capacidade de transfecao.

Por fim, a avaliacao da citotoxicidade das nanoparticulas foi conseguida por MTT em
células fibroblastos humanos ao fim de 48h de transfecdo. Os resultados demostraram que o
sistema pCAG-ND1 a base de carbonato de calcio nao é significativamente toxico para as
células, sugerindo que nenhuma resposta secundaria é acionada quando se usam estes
sistemas para fins terapéuticos.

Em suma, de acordo com o que foi referido anteriormente, nanoparticulas a base de
carbonato de calcio, com quantidades de 10 ug pDNA e com a gelatina, apresentam melhores
caracteristicas para serem utilizados no desenvolvimento de um sistema continuo para a

entrega do gene ND1.
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6.1. Conclusdes e Perspetivas Futuras

O desenvolvimento de um método seguro e eficaz para a entrega de genes na
mitocondria é um dos objetivos cruciais da terapia génica mitocondrial.

Na etapa inicial do trabalho, foi delineado o desenvolvimento de um protocolo
terapéutico a escala nano com entrega de pDNA a base de nanoparticulas de carbonato de
calcio para o tratamento de doencas mitocondriais, incorporando compostos fluorescentes.

Numa primeira fase, foi delineado a sintese de compostos fluorescentes derivados de
acridina, naftaleno e quinolina para estudar a distribuicao sub-celular. Numa segunda fase,
foi delineado a sua incorporacao e encapsulacao juntamente com o plasmideo pCAG-ND1, em
nanoparticulas a base de carbonato de calcio formadas pelo método de co-precipitacdo, e por
fim a caracterizacao e avaliacdo das nanoparticulas sintetizadas.

Foi possivel criar um nanosistema com gene codificante para o complexo | da cadeia
respiratoria da mitocondria com compostos fluorescentes que apresentam diferentes anéis
aromaticos e cadeias de aminas distintas, com adicdo de polissacarideos (gelatina e celulose)
de forma a melhorar a estabilidade do sistema.

O sistema 10ug pCAG-ND1/gelatina/compostos criado apresenta morfologia, tamanho
e carga de superficie adequados para uso em terapia génica. Além disso, permite encapsular
eficazmente o conteldo genético e protege-lo da acdo das nucleases, o que se torna
promissor em aplicacdes praticas, comparativamente a outros protocolos a base de celulose e
rodamina 123 ja existentes.

Como perspetiva futura, através da fluorescéncia destes compostos, sera possivel
verificar por microscopia confocal a sua transfecao celular, a sua localizacao nos organelos
celulares, especificamente na mitocondria e devido as interagbes existentes com o pDNA
confirmar onde este se encontram no espaco intracelular.

Outro ponto importante sera a quantificacdo da expressdao da proteina que o gene
ND1 codifica e permitira o desenvolvimento de um protocolo efetivo de terapia génica
mitocondrial especifico de desordens mitocondriais baseadas no complexo I.

No futuro, acredito que a terapia de genes com vista a mitocondria possa ganhar
outra perspetiva no tratamento da qualidade de vida de pessoas que sofram de citopatias

mitocondriais e assim estabelecer um novo marco na medicina.
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