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Prefacio

Cada vez mais tém sido estudados sistemas de entrega de biofarmacos como
estratégia de tratamento para diversas doencas. Os sistemas de transporte de ADN
plasmidico (pADN) tém sido considerados vetores promissores em ambito terapéutico ja
que possibilitam a entrega de material genético a células alvo, contribuindo para

progressos no campo da terapia génica.

Neste trabalho foram desenvolvidos sistemas de transporte de pADN direcionados
a organelos celulares especificos, nomeadamente ao nidcleo e a mitocondria, a fim de

serem usados em aplicacOes de terapia génica nuclear e mitocondrial.

Para tal, sera feita a complexacao de pADN com polimeros a fim de formular
nanoparticulas, com propriedades de tamanho, carga superficial e morfologia adequadas
aos processos de captacao e internalizacao celular. Deste modo, o seu potencial efeito
terapéutico podera ser investigado. Sera feita a otimizacdo das propriedades destes
vetores a fim de melhorar a sua performance de transfecao celular in vitro, com vista a

expressao de proteinas.
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Resumo

Ao longo dos ultimos anos, algumas terapias, como a quimioterapia, braquiterapia,
imunoterapia ou radioterapia, tornaram-se o tratamento convencional para certas
doencas devido a sua eficicia, no entanto, mostraram ser muito invasivas, citotoxicas e
pouco seletivas. Mesmo com a exposi¢ao conjunta e continuada destes tratamentos, os
mesmos nao demonstram eficacia suficiente para curar tais doencas, sendo usados de

forma paliativa.

Com o desenvolvimento da Ciéncia dos materiais e rapido progresso da
nanotecnologia, a utilizacdo de materiais nanométricos na entrega de genes por
aplicacoes de terapia génica mudaram o atual paradigma da terapéutica, uma vez que
esta terapia possibilita a insercao de material genético em células e tecidos alvo de um

individuo, de forma mais direcionada e menos citotoxica.

Neste sentido, o desenvolvimento de vetores de entrega de material genético
seguros, seletivos, biocompativeis e ficeis de produzir surge como uma estratégia
adequada para fins terapéuticos. Entre os vetores virais e sintéticos, estes tultimos,
nomeadamente os de base polimérica, apresentam caracteristicas promissoras para

serem explorados com vista a sua aplicagdao em contexto clinico.

O nucleo e a mitocondria das células eucaridticas animais possuem genoma
proprio e o funcionamento de ambos os organelos esté interligado. Diversas doencas

humanas estdo associadas a mutagdes que ocorrem num ou em ambos os organelos.

A terapia génica nuclear tem sido amplamente investigada nas ultimas décadas e
evoluiu consideravelmente com varios ensaios clinicos em curso. Contrariamente, a
terapia génica mitocondrial é uma area, até ao momento, pouco estudada com apenas
alguns resultados publicados internacionalmente. Estes trabalhos tém demonstrado o
potencial efeito terapéutico da criacdo de vetores adequados a entrega de ADN

mitocondrial a mitocondrias.

Assim, neste trabalho foram desenvolvidos sistemas de transporte de ADN plasmidico
(pADN), com capacidade de direcionamento a organelos celulares especificos, tendo
como objetivo final restaurar o normal funcionamento celular. Para tal, fez-se a
complexacao de pADN com o polimero polietilenamina (PEI) e PEI associado ao agente
espacador poli (etileno glicol) (PEG) e modificado com o composto trifenilfosfonio (TPP)

que possui afinidade mitocondrial (PEI-PEG-TPP) a fim de formular nanoparticulas

ix



biocompativeis, com propriedades de tamanho, carga superficial e morfologia adequadas

aos processos de captacdo e internalizacao celular.

Deste modo, pretendeu-se desenvolver vetores com capacidade de direcionamento
ao nucleo e mitocondria das células, respetivamente. O seu potencial efeito terapéutico
foi investigado, foi feita a otimizacao das propriedades destes vetores a fim de melhorar
a sua performance de transfecao celular in vitro e assim promover avancos significativos
no desenvolvimento de sistemas de entrega direcionada de pADN com efeito terapéutico.

Também foi avaliada a citotoxicidade dos sistemas.

Os resultados demonstram uma variacao nas carateristicas das nanoparticulas
formuladas, quer ao nivel do tamanho, carga a superficie ou citotoxicidade induzida,
consoante o sistema formulado. Foi possivel a formulacao de poliplexos biocompativeis,

com boa capacidade de incorporacao de pADN e entrega eficaz as células.

Palavras-chave

ADN plasmidico; polietilenimina; polimeros cationicos; sistemas de entrega;

terapia génica; transfecao celular.
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Abstract

Throughout the last years, some therapies, such as chemotherapy, brachytherapy,
immunotherapy or radiotherapy, have become the conventional treatment for certain
diseases due to its effectiveness. However, the exposure to these treatments has shown
to be invasive, cytotoxic and not very selective. Even the combined and continuous

exposure of these therapies, show to be ineffective enough to cure.

With the development of material sciences and the fast progress in
nanotechnology, the use of nanometric materials in gene delivery by gene therapy
applications has changed the current paradigm of therapy, since it allows the insertion

of genetic material in targeted cells and tissues, in a more targeted and less cytotoxic way.

In this regard, the development of safe, selective, biocompatible and easy to
produce delivery vectors based on genetic material appears as a suitable strategy for
therapeutic purposes. Among the viral and synthetic vectors, the latter, namely the
polymeric-based ones, present promising features to their application in a clinical

context.

The nucleus and mitochondria of animal eukaryotic cells have their own genome,
and their functioning is connected between them. Several human diseases are associated

with mutations occurring in one or both of these organelles.

Nuclear genetic therapy has been widely studied on the last decades and has
evolved significantly with multiple ongoing clinical trials. On the other hand,
mitochondrial genetic therapy has been less studied. The few studies that have been
published show the potential therapeutic effect of the creation of appropriate vectors for

mitochondrial DNA delivery to the mitochondria.

Thus, in this work, plasmid DNA (pDNA) transport systems were developed and
directed to specific cellular organelles in order to restore normal cellular functioning. To
do so, pDNA was complexed with the polyethyleneamine polymer (PEI) and modified
PEI associated with the polyethylene glycol (PEG) spacer and triphenylphosphonium
compound (TPP) with mitochondrial affinity (PEI-PEG-TPP), in order to formulate
biocompatible nanoparticles, with the suitable properties concerning size, surface charge

and morphology required to the uptake and cellular internalization.

In this way, the aim was to develop vectors targeting the nucleus and mitochondria,
respectively. Their potential therapeutic effect was investigated and the properties of

these vectors were optimized in order to improve their in vitro cell transfection rate and
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thus promote the development of targeted delivery systems with therapeutic effect. The

cytotoxicity of the systems was also evaluated.

Depending on the formulated system, the results have shown a variation in the
characteristics of the formulated nanoparticles, either in terms of size, surface charge or
induced cytotoxicity. It was possible achieve biocompatible polyplexes, with good pDNA

incorporation and effective delivery to cells.

Keywords

Cationic polymers; cell transfection; delivery systems; gene therapy; plasmid DNA;

polyethylenimine.
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1. Introducao

Desde a proposta de modelo da estrutura em dupla hélice do ADN por Watson e
Crick em 1953 até ao sequenciamento do genoma humano concluido em 2003 que a
medicina moderna tem vindo a evoluir. Nos dias de hoje, conhecem-se muitos dos genes
envolvidos na patogénese, que estao na origem a muitas doencas humanas adquiridas ou

até mesmo hereditarias [1].

Todo o conhecimento, quer ao nivel basico de estrutura da célula como de funcées
e processos metabolicos dos organelos na célula permitiu entender de que forma as

células morrem num estado de doenca [2].

Com a descoberta da tecnologia de ADN recombinante, tornou-se possivel
manipular qualquer gene a fim de serem usados com potencial fim terapéutico, por
intermédio de técnicas de engenharia genética e biotecnologia, que permitem introduzir
genes no organismo através de duas estratégias: vacinas de ADN para desencadear uma
resposta imunoldgica, e a terapia génica para corrigir ou substituir algum defeito

genético [3].

Ambeas as estratégias tém por objetivo eliminar as causas das doencas, ao invés das

terapias convencionais que atuam ao nivel dos sintomas [4, 5].

1.1. Terapia génica

A terapia génica tem-se mostrado cada vez mais promissora no tratamento de
doencas, uma vez que permite transferir material genético a células especificas de um
paciente, aumentando a expressao de um ou mais genes de interesse, manipular genes

defeituosos ou em baixa expressao, a fim de curar ou desacelerar o estado de uma doenga

[6].

Nesta terapia sdo introduzidos 4cidos nucleicos as células que se vao intercalar com
os pares de bases do seu genoma a fim de reparar, substituir ou adicionar genes, que, por

sua vez expressam proteinas de interesse com efeito terapéutico.

Numa primeira fase, para se poder aplicar esta terapia é necessario amplificar o

gene terapéutico no vetor de ADN, apés identificar o gene mutado ou em falta. De



seguida, o gene terapéutico deve ser clonado no vetor de ADN e por fim, tirando proveito

de uma célula hospedeira adequada, o vetor de ADN final deve ser amplificado [7].

Para se conseguir transfetar uma célula eucariotica é necessario encapsular o
agente terapéutico num veiculo de transporte, formando um sistema de entrega. O
veiculo vai permitir a entrega direcionada do gene terapéutico as células alvo, e por esta

razao, é fundamental a escolha de vetores com propriedades adequadas [8].

Nas tltimas décadas tém vindo a ser desenvolvidos sistemas de entrega cada vez
mais seletivos, que sejam biocompativeis, faceis de produzir e otimizar e que

demonstrem eficicia na internalizacao celular [3].

A principal vantagem da utilizacdo da terapia génica deve-se ao facto, de permitir
um tratamento menos invasivo, na medida em que é mais seletivo, originando menos
efeitos secundarios [9]. Pode ser dirigida tanto a células somaticas, afetando apenas o
individuo alvo, tal como as células germinativas, apresentando potencial interesse na

erradicacao das doencas hereditarias [10].

1.1.1. Terapia combinada

A combinacao apropriada de material genético e firmacos pode maximizar o efeito
combinado dos dois agentes e assim melhorar o resultado terapéutico. Esta estratégia de
co-entrega permite acao terapéutica destes dois agentes e permite, desta forma, reduzir
a dose e concentragao do farmaco utilizado, diminuindo a resisténcia das células aos

farmacos [11].

Assim, os transportadores utilizados neste tipo de entrega tém de ter capacidade
de entregar eficazmente o material genético e os farmacos as células alvo de forma

controlada e precisa [12].

1.2. Caracteristicas dos agentes terapéuticos

Durante a entrega de material genético surgem diversos obstaculos, entre os quais
a barreira hematoencefalica, que por exemplo, continua a ser bastante dificil de
atravessar, devido a sua constitui¢do, com multiplas junc¢oes estreitas com propriedades
fisicas e quimicas que restringem o fluxo de solutos no sangue para dentro e fora do

cérebro, limitando bastante a entrega de genes nesta regiao [13].



Assim, para que os agentes terapéuticos consigam alcancar as células ou tecidos
alvo tém que apresentar estabilidade em fluidos biologicos, ser capazes de escapar ao
sistema imunitario e a enzimas celulares, como as nucleases, assim como escapar a via
endocitica ou superar diversas barreiras biologicas celulares, como a membrana

plasmaética e até nuclear.

1.2.1.Membrana plasmatica

A membrana plasmatica é uma estrutura que faz parte das células eucarioticas,
constituida por compostos como glicoproteinas, glicerolfosfatos e proteoglicanos

sulfatados, que lhe conferem uma carga superficial negativa e propriedades lipofilicas.

A carga da membrana é uma barreira que interdita a passagem de qualquer
organismo (virus e bactérias) ou substancias externas a célula com carga negativa.
Estudos evidenciam a existéncia de repulsoes eletrostaticas entre a superficie celular e o

genoma externo a célula, comprometendo precisamente a captacao celular [14].

Por este motivo tém-se vindo a formular sistemas de entrega de material genético
com propriedades de biocompatibilidade e carga que permitem melhorar a captacao

celular.

1.3. ADN plasmidico

O ADN plasmidico (pADN) é uma pequena molécula constituida por ADN de
cadeia dupla circular que tem a capacidade de se replicar dentro da célula hospedeira.
Esta molécula tem sido amplamente estudada pelas caracteristicas bastante promissoras

que apresenta como agente terapéutico.

Recorrendo a técnicas de engenharia genética € possivel alterar ou inserir
sequéncias trangénicas num pADN, que codificam para proteinas de interesse, como é o
caso da proteina supressora de tumor p53. O facto de apresentar um risco baixo de
mutagénese insercional, ser de facil construcao e producao, e ter elevada capacidade de
armazenamento tornam a utilizacdo do pADN vantajosa relativamente aos virus ou
sistemas de entrega de siARN’s, que dada a sua natureza anionica, sdo suscetiveis a

degradacao enzimatica e remocao nos rins ou figado [15].

Esta molécula é também de fcil obtencao sendo a sua producao possivel, em larga

escala, a partir de bactérias como a Escherichia coli (E.coli).



1.3.1.Proteina p53

A proteina p53, para além de outras funcoes, tem um papel fulcral na manutencao
da integridade do genoma, estando envolvida em diversas vias metabolicas de reparacgio
do ADN, regulacao do ciclo celular e inducao de apoptose. Esta proteina em particular é
reconhecida pelo seu efeito supressor tumoral importante na regulacdo de alguns

mecanismos celulares [16].

Para que uma célula se divida é necessario que alguns dos seus reguladores, como
as ciclinas por associacao a uma familia de enzimas chamadas quinases ativem diversas
proteinas alvo efetoras dentro da célula, que desencadeiam e controlam nao s6 a interfase
como a mitose da célula. A atividade destas ciclinas é influenciada por estimulos internos
e externos a célula, tais como os fatores de crescimento que levam ao aumento da sua
atividade, promovendo a divisao celular, ou ao invés danos no ADN, que diminuem ou

bloqueiam completamente a atividade das ciclinas, interrompendo o ciclo celular.

E nesta fase que a expressdo dos niveis da proteina p53 tem um papel fulcral,
desencadeando a producao de proteinas inibidoras de quinases, bloqueando a sua funcao
e ativando enzimas que reparam o ADN. Por fim, se a célula ndo conseguir reparar o
ADN, a proteina p53 ativa a morte celular programada, funcionando como uma proteina
indutora de apoptose, a fim de impedir a divisao celular e posterior passagem do ADN

danificado a préxima geracao [17]

Desta forma, baixos niveis de expressao de proteinas como a p53 em situacoes de
falha de reparacao de ADN danificado levam a proliferacao celular descontrolada, dando
origem a tumores. Assim, torna-se relevante a insercao de genes que codifiquem para

essa proteina no nucleo das células tumorais [18].

1.4. Vetores de transporte

A entrega do plasmideo a organelos celulares, como o nicleo ou a mitocondria,
apresenta algumas limita¢gdes, nomeadamente a dificuldade em atravessar a membrana

celular devido a sua carga negativa e a necessidade de um veiculo que direcione a entrega.

Existem diversos tipos de veiculos: os de base organica, nos quais os polimeros sao
os mais utilizados e os de base inorganica (nanotubos de carbono, ceramicas, entre
outros). Estes veiculos devem ter carga positiva, de modo a facilitar o encapsulamento
do plasmideo (que apresenta carga negativa) e, deste modo, a formacao de sistemas de
entrega de pADN.



1.4.1.Propriedades dos vetores

Os vetores de transporte devem ser concebidos para serem capazes de transportar
o material genético independentemente do seu tamanho e promover a libertacdo do
material genético em locais especificos, de maneira a conseguir entregar o agente

terapéutico de forma seletiva.

Devem promover elevada atividade biologica a baixas doses de administragao, bem
como possuir baixa toxicidade celular e capacidade de proteger os agentes terapéuticos
da degradacado quimica e enzimética dentro da célula. Também é importante serem de
producao facil e econémica e estaveis em condigoes fisiologicas, que dé tempo suficiente

para a sua total distribuicao.

Para que possam ser facilmente internalizados pelas células, os sistemas de
entrega devem possuir tamanho e carga superficial adequada. Dada a sua natureza, os

vetores podem ser de dois tipos: virais e nao virais.

1.5. Vetores virais vs. vetores nao virais

Os vetores virais, tal como o nome indica sao virus, que tém a capacidade de invadir
as células e intercalar o seu material genético nas mesmas, com a finalidade principal de
auto-replicar o seu genoma. Recorrendo a técnicas de engenharia genética, é possivel,
nos dias de hoje substituir parte do seu genoma, responsavel pela patogenicidade, por

um gene terapéutico de interesse [19].

Sao variados os vetores virais existentes, entre os quais, o retrovirus, grupo do qual
fazem parte os lentivirus, adenovirus, entre outros. A utilizacao destes vetores como
veiculos de transporte tem mostrado elevada capacidade transducional e de expressao
genética, contudo a recorrente utilizacdo faz com que sejam pouco seguros por serem
invasivos e induzirem um efeito toxico nas células/tecidos, por interagdes inespecificas

com células indesejaveis [20].

Outras implicacoes que limitam a utilizacdo destes vetores sdo a baixa capacidade
de transduc¢ao de moléculas de elevado tamanho, a inflamacao provocada nos tecidos, o
ganho de resisténcia das células, levando a imunogenicidade das mesmas e a inducao de

mutacgoes tumorigénicas (Tabela 1). Por fim, sdo de custo elevado e dificil producao [21].



Tabela 1 - Vetores virais mais utilizados em protocolos de terapia génica.

Tipos Vantagens Desvantagens

Local de ligacao de genes nao aleat6rio com

Retrovirus Alto grau de eficiéncia e preferéncia a introes e regioes de inicio da

[22, 23] estabilidade transducional transcricao;

Ativacao acidental de oncogenes endbgenos.

Capacidade de armazenamento insuficiente

Alta eficiéncia de transducéo para acomodar genes de grande dimensao;
expressao génica;
Adenovirus Niveis transitorios de expressao génica, com
[24] Capacidade de transporte de rapida diminuico;
material genético superior ao
retrovirus. Podem desencadear resposta imune e

inflamatoria grave.

Ja os vetores nao virais, apesar de apresentarem menor eficiéncia na transfecao
celular, tém a capacidade de condensar material genético quer de pequenas como de
grandes dimensbes, possuem boas caracteristicas de armazenamento,
biocompatibilidade, baixa imunogenicidade, ndo sdo infeciosos e sdo facilmente

captados pelas células.

Sao uma boa alternativa quando se pretende administrar repetitivamente um
tratamento pelo facto de provocarem pouca resisténcia as células. Para além de tudo isto,

sao de facil e econémica producao e facilmente manipulados [25].

Estes vetores podem ser fisicos, que aplicam uma forca fisica na membrana celular
capaz de neutralizar as cargas, permitindo a entrega intracelular do material genético ou
quimicos, por intermédio de péptidos, lipidos, polimeros ou substincias inorganicas
[26].

De entre os sistemas de vetores que utilizam métodos fisicos para destabilizar a
membrana celular e fazer a entrega de material genético distinguem-se o ADN balistico
(bombardeamento de genes) e a microinjecdo. Estes sistemas de entrega recorrem
também a estimulos externos a fim de aumentar a sua eficiéncia de transfecdo, através
da exposicao das células a campos elétricos (eletroporagao), ultrasons (sonoporacao),

pressao hidrodinamica (hidroporacao) ou lasers (fotoporacao) [27].

Todos estes métodos sdao bastante invasivos e como alternativa tém vindo a ser

estudados outros tipos de vetores que utilizam métodos quimicos de entrega, por



intermédio de nanoparticulas, que tém revelado enorme potencial ao nivel dos sistemas

de entrega de diversas moléculas terapéuticas, entre as quais material genético [28].

Desta forma, as nanoparticulas podem ser de natureza inorganica, em que o agente
transportador se baseia em ouro, silica, fosfato de céalcio e magnéticas ou natureza
organica, podendo ser de base polimérica (polimeros naturais, sintéticos ou catiénicos,
dendrimeros) ou lipidica (lipossomas, lipidos catidnicos, e sintéticos e nanoparticulas

poliméricas [25].

As nanoparticulas inorganicas apesar de apresentarem uma eficiéncia razoavel na
transfecdo em geral, podendo esta ser aumentada com estimulos magnéticos externos,
possuem uma elevada estabilidade estrutural, grande capacidade de carga e
possibilidade de modificacao da superficie com diferentes moléculas. Contudo também
apresentam alguns inconvenientes como a baixa biocompatibilidade, acumula¢dao no

organismo e agregacao de particulas nas células.

As nanoparticulas de ouro, apesar de demonstrarem elevada eficiéncia na
transfecao por absorg¢ao fototérmica e promoverem a libertacao controlada do material
genético, com a exposicao continuada acumulam-se nas células, dado a sua elevada
estabilidade quimica. J4 as de silica sdo de baixa toxicidade e de facil funcionalizacao,
contudo a transfecao nao se demonstra tao eficiente, devido a interacao entre proteinas

plasmaticas [29].

Por fim, as nanoparticulas magnéticas, tais como fulerenos e nanotubos de
carbono, pontos quanticos, 6xido de ferro ou prata mostram-se as mais promissoras para
aplicacOes terapéuticas dado a transfecao ser bastante eficiente, pelo tamanho reduzido
de particulas e a possibilidade de revestimento de superficie para facilitar a ligacdo ao
material genético. Contudo ainda se desconhece-se ao pormenor a sua biosseguranca e

funcao a longo prazo [7].

1.5.1.Vetores organicos

Todas estas desvantagens tornam os vetores de natureza inorganica pouco seguros

quando comparados com os organicos, representados no Anexo 1.

Como se pode constatar, todos os vetores tém as suas vantagens e inconvenientes.
No entanto, de entre os referidos, os que demonstram ser mais promissores sao os

polimeros e copolimeros, por apresentarem uma biodegradacao rapida no organismo,



minimizando os efeitos toxicos e de acumulacdo, baixa imunogenicidade e facilidade de

producao [30].

Além disso, principalmente dos polimeros cationicos, a facilidade com que se pode

substituir ou adicionar grupos funcionais a fim de modificar a sua estrutura geométrica,

comprimento ou peso molecular, faz com que sejam os mais promissores a serem usados

em protocolos de terapia génica [25, 31].Na Tabela 2 estdo representados alguns dos

vetores.

Tabela 2 — Tipos de polimeros utilizados como vetores.

Polimeros Exemplos
Proteinas,
éptidos e
Naturais [26] p. P )
polissacaridos
(Quitosano)
PEIL PLL
Sintéticos
(Poli ésteres) = pendrimeros
[27, 28] (PPI, PDL,
PAMAN,
PMMH) ...
Micelas
Copolimeros
[26, 29]
PLA e PLGA
Poli (etileno
glicol) (PEG)

Caracteristicas

Capacidade de circulacdo na corrente sanguinea durante longos

periodos de tempo sem degradarem

Catidnicos (carga positiva), robustos, estaveis e de sintese

relativamente facil

Propriedades anfipaticas permitem a entrega de material genético

no interior ou a superficie do nacleo das células

Baixa taxa de transfecdo derivado a competicao de interacio celular

entre a superficie da célula ou outros ligandos, como o acido f6lico

Propriedades anfipaticas permitem alterar a fluidez da membrana

celular e escapar aos fagdcitos

Vetor mais eficaz no transporte de agentes terapéuticos com

propriedades hidrofobicas

Propriedades hidrofobicas, biodegradaveis e biocompativeis

Inerte de baixa densidade



Entre os demais, os que apresentam melhores propriedades sdo os sintéticos

(cationicos) e os copolimeros, em particular os polimeros PEI e PEG.

As cargas positivas a superficie de qualquer polimero sintético a pH neutro deve-
se a elevada quantidade de atomos de azoto na sua constituicao. Esta caracteristica
confere facilidade na complexacao de material genético (ADN ou ARN) por estes vetores,
uma vez que os grupos fosfato dos acidos nucleicos apresentam carga negativa, levando

a encapsulacao do material genético no vetor apds a neutralizacao de cargas [32].

Esta diferenca de cargas, faz com que as interacoes criadas entre os grupos N-P
sejam fortes, de alta energia, dado ao reduzido comprimento de ligacao, promovendo a

nanoformulacao dos poliplexos.

Os poliplexos sao definidos como particulas coloidais, de forma esférica e de
tamanho variavel, superior a 30 nm, com boas propriedades para a transfecao celular

(Figura 1) [33].

Poliplexo

Composto polimero-ADN ?

Grupo hidrofilico . N
FANTAN

s 17 14087

] [
@ i5
ADN/ARN
ADN P
Interacao entre fosfatos e aminas Poliplexo hm‘-;—-

Grupo cationico

Figura 1 — Estrutura do poliplexo (A) e interacao vetor/material genético na sua formulagio (B), adaptado
de [22, 34].

Estes vetores apresentam carga positiva distribuida em toda a superficie que lhes
confere eficiéncia na transfecao. Ainda assim, por vezes estes sistemas tém dificuldade
em ultrapassar algumas barreiras dentro e fora das células e provocam alguma
citotoxicidade devido a sua carga positiva ou elevado peso molecular, alterando a
morfologia das células, ou causando danos na membrana celular e reduzindo a atividade

metabolica [34].



1.5.2. Formacao e caracteristicas dos poliplexos

A incorporacdo do material genético no vetor pode ocorrer por interacoes
eletrostaticas, interacoes hidrofobicas ou conjugacao quimica. O material genético pode
ficar encapsulado no vetor, ficando “dentro” do vetor completamente protegido das
condic¢oOes envolventes, complexado, por adsorc¢ao quimica, ou aderido a superficie pela

carga do vetor, por intermédio de interacées eletrostaticas ou hidrofébicas (Figura 2) [35,
361.

Figura 2 — Ilustracio esquematica dos 3 tipos de associacio vetor- material genético: encapsulagio (A),
complexacao (B) e carga a superficie (C), adaptado de [36].

Os poliplexos, no geral sao formados por interacoes eletrostaticas causadas pelas
diferencas de cargas entre o vetor e o material genético [37]. A sintese destes compostos
é simples na medida em que consiste apenas na mistura de uma solugao de polimero com

o material genético [38].

A alteracao da composicao quimica dos polimeros, e assim da sua estrutura, por
introducao de grupos funcionais que conferem mais afinidade a alvos especificos, pode
aumentar a eficicia de transfecao dos poliplexos e reduzir a sua toxicidade. Por esta razao

sao formulados e estudados uma grande variedade de derivados de polimeros [39].

O peso molecular e o tamanho dos polimeros utilizados, tem bastante influéncia
na eficiéncia de transfe¢do. Nanoparticulas que apresentem tamanhos abaixo de 400 nm
oferecem menor perigo de coagulacdo sanguinea e agregacao ap6s administracao
intravenosa. Contudo, ha que ter em conta as células alvo, uma vez que
nanotransportadores com tamanhos de 50 a 100 nm correm o risco de se acumular no
figado e superiores a 200 nm no bacgo. Por outro lado, os capilares pulmonares, podem
reter particulas de 2-5000 nm, enquanto que nanoparticulas com didmetro inferior a 5

nm, ficam retidas nos rins [40].

Desta forma, nanoparticulas com tamanho entre 100 a 200 nm apresentam as

melhores caracteristicas para protocolos de terapia génica.
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O racio N/P, que é a relacdo entre a concentracao molar de cargas positivas e
negativas do polimero e material genético respetivamente, também tem bastante
influéncia na eficiéncia da transfecao. Assim, a eficacia dos poliplexos depende da relacao

entre a eficiéncia de transfecao e a citotoxicidade induzida [41].

1.6. Etapas na transfecao celular

Apo6s a formulagao do poliplexos e entrega as células, surgem diversas barreiras
intra e extracelulares a considerar, até que estes alcancem o alvo especifico onde ocorrera

a transcricao e traducao do gene na proteina de interesse.

Primeiramente tém que ser estaveis em condicoes fisiologicas ao longo de todo o
percurso até chegar as células. Tém de interagir com a membrana celular através da carga

superficial ou por conjugacao com moléculas constituintes.

Apos atravessar a membrana tem que ter capacidade de escapar da via
endolisossomal, conseguir desagregar o material genético do vetor para translocagao

nuclear [42].

1.6.1.Internalizacao do poliplexo

Para que estes poliplexos consigam atravessar a membrana celular tém que ter um
tamanho preferencial de 10 a 500 nm. Os ligandos especificos do sistema de entrega
promovem diferentes tipos de captacao por afinidade preferencial a recetores na

superficie da célula.

Desta forma, os polimeros catiéonicos podem ser facilmente complexados com
varias moléculas como proteinas, aptameros, entre outras, que se associam a recetores

especificos expressos na membrana celular, constituido um sistema de targeting ativo.

Por outro lado, parametros como o pH, temperatura ou carga superficial também
podem influenciar a entrada do poliplexo na célula, tratando-se neste caso de um sistema
de targeting passivo que podemos usar a nosso favor com a utilizacdo de compostos

responsivos a estes parametros, facilitando a internalizacao celular [43].

A captacao de material genético pelas células pode ocorrer por duas vias: fagocitica
ou nao fagocitica. A endocitose e a pinocitose sao dois processos de captacao das vias nao

fagociticas.
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A entrada da maioria dos poliplexos na célula ocorre por endocitose, que pode ser
mediada por claveolinas na captacao de poliplexos com tamanho entre 60 a 80 nm ou
por clatrinas, quando apresentam um tamanho em torno de 100 nm. Os poliplexos de

tamanho superior sao captados por pinocitose [44].

Por este motivo é de extrema importancia ndo s6 a otimizacdo da carga de

superficie como também do tamanho dos poliplexos usados em terapia génica.

1.6.2. Fuga da via endolisossomal

Durante o processo de captacdo celular, os poliplexos sao internalizados por
vesiculas endossomais intracelulares e transportados pelo citoplasma ao longo da via
endocitica, formando os endossomas. O transporte endossémico pode traduzir uma
desvantagem para uma transfecao eficiente, uma vez que se poliplexos permanecerem
por muito tempo nos endossomas serdao provavelmente fundidos e degradados pelos
lisossomas, que sao vesiculas com um pH em torno dos 5, com elevada concentracao de

enzimas, capazes de degradar o material genético, comprometendo assim a sua entrega

[30, 45].

Alguns poliplexos tém a capacidade de fuga endolisossomal [46], devido a algumas
caracteristicas intrinsecas, tais como carga positiva e capacidade tampao, associada ao
facto de conterem diversos grupos de aminas, com comportamento responsivo a

diferentes valores de pH [47].

Estes apresentam alguns grupos de aminas desprotonadas a pH fisiologico
extracelular e a valores de pH mais baixos, como o dos lisossomas. Tém a capacidade de
absorver ides hidrogénio (H*) presentes no interior dos lisossomas, o que leva a entrada
de i0es hidrogénio e conjuntamente cloreto (Cl-) para dentro do mesmo por difusao
passiva, pelos canais i6nicos ATPases e de Cl- respetivamente, presentes na membrana

tanto dos endossomas como lisossomas [48].

Com o decorrer do processo, a integridade da membrana endossomal fica
comprometida, uma vez que ocorrem repulsdes entre os grupos amina protonados dos
poliplexos, promovendo a expansao dos mesmos e é também gerado um gradiente
osmotico para o interior da vesicula, levando ao seu inchaco pela entrada de agua [49].
Consequentemente a membrana endossomal fica desestabilizada e ocorre a rutura do
endossoma e o poliplexo é libertado no citoplasma (Figura 3) [30]. Este fenomeno de

fuga endolisossomal é designado “esponja de protées” e é o mais recentemente aceite

[50].
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Figura 3 - Representacao do fenémeno “esponja de protdes”, adaptado de [46].

Poliplexos conjugados com agentes quimicos, como bases fracas, com
propriedades tamponamento do pH nas vesiculas endossomais podem promover fuga
endosomal mais tardia, com maior potencial aplicagdo na entrega direcionada a alvos

especificos.

1.6.3. Descondensacao do vetor

Apos a libertacao dos poliplexos dos endossomas, estes podem interagir de forma
nao especifica com microtiibulos ou proteinas motoras, devido a sua natureza catibnica,
que sdo capazes de os conduzir ao longo do citoplasma. De seguida ocorre a libertacao
do pADN ao vetor de transporte, tanto mais rapida quanto menor a forca de interacao

quimica entre ambos [51].

Posteriormente, o pADN continua a migrar no citoplasma em direcao ao alvo
especifico que tem mais afinidade. Se for dirigido ao ndcleo, onde sera transcrito em
mARN e consequentemente, traduzido na proteina de interesse, surgem algumas
barreiras biolégicas nesta fase a passagem pela membrana nuclear, devido a presenca de

nucleases citosoélicas capazes de degradar o pADN.

Por este motivo, o vetor utilizado no sistema de entrega deve estabelecer interacoes
fortes com o pADN a fim de o proteger da degradacdo dessas mesmas nucleases, e
conferir estabilidade ao pADN em condicoes fisiologicas para que nao interaja com
componentes do sangue a longo prazo e melhore o seu transporte ao longo da célula até

a membrana nuclear [52].
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Desta forma, a eficacia de transfecdo também depende da estabilidade do poliplexo
no citoplasma da célula, promovida pelo elevado peso molecular e da capacidade de

libertacao do material genético [42].

1.6.4. Internalizaciao de pADN no ntucleo

Para a célula poder sintetizar a proteina de interesse, o pADN tem de ser
internalizado pelo nucleo, onde é transcrito em mARN e consequentemente convertido

no antigénio proteico.

Para atravessarem a membrana nuclear, os vetores nao virais dependem da rutura
da mesma aquando da divisao celular, ao invés dos virais que utilizam mecanismos de
importacao nuclear. Contudo, caso nao ocorra divisao celular, a importacao do pADN

pode ocorrer por intermédio diversos processos, dependendo do seu tamanho.

Plasmideos com tamanho inferior até 10 nm passam diretamente através dos poros
da membrana, por interacao inespecifica do material genético a proteinas expressas na
membrana enquanto que os de tamanho superior (até 25 nm) sdo transportados através

de proteinas denominadas carioferinas (Figura 4) [43].

ADN -4\ t + Poliplexo
Polimero B —_\M‘ y +
Y ‘\\\‘\:\- + )
: A ? e '
? + A s A
b = + :

=X »»  Interacdo

elular i
Membrana C eletrostatica

Endocitose Yy

e
¢
(0] Illlc[eal_

Nucleo

Figura 4 - Esquema representativo da formulacio e entrada de poliplexos na célula por endocitose
direcionados ao nucleo, adaptado de [43].
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Em suma, para que os poliplexos garantam uma eficiente transfecao celular e baixa
citotoxicidade tém que conseguir encapsular eficazmente o material genético, apresentar
estabilidade em condicoes fisiologicas, ter capacidade de degradacdo na circulacdo
sanguinea, promover a entrada nas células-alvo, ter capacidade de fuga endolisossomal

e eficiéncia na entrega do material genético ao alvo [53].

1.7. Polimero PEI

O polimero catidnico PEI tem-se mostrado um veiculo de sistema de transporte
bastante eficaz entre os varios polimeros catiénicos em diversos estudos, dado as suas

elevadas taxas de transfecao na entrega de acidos nucleicos a diversas linhas celulares.

Este polimero apresenta varios grupos amina na sua constituicao, que fazem com
que seja facil a sua interacdo com moléculas carregadas negativamente e possibilitam
também a sua modificacdo quimica, bem como a formulacao de complexos PEI/ADN.
Além disso, nao necessita de condicoes especificas de armazenamento, sendo estavel em

solucao por varios anos [54].

Pode apresentar diversos pesos moleculares e ter uma estrutura linear ou
ramificada, sendo esta a de maior interesse ao nivel da terapia génica, nomeadamente a
de 25 kDa (Figura 5) [55], devido ao facto de promover um melhor encapsulamento do

ADN e portanto dar origem poliplexos de menor tamanho [56].

N\/“\N
H n

NH,

Figura 5 - Estrutura quimica do monémero do polimero PEI ramificado [57].

Este polimero é composto por 25% de aminas priméarias, 50% de aminas
secundarias e 25% terciarias, em que a valores de pH de 5 e 7 apenas 20 a 40% das aminas

sdo protonaveis, respetivamente.

A elevada densidade de grupos amina protonados a diversos valores de pKa,

conferem-lhe caracteristicas de tamponamento intrinsecas em resposta aos diferentes
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valores de pH do meio, o que facilita a ligacao celular e a endocitose a pH fisiologico e faz
com que seja mais eficaz que o PEI linear, em que todos os grupos amina sao protonaveis

[14, 57].

Durante o processo de captacao celular, a carga positiva do polimero permite a fuga
endolisossomal pelo processo descrito na alinea 1.6.2., devido ao seu grau de ionizacao

responsivo ao pH [56].

Apesar dos poliplexos formados pelo polimero PEI serem consideravelmente
maiores que os lipoplexos por exemplo, ou formados por outros polimeros devido a sua
elevada carga, a elevada capacidade de condensacao de ADN por parte do PEI 25kDa
permite formar poliplexos mais pequenos (em torno dos 200 nm) que o PEI ramificado
de baixo peso molecular, de estrutura linear ou quaisquer outros polimeros de peso
molecular inferior, o que facilita a passagem dos mesmos ao longo da membrana celular

no processo de captacao celular [58, 59].

Quanto ao processo de transfecao, este polimero atua na membrana celular como
os outros polimeros catiénicos, por interacoes eletrostaticas entre o seu grupo amina,
carregado positivamente, e o grupo fosfado de ADN, carregado negativamente,
neutralizando assim a carga a superficie, despolarizando a membrana [61]. O processo
de endocitose dos poliplexos, formados pelo polimero PEI pode ser mediado por
claveolinas ou clatrinas, enquanto que processo de endocitose dos lipoplexos é mediado

apenas por clatrinas [62].

A utilizagao do polimero, na forma ramificada, embora apresente maior eficicia na
transfecao que o PEI linear, pela carga superior e elevada interacdo ADN/polimero,
dificulta a descondensacao e libertacdao correta do ADN do poliplexo. Também induz
citotoxicidade aguda in vivo a concentracoes mais elevadas, devido a destabilizacao da
membrana celular dos glébulos vermelhos, conduzindo a ativacdo de processos de

autofagia, apoptose ou até necrose [53, 63].

Para além disso, os poliplexos formulados tem tendéncia a agregar em condigoes
fisiologicas, estabelecem algumas interacdes inespecificas e apresentam baixa
biodegradabilidade, por conterem muitas ligacdes C-C e C-N, podendo levar a rutura da

membrana da célula e consequente morte celular [59].

A formulacao dos poliplexos também constitui um passo limitante na eficiéncia de
transfecdo. Poliplexos formulados a valores de racio N/P superiores, ou seja, com maior
densidade de carga positiva e carga superficial associada, embora apresentam maior
eficacia na transfecdo, tém maior dificuldade de desempacotamento dos lisossomas,

induzindo maior citotoxicidade [64].
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Todas estas desvantagens associadas a forte interacdo entre o PEI e o ADN
comprometem a eficiéncia da transfeccdo in vivo, limitando ainda o seu uso em
aplicacoes clinicas, sendo portanto de extrema importancia a otimizacdo das suas

propriedades [65].

Por todas estas razoes, este polimero deve ser modificado, seja por diminuicao da
sua carga, massa molecular ou por conjugacdo com outros copolimeros, como o PEG

[20].

1.7.1.Polimero PEG

Uma maneira de diminuir consideravelmente a toxicidade do PEI é reduzir a carga
a superficie por associacao ao polimero PEG, promovendo desta forma a libertacao do
poliplexo no citoplasma celular apos a fuga endossémica, pela diminuicao a forca de
interacao ADN/PEI [20].

O polimero PEG é inerte, promove a estabilidade coloidal, reduz a citotoxicidade
in vitro e in vivo, aumenta a biodisponibilidade dos poliplexos na corrente sanguinea e

confere capacidade de fuga ao sistema imunitario (Figura 6).

Apresenta propriedades hidrofilicas, e portanto aumenta a solubilidade dos
complexos polimero/ADN em agua [20]. O PEG tem a capacidade de gerar uma camada
de hidratacao a volta dos poliplexos, o que limita a interacao dos mesmos com proteinas

sanguineas ou outros poliplexos, sendo por isso considerado furtivo.

Desta forma, o tempo de circulagdo dos poliplexos na corrente sanguinea é
prolongando, diminui a agregacdo dos poliplexos, favorece a biocompatibilidade e a
transfecdo de genes, contudo a interagao do polimero com a bicamada lipidica das células

€ mais reduzida, o que pode limitar a sua internalizacao pelas células [66, 44].

Outra desvantagem que o PEG apresenta esta relacionada com o elevado peso
molecular e densidade das suas cadeias, que dificulta a complexacgdo e libertagdo do
PADN nas células [67].

Por fim pode ser usado como agente espagador, permitindo conjugar ligandos de
outros polimeros ou compostos a grupos funcionais da sua constituicao, conferindo

maior direcionamento dos poliplexos a alvos especificos [20].
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Figura 6 - Estrutura quimica do monémero do polimero PEG [20].

1.8. Mitocondria

A mitocondria é um organelo intracelular que evoluiu de uma relacdo entre
microrganismos aerobios e células eucarioticas primordiais. Encontra-se no citoplasma
e tem como principal fung¢ao a fosforilagao oxidativa, em que utiliza o oxigénio da célula
para produzir energia 1til, na forma de ATP, indispensavel nas mais diversas fungoes

metabolicas e processos de manutencao/reparacao celular [68].

1.8.1. Funcoes mitocondriais

A mitocondria desempenha um papel importante na regulacdo do equilibrio
osmotico da célula, controlo genético, regula a homeostase de ferro e calcio, ¢
responsavel pelo catabolismo de carboidratos, alguns amino4cidos e gordura e regula e
sinaliza as células a apoptose, através do transporte idnico. Apesar de gerar espécies
reativas de oxigénio no processo de fosforilacdo oxidativa, também intervém na

regulacao das mesmas [3, 68].

O incorreto funcionamento da mitocondria esta na origem de diversas doencgas
degenerativas e distarbios humanos, comecando por prejudicar 6rgaos com altos

requisitos energéticos, como musculos, coragao, sistemas renais e endocrinos [69, 70].

1.8.2. Estrutura e caracteristicas

A mitocondria é constituida por uma dupla membrana, formada por membrana
interna, externa, espaco intermembranar e matriz mitocondrial. E na membrana interna
que estdo presentes as proteinas e enzimas necessarias a realizacdo das principais
funcoes metabolicas da mitocondria, como a obtencdo de energia através da cadeia

transportadora de eletrdes e a troca de i0es.
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Possui cristas, que sao pequenas vilosidades que permitem aumentar a sua
superficie, bem como elevado potencial de membrana, cerca de 150 a 180 mV, a fim de
manter o seu potencial de oxidacao-reducao, com a homeostase dos i0es célcio na célula,
que se mantém por possuir capacidade de bombardeamento de protoes através da sua

membrana interna [72].

1.8.2.1. Genoma mitocondrial

Para além do ntucleo, a mitocondria possui o seu proprio genoma, o ADN
mitocondrial (mtADN). Este genoma esta presente na matriz mitocondrial, é de cadeia
dupla circular fechada e tem cerca de 16,6 kpb. Replica-se independentemente do

restante ADN genomico da célula e esta presente em grandes quantidades de copias.

Contém 37 genes, dos quais 22 genes que codificam o tARN, 13 genes que codificam
subunidades do sistema de fosforilagdo oxidativa e por fim 2 genes que codificam o
rARN. E constituido por duas cadeias de diferentes constituicdo e densidade, a cadeia
leve (interior) e a cadeia pesada (exterior), constituidas maioritariamente por citocinas

e guaninas respetivamente.

A replicacao de novas cadeias de mtADN inicia-se a partir da origem de replicacao
da cadeia pesada até a origem de replicacao da cadeia leve, onde é sintetizada uma nova

cadeia em sentido contrario até ambas as cadeias estarem replicadas [73].

1.8.2.2. Mecanismos de auto-reparacao

A mitocondria também apresenta alguns mecanismos autébnomos de reparacdo de
mtADN com mutagdes, que permitem remover ou substituir bases lesadas por excisao
de bases (REB).

Este mecanismo REB tem também capacidade de reparar alguns danos graves
causados por quebra espontanea de cadeias de bases, como a depurinacdo, em que ocorre
a perda de uma base purica ou despirimidinacao (perda de uma base pirimidica) [74].
Pode ocorrer por via curta, em que é reparado apenas um nucle6tido ou por via longa,
reparando no minimo dois nucleétidos. A ineficiente reparagao de todos estes erros e

danos pode dar origem a diversas doencas mitocondriais [75].
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1.8.3. Doencas mitocondriais

As doencas mitocondriais humanas devem-se a mutagoes herdadas pela mae ou
entao mutagdes espontaneas que ocorrem no nADN ou mtADN. Alguns fatores como a
falta de proteinas reguladoras de genes (histonas), de mecanismos de reparacao do ADN,
a exposicao do genoma mitocondrial a radicais livres gerados na cadeia transportadora
de eletroes ou a radiacdo ultravioleta [76], infecOes virais, ndo possuir introes, as
iniimeras copias de mtADN na mitocondria e mecanismos de autorreplica¢ao tornam-na

mais suscetivel a mutagoes no seu ADN relativamente ao ADN nuclear [77].

Ainadequada producao de energia na mitocondria, por mutagcoes no mtADN, pode
ainda condicionar o correto funcionamento de alguns tecidos que exigem uma grande
quantidade de ATP como o cérebro, musculo, coracao, rins, figado e sistemas endo6crinos,
originando indmeras doencas como Neuropatia oOtica Hereditaria de Leber,
Encefalomiopatia mitocondrial, Epilepsia miocl6nica, Sindrome de Leigh, entre outras
[78].

1.8.4. Composto PEI-PEG-TPP

O polimero PEI 25 kDa quando complexado com o TPP, adquire afinidade pela
mitocondria e desta forma é possivel a entrega de forma direcionada do pADN a
mitocondria. Para que o PEI consiga estabelecer ligacao a este derivado TPP, é necessario
um agente espacador, como o polimero PEG, que derivado as suas propriedades
hidrofilicas evita a interacdo com componentes do sangue ou outras nanoparticulas.

Desta forma o efeito destes poliplexos na corrente sanguinea nao é comprometido [79].

Apesar deste polimero tornar o composto mais biocompativel e com a capacidade
de escapar ao sistema imunitario, a sua utilizacdo em grandes quantidades esta também
associada a uma diminuicdo na internalizacdo dos poliplexos e dificulta o
desempacotamento dos mesmos, impedindo a correta libertacio do ADN ao alvo

especifico [80].

O TPP é um composto lipidico catiénico com afinidade a mitocondria, que tal como
outros péptidos (guanidina, rodamina, F16) é amplamente utilizado em sistemas de
direcionamento de terapia génica. Este é o mais promissor devido a sua elevada carga
positiva que faz com que se acumule e penetre facilmente a membrana mitocondrial, que

tem um potencial altamente negativo, nomeadamente no interior (até -180 mV).
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E constituido por um atomo de fosforo de carga positiva cercado por 3 grupos fenil

que lhe conferem propriedades hidrofobicas (Figura 7) [81].

Figura 7 - Representacio estrutural do composto trifenilfosfonio (TPP), adaptado de [78].

Este composto, é captado e internalizado por transporte ativo que ocorre através
de bombas de protbes existentes quer na membrana plasmatica quer mitocondrial.
Durante o transporte é gerada uma variacao de potencial que facilita a captacao de novos

compostos que é tanto mais elevada quanto maior a sua carga a superficie.

Durante a internalizacao do TPP ¢ originada uma diferenca de potencial entre -30
e 60 mV na membrana citoplasmaética e de até -180 mV na membrana mitocondrial, o
que facilita ainda mais a sua acumulacao. Por todas estas razoes, o uso do composto PEI-

PEG-TPP 25 kDa é bastante promissor para fins de terapia génica mitocondrial [81].
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2. Objetivo

O presente trabalho tem por objetivo o desenho e formula¢ao de dois sistemas de

transporte de pADN para implementacao de protocolos de terapia génica.

Com o objetivo de explorar abordagens de terapia génica nuclear e mitocondrial,
foram concebidos dois vetores baseados em pADN com capacidade de entrega de

material genético ao nucleo e mitocondria, respetivamente.

As propriedades dos sistemas de entrega formulados como morfologia, tamanho,
carga superficial, capacidade de encapsulacdo de pADN e biocompatibilidade foram
estudadas por meio de diversas técnicas e otimizadas a fim de promover a transfecao

celular.

Foram realizados estudos de transfecao in vitro em células de tumor cervical
(HeLa) a dois racios de razao de cargas dos grupos amina e cargas dos grupos fosfato
(N/P) a fim de testar a eficiéncia de captacao e internalizacao celular, para assegurar a

expressao génica e consequente producao da proteina de interesse.

Com este trabalho pretendeu-se desenvolver formulagoes de entrega de pADN com
propriedades adequadas para uma elevada expressao génica no ntcleo e mitocondria,
contribuindo deste modo para a implementacdo da terapia génica nuclear ou
mitocondrial em contexto terapéutico de doencas como cancro ou patologias

mitocondriais.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Materiais

Na realizacgdo deste trabalho foram usados o meio LB-agar e Terrific Broth, obtido
da Panreac, o EDTA, os suplementos triptona e extrato de levedura adquiridos a empresa
Bioakar Diagnostics, glicerol, solucao de sais (K2HPO4) e o antibi6tico ampicilina, o
DNA plasmidico pcDNA3-FLAG-p53, obtido na Addgene, o kit NZY Maxi Prep Kit e o
reagente Greensafe adquirido na NZYTech o polimero polietilenimina ramificado (25
kDa), o polimero de polietilenimina modificado com trifenilfosfénio (TPP), o brometo de
3-(4,5- dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), as sondas fluorescentes
marcadoras do plasmideo isotiocianato de fluoresceina (FITC), do ntcleo 4',6'-diamino-
2-fenil-indol (DAPI) e mitocondria (MitoTracker) adquiridos da empresa Sigma Aldrich

e agua desionizada ultrapura, recorrendo a purificacao com o sistema Mili-Q da Milipore.

3.2. Métodos

Produciao de pADN e formulacao de nanoparticulas

3.2.1. Crescimento bacteriano e condic¢oes de cultura

Foi usada a bactéria E.coli como hospedeira para amplificacio do plasmideo
pcDNA3-FLAG-p53. Para tal, este hospedeiro previamente transformado com o pADN
inoculou-se inicialmente em meio s6lido em placas de LB-agar (25g/L) com ampicilina

(30 ug/mL) a 37°C, deixando a crescer durante a noite.

A ampicilina nao afeta o crescimento e replicacdo destas células uma vez que o
plasmideo contem o gene de resisténcia ao antibiotico. De seguida inocularam-se em 2
erlenmeyers de 250 mL, com 62,5 mL de meio Terrific Broth, contendo 20 g/L triptona,
24 g/L extrato de levedura, 4 mL/L glicerol, 0.01r7 M KH,PO,, 0.072 M K.HPO,,
suplementado com ampicilina a 100 pg/mL, para a pré fermentacdo a 37°C num agitador
orbital Agitorb 200 da Aralab (Albarraque, Portugal), a 250 rpm. Atingida a DOsoo
m=2,6, medida com o Ultrospec 3000 UV-Visible Spectrophotometer (Pharmacia
Biotech, Cambridge, England) dividiu-se o meio por 6 novos erlenmeyers de 500 mL com

125 mL do mesmo meio e iniciou-se a fermentacdo. O crescimento bacteriano foi
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interrompido no final da fase log, depois de se atingir uma DOgoonm=7. As bactérias foram

recolhidas por centrifugacao e armazenadas a -20°C.

3.2.2. Lise celular

Usou-se um kit da empresa NZYTech de pré-purificacdo para promover a lise do

plasmideo seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante.

3.2.3. Purificacao com coluna de troca anionica

Para proceder a purificacao da amostra, ajustaram-se as condicoes de sal e pH para
promover a ligacao do plasmideo a coluna de bancada. Depois injetou-se na coluna uma
solucao de concentracdo média de sal comecando por eluir impurezas como ARN,
proteinas e outros contaminantes de baixo peso molecular. Por dltimo adicionou-se uma

solucao com maior teor de sal para eluir o pADN.

Concentrou-se a solucgao eluida através da adicao de isopropanol e desta forma
recuperou-se o plasmideo, maioritariamente na sua forma superenrolada, para

utilizacao na formulacao das nanoparticulas.

3.2.4. Eletroforese em gel de agarose

Fez-se a avaliacdo do contetido de 4cidos nucleicos presente nos sobrenadantes da
amostra pré-purificada de pADN por eletroforese, utilizando um gel de agarose (Hoefer,
Holliston, MA, USA) corado com 0,6 pL de GreenSafe.

A eletroforese foi realizada a 120 Volts durante 40 min em tampao TAE (40 mM
base Tris, 20 mM acido acético, 1 mM EDTA, pH=8) e o gel revelado recorrendo a luz
ultravioleta (UV) (312 nm), com utilizacao do sistema Uvitec Cambridge Fire-Reader UV
(UVITEC Cambridge, Cambridge, UK).

3.2.5. Formulacao dos poliplexos
Para a formulacdo dos poliplexos preparou-se uma solucao stock a diferentes

racios tanto de polimero PEI como PEI-PEG-TPP considerando a massa inicial e
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dissolveram-se tanto o pADN como os polimeros em tampao acetato de s6dio 0,1 M (pH

4,5) para formacao das respetivas nanoparticulas.

Adicionaram-se 100 pL dos polimeros gota a gota, com agitacdo constante no
vortex, durante 1 min (40 segundos gota a gota + 20 segundos de vortex) a 400 pL de
solucdo de pADN com concentracdo 20 pg/mL, medida a 260 nm no equipamento

nanodrop. O

Este procedimento foi realizado em triplicado para dois racios N/P diferentes: 2 e

5. Apo6s a formulacao, deixou-se estabilizar a solu¢ao 30 min a temperatura ambiente.

De seguida centrifugou-se a 10000 G, durante 20 min, a 4°, guardou-se o pellet
precipitado e recolheu-se o sobrenadante para anélise da eficiéncia de encapsulacao de
PADN quer pelo calculo de concentracao no nanodrop, quer por eletroforese em gel de

agarose.

3.2.6. Determinacao da taxa de encapsulacao de pADN

Para determinar a eficiéncia de encapsulacio de pADN, ap6s a complexacao
procedeu-se a uma centrifugacdo das amostras, a 10,000 rpm por 20 min, para recolha
do respetivo pellet, contendo as nanoparticulas. A quantidade de pADN nao complexada
foi determinada espetrofotometricamente por medicao da absorvéncia do sobrenadante
a 260 nm usando o Nanodrop. A taxa de encapsulacao (TE) de pADN foi determinada

através da equacao:

%TE(pDNA) = pADN adicionado — pADN no sobrenadante % 100
of &P B pADN adicionado

Caracterizacao fisico-quimica dos poliplexos

3.2.7. Presenca de PEI e PEI-PEG-TPP nos poliplexos

Com o objetivo de averiguar a formacdao dos complexos baseados em pADN,
procedeu-se a analise por espetroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR). Adquiriu-se o espetro de absorcao em 120 scans com uma largura espectral entre

0S 4000 e 0s 525 cm™ e uma resolucao espectral de 32 cm™ das amostras de pADN,
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polimero e nanoparticulas, utilizando o espetrofotémetro Nicolet iS10 FTIR (Thermo
Scientific, Waltham, MA, EUA), operado no modo ATR (Smart iTR diamond ATR).

3.2.8. Morfologia dos poliplexos

As nanoparticulas foram lavadas com 500 puL de agua Milli Q e centrifugadas a

10000 rpm, durante 12 min por 4 vezes a fim de eliminar residuos da amostra.

Para analise da morfologia dos complexos desenvolvidos foi utilizada a
microscopia eletronica de varrimento (SEM). Para realizacdo das experiéncias,
ressuspendeu-se o pellet contendo as nanoparticulas em 40 pL de tungsténio 2% e diluiu-
se 1uL desse volume em 19ul. de dgua Milli Q. Foram retirados 10 pL desta solucao

diluida e colocados numa lamela redonda a secar “overnight” a temperatura ambiente.

ApoOs este procedimento, a amostra foi revestida com ouro usando o aparelho
Emitech K550 sputter coater (London, England) e analisou-se a morfologia das

nanoparticulas por SEM (Hitachi S-2700, Tokyo, Japan).

3.2.9. Medicao de carga de superficie dos poliplexos

Fez-se a medicao dos tamanhos e potenciais zeta das nanoparticulas através da
técnica de dispersao de luz dinamica (DLS) no aparelho Zetasizer Nano Zs, a 25°C.
Centrifugaram-se os sistemas formulados, nas mesmas condi¢oes das lavagens e
descartou-se o sobrenadante. Ressuspendeu-se o pellet em 600 pL de dgua Milli Q e
adquiriram-se os valores médios de 3 medigOes de carga superficial das nanoparticulas

(Q) através do software Malvern Zetasizer.

3.2.10. Cultura de células HeLa

Realizou-se o cultivo das células HeL.a em meio DMEM suplementado com 10% de
FBS soro fetal bovino inativado pelo calor e 1% de estreptomicina e mantiveram-se as
células numa incubadora a temperatura de 37°C e uma atmosfera humidificada com 5%
de CO..
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Viabilidade celular

3.2.11. Avaliacao de citotoxicidade

Avaliou-se o perfil citotéxico das nanoparticulas formuladas nas células HelLa,
através do ensaio de MTT. Este ensaio consiste na metabolizagdo do reagente MTT por
parte das células viaveis, originando um produto de coloracao roxa, o que nao acontece
caso as células estejam mortas. Desta forma a intensidade da coloracao roxa em solucao

é o parametro utilizado para quantificacao de viabilidade de células testadas.

A incubacao dos varios sistemas formulados nas células HeLa foi realizada durante
24h e 48h em placas separadas para quatro sistemas: controlo negativo, onde se fez o
crescimento as células em meio sem sofrerem transfecao, positivo, onde se adicionou

etanol para morte das células e as nanoparticulas formadas a racios 2 e 5.

No primeiro dia de preparacao foram plaqueadas 1 x 104 células por poco em placas
de 96 pocos e realizados quintuplicados para cada sistema. No dia seguinte, pelo menos
12h antes de transfetar as células com as nanoparticulas, mudou-se de meio das células
de completo para simples, a fim de facilitar a captacdao celular das nanoparticulas.
Seguidamente, as células foram transfetadas adicionando 0,3 pg de nanoparticulas os

varios sistemas testados, a cada poco.

Parou-se a transfecao apés 6h com a troca de meio simples para completo. Ao fim
de 24h de incubacdo, adicionou-se aos pogos das placas respetivas 10 pL de MTT e
levaram-se a incubar 2h na estufa isoladas com papel de aluminio para evitar o contacto

com a luz. De seguida retirou-se o meio e adicionou-se 100 uL. de DMSO a cada poco.

Por fim levaram-se as placas ao agitador orbital com folha de aluminio durante 30
min e procedeu-se a leitura de absorvéncia de cada pogo a 570 nm, utilizando o
espetrofotémetro XMark microplate. Para o estudo de viabilidade celular as 48h repetiu-

se no dia seguinte o procedimento descrito.

Avaliacao de transfecao celular por microsc opia de fluorescéncia

confocal

A capacidade de transfecao dos sistemas foi verificada por intermédio de técnicas
de microscopia de fluorescéncia confocal. Para se conseguir visualizar a internalizacao
do pADN na célula, foram usadas sondas fluorescentes apropriadas para marcaciao do

vetor, e dos organelos celulares tais como o nucleo e a mitocondria.
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3.2.12. Marcacao do plasmideo, nticleo e mitocondria

Marcou-se 8 uL de plasmideo através da adicao de 75 uL. de tampao e 2 uL de FITC.

As amostras foram colocadas em constante agitacdo durante 4h a temperatura
ambiente e protegidas da luz. Adicionou-se 1 volume de 3 M NaCl (85 pL) e 2,5 volumes

de etanol 100% (212,5 uL) e incubaram-se as amostras a -20°C durante a noite.

Apoés dois dias, as amostras foram centrifugadas a 4°C, durante 30 min a 12 000
G, descartou-se o sobrenadante lavou-se o pellet com etanol 75 % e repetiu-se o

procedimento até nao ser percetivel a coloracgao laranja.

Para marcacdo do nudcleo e mitocondria adicionou-se 200ul. de DAPI e

MitoTracker, respetivamente, a cada poco de células.

3.2.13. Plaqueamento e visualizacao no confocal

Foram plaqueadas 1x105 células por poco em placas de 12 pogos, adicionando 8 ug

de pADN, encapsulado nos sistemas testados, a cada poco.

Passadas 2h de transfecao, levou-se a placa ao microscopio confocal de varredura
a laser LSM710 (Carl Zeiss, Alemanha), para analisar a eficiéncia de transfecao dos

vetores formulados a varios racios N/P, através do programa ZEN.
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4. Resultados e discussao

De acordo com o objetivo deste projeto de desenvolvimento de vetores inovadores
para transporte de pADN para aplicacao terapéutica, foi considerado o polimero PEI (25
kDa) devido, essencialmente, as suas propriedades cati6nicas que permitem uma forte

interacao com o pADN promovendo a sua condensacao [82].

Esta estratégia foi utilizada para encapsular o pADN em particulas nanométricas
de morfologia e carga superficial adequadas a captacao e internalizacao celular. Assim,
nesta sec¢io apresentam-se os resultados de formacao e caracterizagao dos dois sistemas

baseados em pADN e é feita a analise da capacidade de transfecao celular dos vetores.

4.1. Formulacao de nanoparticulas baseadas em pADN

Apbs a formulagao dos poliplexos a racio N/P=2 e 5, que pela literatura apresentam
a melhor relacdo transfecdo eficiente/citotoxicidade induzida [83], foi medida a
quantidade de pADN nao incorporado, presente nos sobrenadantes resultantes da

centrifugacao dos sistemas.

Foram realizadas medicoes em triplicado, através da leitura das absorvéncias a 260
nm pelo espetrofotometro UV e feita a média dos valores, para reduzir possiveis erros de
medicdo. As percentagens de encapsulacdo dos polimeros PEI e PEI-PEG-TPP,
calculadas por aplicacao direta da equacao descrita na alinea 3.2.6 estao representadas

na Tabela 2.

Tabela 2 - Percentagens de encapsulagdo do pADN pelos polimeros PEI e PEI-PEG-TPP, para sistemas
formulados a racios N/P=2¢e 5.

Polimero
PEI PEI-PEG-TPP
2 94,17 + 0,83 92,50 + 2,89
S
9 ~
2 7Z 5 95,83 + 0,83 95,83 + 0,42
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Por anélise dos valores obtidos, constata-se que tanto o polimero PEI quanto o PEI-
PEG-TPP sao capazes de encapsular eficazmente o pADN, apresentando maiores
percentagens de encapsulacdo a racio N/P=5. Um racio mais elevado promove a
interacao do pADN com os polimeros e desta forma uma compactacao mais eficiente do
pADN [84].

A maior capacidade de encapsulamento de pADN pelo PEI de estrutura ramificada
comparada ao PEI na estrutura linear ja teria sido relatada em estudos anteriores.
Também esta descrito que a capacidade de encapsulamento do PEI é tanto maior quanto

o seu peso molecular [85].

Estes resultados sao validados pelas imagens de eletroforese realizada em gel de
agarose (Figura 8), onde nao se revelaram bandas caracteristicas do pADN no gel nos
pocos que foram injetados com o sobrenadante da formulacao PEI/pADN e PEI-PEG-
TPP/pADN em ambos os racios N/P, o que significa que praticamente nao existe pADN

livre e que o mesmo foi encapsulado em nanoparticulas, a ambos os racios.

Figura 8 - Eletroforese em gel de agarose da amostra de pADN inicial (A) e do sobrenadante dos sistemas
formulados a racio N/P=2 (B) e racio N/P=5 (C) para os sistemas PEI/pADN (1) e PEI-PEG-TPP/pADN
(2).

4.2. Analise espetral dos compostos

Para avaliar a incorporacio do plasmideo em ambos os sistemas das

nanoformulacdes a racios N/P=2 e 5 realizou-se uma experiéncia FTIR.

No Anexo 2 e Anexo 3, sdo apresentados os espetros que mostram os picos

caracteristicos do plasmideo pADN (espetro A), do polimero PEI e composto PEI-PEG-
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TPP (espetro B) e dos sistemas formados a racio N/P=2 e 5 (espetros C e D),

respetivamente, a fim de confirmar a encapsulacao do pADN.

Na analise aos espetros C e D procura-se encontrar bandas de absorcao
caracteristicas quer do polimero PEI e composto PEI-PEG-TPP como do pADN, a fim de

confirmar a sua internalizacao.

Numa primeira anélise a ambos os espetros (C e D) do Anexo 2 e Anexo 3 confirma-
se a conservacao da integridade do pADN nos compostos formados, pela revelacao das
bandas de 966 cm™ a 968 cm™ [86]. Pode também constatar-se que o polimero PEI esta
complexado em ambos os sistemas e racios, uma vez que surgem bandas de 1492 a 1545
cm caracteristicas de ligacoes N-H resultantes da interacao do polimero PEI com bases
nitrogenadas do pADN [86, 60].

O espetro C do Anexo 2 apresenta uma banda a 3290 cm™ caracteristico dos
movimentos “stretching” nos grupos N—H do polimero, representativo da existéncia de

grupos amina nos poliplexos formulados a racio N/P=2 [20].

Quanto as bandas reveladas nos espetros do Anexo 3, sugerem a formacao do
copolimero PEI-PEG. As bandas que aparecem a 1708 cm™ (C) e 1707 cm™ (D) sao
representativas da existéncia de estiramentos no grupo carbonil (C=0) de ligacdes amida

PEI-PEG, e de que o ADN se encontra na conformacao B [88].

Ja as bandas a 1076 cm™ (C) e 1078 cm™ (D) sdo indicativas de ligagoes CH2-O-
CHz2 caracteristicas do polimero PEG e da vibracdo simétrica do fosfato associado a
ribose do pADN e as bandas a 2964 cm™ (C) e 2954 cm™ (D) sao caracteristicas do

polimero PEI [88, 79].

Ainda no espetro do composto PEI-PEG-TPP do Anexo 3, é revelada uma banda a
3252 cm™ (B) representativa da modificagio da estrutura do polimero PEG pela
predominancia de grupos N-H, que se pode relacionar com a interagao entre o PEI e o
PEG [90].

4.3. Morfologia, tamanho e carga superficial das

nanoparticulas

A morfologia dos poliplexos formados foi analisada através de SEM a fim de

verificar se apresentam forma viavel para captacdo e internalizacao celular. As
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propriedades fisico-quimicas (tamanho e carga superficial) dos sistemas desenvolvidos

foram também reveladas por DLS.

4.3.1. Morfologia dos poliplexos

As imagens representadas na Figura 9 foram selecionadas a partir das formulagoes

com os polimeros PEI e PEI-PEG-TPP, preparadas a racios N/P=2 e 5, respetivamente.

LME/CO-UBI 20.0kV 5.9mm x6.50k SE 2/7/2020 5.00um | LME/CO-UBI 20.0kV 6 y 20 5.00um

LME/CC-UBI 20.0kV 6.9mm x4.50k SE 11/28/2019 10.0um | LME/CO-UBI 20.0kV 7.0mm x4.20k SE 11/28/2019

Figura 9 - Imagens SEM das nanoparticulas formuladas pelos polimeros PEI (A, B) e PEI-PEG-TPP (C, D)
aracio N/P=2 (A,C)e5 (B, D).

Pelas imagens SEM constata-se a formacao de nanoparticulas a escala nanométrica
com morfologia definida, forma aproximadamente esférica ou oval. Na literatura
encontra-se documentado que esta morfologia favorece a captacao e internalizacdo

celular.

Aparentemente, os poliplexos formados apresentam tamanhos até 500 nm, sendo
os formulados pelo sistema PEI/pADN ligeiramente maiores que pelo sistema PEI-PEG-

TPP/pADN. Verifica-se também uma diminuicio de tamanhos dos poliplexos

34



formulados a racio N/P=5 relativamente aos formulados a racio N/P=2. Este resultado

segue a tendéncia revelada em estudos anteriores usando o polimero PEI [91].

4.3.2. Tamanho dos poliplexos

Os valores dos tamanhos dos poliplexos medidos por DLS através do Malvern

ZetaSizer Nano ZS de ambos os sistemas de entrega encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3 — Tamanho (nm) dos poliplexos formulados pelos sistemas PEI/pADN e PEI-PEG-TPP/pADN a
racio N/P=2e 5.

Sistemas de entrega

PEI/pADN PEI-PEG-TPP/pADN
2 769 % 51,5 459 + 2,5
S
@ ~
2 7Z 5 488 £ 8,5 301 + 52,5

Numa primeira anélise, a excecdo dos poliplexos formulados pelo sistema
PEI/pADN a racio N/P=2, os poliplexos formulados apresentam tamanhos satisfatorios

para a passagem ao longo da membrana celular (<500 nm) [40].

Por anélise dos valores, os poliplexos formulados pelo sistema PEI/pADN
apresentam tamanho superior aos PEI-PEG-TPP/pADN. Esta diferenca deve-se
possivelmente ao facto do PEG, ter aumentado as propriedades hidrofilicas do composto
promovendo a condensacao do pADN, refletindo-se numa diminuicdo da agregacao e

tamanho final dos poliplexos, tal como ja foi reportado em estudos anteriores [14, 20].

Em ambos os sistemas verifica-se a diminuicdo dos tamanhos dos poliplexos a
racio N/P=5, sendo essa diferenca mais notoéria no sistema PEI/pADN, pelo facto de
haver maior quantidade de aminas primarias, aumentando a densidade de cargas do

polimero e assim as intera¢des com o pADN [56].

4.3.3. Carga de superficie dos poliplexos

A carga de superficie dos poliplexos condiciona a afinidade do sistema a membrana

da célula, e, portanto, influencia diretamente o sucesso do processo de transfecao celular.
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Para que os poliplexos sejam mais facilmente internalizados pela célula é desejavel que
a sua carga seja positiva a fim de neutralizar a carga da membrana celular, que apresenta

carga negativa [88].

As medicoes de carga superficial dos poliplexos resultante das formulacdo dos
sistemas PEI/pADN e PEI-PEG-TPP/pADN a racios N/P=2 e 5 estao descritas na Tabela

4.

Tabela 4 - Potenciais zeta (mV) dos sistemas PEI/pADN e PEI-PEG-TPP/pADN aracio N/P=2e 5.

Sistemas de entrega

PEI/pADN PEI-PEG-TPP/pADN
2 +22,10 + 0,90 +11,08 + 3,69
L A
3)
2 Z s +38,03 £ 0,46 +21,67 + 0,95

Ambos os sistemas apresentaram valores positivos de carga a superficie em ambos
os racios. Ainda assim, constatou-se um incremento da carga a superficie em ambos os
sistemas formulados a racio N/P=5, que se deve possivelmente a maior concentracao de
cargas positivas de aminas primarias, provenientes do polimero PEI relativamente as
cargas negativas dos grupos fosfato do plasmideo, o que vai de encontro a estudos
anteriores que relacionam a concentragao do polimero PEI, proveniente do seu peso e

estrutura com o incremento de carga superficial dos poliplexos formulados [84].

Verifica-se também uma maior carga a superficie a ambos os racios nos sistemas
constituidos pelo polimero PEI, que pelo composto PEI-PEG-TPP, devido ao efeito de
reducdo de carga no composto causado pelo polimero PEG, como ja foi reportado em

estudos anteriores [20].

4.4. Analise citotoxica das nanoparticulas

De forma a conhecer a biocompatibilidade das nanoparticulas formuladas avaliou-
se o perfil citotoxico das mesmas em células HeLa, através do ensaio colorimétrico de
MTT. Este ensaio permite quantificar células viaveis, que acumulam cristais de

formazano pela reducao dos sais de tetrazolio, revelando cor roxa [92].
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Para realizacao do ensaio foram incubados varios sistemas formulados nas células
HeLa durante 48h e calculada a percentagem da viabilidade celular. Os resultados sao
apresentados na Figura 10. Verifica-se que ambos os sistemas nao apresentam
citotoxicidade para as células. Observa-se, ainda, uma diminuicao da biocompatibilidade
das nanoparticulas com o aumento do racio N/P. Como mencionado na literatura, um
aumento das cargas positivas do polimero PEI induz um aumento de citotoxicidade [93].
No geral, ha também um ligeiro aumento de citotoxicidade com aumento do periodo de

incubacao, das 24h para as 48h.

120
A W 24h

100 T 48h
80 =
60

40

Viabilidade celular (%)

20 _
O .
K+ K- PEI (R2) PEI (R5)

120 N 24h

B

48h
100

T T
80
60
40
20
.

K+ PEI-PEG-TPP (R2)  PEI-PEG-TPP (R5)

Viabilidade celular (%)

Figura 10 - Percentagens de viabilidade celular das células HeLa apds 24h e 48 h de transfe¢do com os
sistemas PEI/pADN (A) e PEI-PEG-TPP/pADN (B) a racio N/P=2¢e 5.

Numa analise mais pormenorizada ao grafico A, pode-se inferir que se registou as
48h de exposicdo uma perda de viabilidade das células HelLa, cerca de 82%, aquando a

interacao com os poliplexos formulados com o polimero PEI a racio N/P=2 e que os
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poliplexos formulados a racio N/P=5 induziram maior perda de viabilidade celular, por

volta dos 79%, que se manteve logo desde as 24h [56].

Ja no grafico B os poliplexos formulados pelo composto PEI-PEG-TPP levaram a
uma ligeira perda de viabilidade a racios N/P=2 e 5, relativamente ao controlo negativo
tanto nas placas de 24h quanto de 48h. Contudo as 24h, verifica-se uma maior perda de
viabilidade nas amostras de racio N/P=5, cerca de 90% comparativamente as de racio

N/P=2 (97%), possivelmente devido a sua carga superficial mais elevada [56].

Relativamente as 48h verifica-se o oposto, uma vez que as percentagens de
viabilidade celular indicam valores de 86% e 96%, das formulacgoes a racio N/P=2 e 5,
respetivamente. Este resultado nao vai de encontro ao esperado e pode dever-se a
insuficiente internalizacdo dos poliplexos e deficiente desempacotamento dos mesmos
nas células, permitindo a proliferacao celular [80]. Também se verifica que os resultados
obtidos correspondentes ao racio N/P=5 apresentam um elevado desvio padrao,

possivelmente devido a erros na pipetagem.

De modo geral, os poliplexos formulados pelo composto PEI-PEG-TPP induziram
menor perda de viabilidade que o polimero PEI, tal como j4 tinha sido constatado em
estudos que reportaram maior citotoxicidade induzida pelos poliplexos formulados com

o polimero PEI, dado a sua carga superficial superior [20].

Desta forma, apesar do sistema PEI/pADN a valores de racio N/P=5 ter
demonstrado alguma citotoxicidade, levando a perda de viabilidade celular (< 80%), nao
se considera significativa. Ainda assim a utilizacao do polimero PEI de maior peso
molecular ou a racios superiores de formulacdo pode limitar a sua utilizacdo em

protocolos de terapia génica [94].

4.5. Estudos in vitro em células cancerigenas

A fim de avaliar a captacao e internalizagdo do composto PEI-PEG-TPP nas células
HelLa, foram realizados ensaios de imunocitoquimica utilizando microscopia confocal de

fluorescéncia.

Este estudo estid apresentado na Figura 11, que evidencia a captagdo e
internalizacdo dos sistemas PEI/pADN e PEI-PEG-TPP nas células HeLa. Contudo,
apenas os vetores formulados a racios N/P=5 dos sistemas PEI/pADN e PEI-PEG-TPP

ultrapassaram a membrana celular e entraram no ntcleo e mitocondria das células,
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respetivamente, de forma eficaz. O alcance destes sistemas ao nucleo permite a

transcricao do gene de interesse em ARN mensageiro e traducao deste na proteina p53.

Figura 11 — Imagens obtidas por microscopia confocal de fluorescéncia relativas a transfecao das células
HeLa com o sistema PEI e PEI-PEG-TPP a racio N/P=2 (A,C) e 5 (B,D) respetivamente.

A passagem eficiente destes vetores ao longo da membrana pode dever-se
principalmente as cargas positivas que interagem com as cargas negativas da membrana

celular, tal como aos tamanhos e morfologia adequada que facilitam este processo.

Pode afirmar-se que os sistemas formulados a racio N/P=5 apresentam uma maior
capacidade de transfecdo em relaciao aos sistemas de racio N/P=2 e que o poliplexo
PEI/pADN foi internalizado e direcionado para o nicleo das células (marcado a azul)
enquanto que o composto PEI-PEG-TPP alcancou principalmente a mitocondria

(marcada a vermelho), devido a grande afinidade do composto TPP pela mitocondria.

A maior afinidade do composto PEI-PEG-TPP a mitoc6ndria pode dever-se

também ao PEG, uma vez que ja foram relatados estudos indicativos de que copolimeros



de PEI-PEG nao conseguem alcancar o niucleo, ficando por exemplo retidos no

citoplasma de células tumorais HepG2 [95].

Neste estudo constatou-se que poliplexos formulados pelo polimero PEI e PEI-
PEG-TPP a um racio N/P=5 apresentam melhores caracteristicas, tanto de capacidade
de condensacdo do material genético, como de tamanho e carga superficial mais

adequada para entrega do pADN.
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5. Conclusao

Esta dissertagao centrou-se no desenvolvimento de sistemas poliméricos eficazes
e seguros para entrega de ADN plasmidico contendo o gene supressor de tumor p53 a

dois organelos celulares: nicleo e mitocondria.

Para isso, formularam-se poliplexos a escala nanométrica, resultantes da

complexacdo dos polimeros PEI e PEI-PEG-TPP com pADN a racios N/P=2e 5.

Os resultados obtidos demonstraram que tanto os poliplexos formulados pelo
sistema PEI/pADN como o sistema PEI-PEG-TPP/pADN sao biocompativeis e capazes
de encapsular o pADN, protegendo-o da degradacao por enzimas celulares, uma vez que
ambos os poliplexos revelaram elevadas taxas de encapsulaciao, geometria esférica e

carga superficial positiva aos diferentes racios.

Contudo os poliplexos formulados a racio N/P=5 apresentaram maiores valores de
carga superficial, tamanhos de diametro inferiores (438 e 301 nm), o que os torna mais
adequados para potencial aplicacdo em sistemas de entrega de administracao de genes,

como alternativa as terapias convencionais.

A versatilidade dos sistemas de pADN desenvolvidos permite o direcionamento ao
nucleo ou a mitocondria das células, neste ultimo caso perante a incorporacao de um
composto com afinidade mitocondrial. Este facto é deveras relevante pois possibilita o
desenho de protocolos de terapia génica nuclear e mitocondrial, oferecendo resposta
terapéutica a uma enorme variedade de doencas, tais como, cancro, diabetes, doencas

metabdlicas ou neurolégicas.
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6. Perspetivas futuras

A fim de validar o potencial dos sistemas formulados e tendo em conta a perda de
efeito citotoxico associado ao composto PEI-PEG-TPP a racio N/P=5 ao longo das 48h,
torna-se importante o estudo posterior do efeito citotéxico de poliplexos formulados a

racios N/P superiores por varios periodos de tempo.

Também ¢é interessante quantificar a expressao do gene supressor de tumor p53,
por meio de técnicas de reacao em cadeia da polimerase (PCR), e a expressao da proteina

por western blot ou usando um kit Elisa de quantificacao apropriado.

No que respeita aos sistemas de pADN com afinidade mitocondrial, torna-se
relevante analisar, por via espetrofotométrica, a sua presenca em mitocondrias isoladas

de células.

E importante também conjugar ligandos especificos a superficie dos poliplexos no
sentido de promover uma maior especificidade de direcionamento a um determinado
organelo celular, melhorando deste modo a biodisponibilidade e biocompatibilidade do

sistema desenvolvido.
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Anexos

Anexo 1 - Vetores organicos usados na entrega de material genético.

Nano

transportadores

Lipossomas e

imunolipossomas

[95, 96, 97]

Lipidos [98, 99]

Polimeros [101]

Tipos

Doxorubicina, daunorubicina...

o DOPC, DOPA,
Cationicos
DOTAP...
DOPE
Colesterol
Colipidios
Micelas
Proteinas,
Naturais, peptidos, PEI,
sintéticos e PEG,
copolimeros = dendrimeros,
micelas

Vantagens

Biocompativeis,
biodegradaveis, toxicidade

baixa a moderada

Favorecem interacgoes

eletrostaticas com

glicoproteinas e proteoglicanos

dada a carga positiva
superficial, protegendo
material genético de nucleases
intracelulares e extracelulares
e da membrana celular.
Menor toxicidade induzida
devido a baixa carga

superficial

Estabiliza as estruturas da
membrana lipidica contra a

acao de compostos séricos

Biocompatives e estaveis.
Biodisponibilidade dos
farmacos pouco soltveis em
agua (nucleo hidrofébico) a
baixa dose e frequéncia de

administracao

Biocompativeis e bastante

estaveis
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Desvantagens

Aplicacao in vivo
limitada: baixa eficacia de
tranfecdo, instabilidade
coloidal com tendencia de
agregacao na circulagio
sanguinea e dificuldade

da sintese em larga escala

Baixa estabilidade e
tendéncia para formar
clusters na circulagio, o
que induz alguma

toxicidade

Elevada carga superficial,
reduz o tempo de
circulacao dos lipoplexos

no sangue

Citotoxicidade elevada e
elevados valores de racio
N/P
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Anexo 2 - Espetro de ATR-FTIR (Transmitancia (%) vs Comp. Onda (cm)) do pADN (A), PEI (B),
sistema PEI/pADN a racio N/P=2 (C) e a racio N/P=5 (D).
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Anexo 3 - Espetro de ATR-FTIR (Transmitancia (%) vs Comp. Onda (cm-1)) do pADN (A), PEI-PEG-TPP
(B), sistema PEI-PEG-TPP/pADN a racio N/P=2 (C) e a racio N/P=5 (D).
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