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Resumo

O cancro é uma doenca que continua a proliferar em todo o mundo, sendo uma das
principais causas de mortalidade, porém a probabilidade de encontrar a cura tem vindo a
aumentar em resultado dos vérios estudos desenvolvidos ao longo dos tltimos anos. O
cancro do colo do ttero é a doenca mais relevante associada a infe¢ao pelo virus do papiloma
humano (HPV), principalmente quando nao é detetado precocemente, evoluindo para
formas invasivas. A sobreexpressao das oncoproteinas HPV E6 e E7 interfere na regulacao
e proliferacao do ciclo celular através do comprometimento das proteinas supressoras de
tumor p53 e pRb, respetivamente. Embora a vacinacao profilatica contra o HPV seja
atualmente a melhor estratégia para prevenir o cancro do colo do ttero, esse tipo de vacina
nao é eficaz no tratamento de infecOes pré-existentes. Para preencher essa lacuna, varios
tipos de vacinas terapéuticas contra o HPV tém sido estudadas. As vacinas de DNA tém
assumido particular importancia devido a sua capacidade de gerar respostas imunes
celulares e humorais, a partir do uso de sequéncias de material genético do patogénio que
se pretende combater. O DNA minicircular (mcDNA) é uma molécula de DNA inovadora e
promissora, uma vez que a auséncia de sequéncias procaridticas supera algumas das

principais limitacoes do DNA plasmideo tradicional.

O sucesso das vacinas de DNA esta fortemente dependente do desenvolvimento de sistemas
eficientes de entrega de genes que devem ser capazes de condensar e proteger o DNA,
ligando-se a membrana e internalizando-se nas células eucarioticas, superando todos os
obstaculos intracelulares e extracelulares. Os vetores virais oferecem alta eficiéncia de
transfeccao para células eucarioticas. No entanto, apresentam desvantagens significativas,
como antigenicidade, potenciais efeitos oncogénicos, possivel recombinagdo do virus ou
dificuldade de producao e armazenamento em larga escala. Para superar essas limitacoes,
varias tentativas tém sido feitas para desenvolver sistemas de entrega de genes nao virais
baseados em lipossomas, polimeros catidnicos sintéticos ou naturais e péptidos de

penetracao celular (CPPs).

A polietilenimina (PEI) é o polimero catiénico sintético mais utilizado, existindo em
diversos pesos moleculares e estruturas lineares ou ramificadas. A abundancia de aminas
favorece a formulacao de sistemas de entrega PEI/DNA com elevada carga superficial, o que
melhora a eficiéncia da transfec¢do, mas também aumenta a toxicidade. A conjugacdo de
PEI com outras moléculas é uma abordagem possivel para reduzir a toxicidade. Para
aumentar a eficiéncia das vacinas de DNA, varias estratégias tém-se concentrado no
direcionamento de células apresentadoras de antigénios (APCs). O desenvolvimento de

novas formulacoes contendo ligandos especificos para direcionar e entregar vacinas de DNA



em APCs tem sido explorado. Neste contexto, os ligandos de manose sao frequentemente
usados para ligar a recetores de manose que sao altamente expressos em superficies de DC

e macrofagos.

Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de novos sistemas binarios e ternarios,
baseados no polimero PEI, no péptido R8 e em ligandos de manose, para entrega
direcionada de uma vacina de mcDNA as APCs. Os sistemas foram formulados com varios
racios N/P (relacao entre grupos amina e grupos fosfato) e as suas propriedades estruturais,
fisico-quimicas e de estabilidade foram estudadas, a fim de identificar o sistema de entrega
mais eficiente. Para avaliar a captacdo e internalizacdo celular bem como a eficiéncia de
transfecdo destes sistemas, foram realizados ensaios de transfecao in vitro com diferentes

linhas celulares.

Os resultados obtidos neste trabalho revelam que a elevada densidade de carga e capacidade
de condensacao do PEI e R8 aumentam a interacao com o mcDNA, levando a formacao de
particulas menores. A adicao do polimero PEI ao sistema binario R8-manose/mcDNA nao
s6 reduz o tamanho como também aumenta o potencial zeta e a estabilidade do sistema. Os
estudos de microscopia de fluorescéncia confocal confirmaram a localizacao intracelular de
sistemas de direcionamento, resultando na captacao sustentada de mcDNA. Além disso, a
eficiéncia da transfecgao in vitro pode ser influenciada pela presenca de R8-manose, com
grandes implicacbes para a expressao génica. Os sistemas ternarios RS8-
manose/PEI/mcDNA podem ser considerados ferramentas valiosas para instigar novas

pesquisas, visando avancos no campo das vacinas de DNA.

Palavras-chave

Cancro do colo do tutero; manose; polietilenimina; péptido R8; vacinas de DNA

minicircular.
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Abstract

Cancer is a disease that continues to spread worldwide and is a major cause of mortality,
but the likelihood of finding a cure has increased due to the various studies that have been
done in recent years. Cervical cancer is the most relevant disease associated with human
papillomavirus (HPV) infection, especially when it is not detected early and develops into
invasive forms. Overexpression of HPV oncoproteins E6 and E7 disrupts cell cycle
regulation and proliferation through the involvement of tumor suppressor proteins p53 and
PRb, respectively. Although prophylactic HPV vaccination is currently the best strategy to
prevent cervical cancer, this type of vaccine is not effective in treating pre-existing
infections. To address this gap, several types of therapeutic vaccines against HPV have been
investigated. DNA vaccines have gained particular importance due to their ability to
generate cellular and humoral immune responses by using sequences of the genetic material
of the pathogen to be targeted. Mini-circular DNA (mcDNA) is an innovative and promising
DNA molecule, as the absence of prokaryotic sequences overcomes some of the major

limitations of traditional plasmid DNA.

The success of DNA vaccines depends heavily on the development of efficient gene delivery
systems that must be able to condense and protect DNA, bind to the membrane, and
internalize into eukaryotic cells, overcoming all intracellular and extracellular barriers.
Viral vectors provide high transfection efficiency for eukaryotic cells. However, they have
significant drawbacks, such as antigenicity, potential oncogenic effects, possible
recombination of the virus, or difficulties in large-scale production and storage. To
overcome these limitations, several attempts have been made to develop delivery systems
for non-viral genes based on liposomes, synthetic or natural cationic polymers and cell-

penetrating peptides (CPPs).

Polyethylenimine (PEI) is the most commonly used synthetic cationic polymer, -existing in
various molecular weights and linear or branched structures. The abundance of amines
favors the formulation of PEI/DNA deliver systems with a high surface loading, which
improves the efficiency of transfection, but also increases toxicity. Conjugation of PEI with
other molecules is a possible approach to reduce toxicity. To increase the efficiency of DNA
vaccines, several strategies have focused on targeting APCs. The development of new
formulations containing specific ligands to target DNA vaccines to APCs has been explored.
In this context, mannose ligands that bind to mannose receptors, highly expressed on DC

surfaces and macrophages, are commonly used.
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The aim of this work was to develop new binary and ternary systems based on the polymer
PEI, R8 and mannose ligands for the targeted delivery of an mcDNA vaccine to APCs. The
systems were formulated with different N/P ratios and their structural, physicochemical
and stability properties were studied to identify the most efficient delivery system. To
evaluate the cell uptake and internalization as well as the transfection efficiency of these

systems, in vitro transfection assays were performed using different cell lines.

The results obtained in this work show that the high charge density and condensation ability
of PEI and R8 increase the interaction with mcDNA, leading to the formation of smaller
particles. The addition of the PEI polymer to the binary R8-mannose / mcDNA system not
only reduces the size, but also increases the zeta potential and stability of the system.
Fluorescence Confocal microscopy studies confirmed the intracellular location of the
targeting systems, resulting in sustained mcDNA uptake. Moreover, the efficiency of in vitro
transfection can be affected by the presence of R8-mannose, which has significant
implications for gene expression. The ternary R8-mannose / PEI / mcDNA systems can be
considered as valuable tools to initiate new research aimed at advancing the field of DNA

vaccines.

Key-words

Cervical Cancer; mannose; minicircle DNA vaccine; polyethyleneimine; R8 peptide.
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Capitulo 1 - Introducao

1.1. Cancro

O cancro é uma doenga associada ao crescimento anormal e descontrolado de células por
acdo de um agente iniciador que provoca uma mutacdo no DNA. Pode igualmente ser
causado por virus e bactérias associados a infeces cronicas, como € o caso do virus do
papiloma humano (HPV) que assume algum destaque no processo de desenvolvimento do
cancro do colo do utero [1]. Por causas muito diferentes, estas células comecam a
multiplicar-se e a crescer sem controlo, dando origem a linhas celulares continuas
e imortalizadas capazes de invadir outros tecidos. As células de cancro tém a capacidade de
se disseminarem pelo organismo usando os sistemas circulatorio e linfatico, dando origem

a metastases [2].

Embora o cancro seja uma doenca que continua a proliferar em todo o Mundo, a
probabilidade de cura é cada vez maior. Ainda assim, este continua a ser uma das principais
causas de mortalidade. Apesar dos grandes avangos na compreensao das bases moleculares
do cancro e do progresso na detecdao e tratamento desta doenca, a mortalidade é ainda
bastante elevada. Em 2018, registaram-se, em todo o mundo, 18 milhdes de novos casos,
sendo 23,4% na Europa e 6,2% em Portugal. Em média, h4a um risco de cerca de 20% de a
populacao mundial contrair cancro antes dos 75 anos e de 10% morrer em consequéncia da

doenca [3].

Segundo a base de dados do Global Cancer Observatory (GLOBOCAN), a nivel mundial,
um em cada cinco homens e uma em cada seis mulheres desenvolvem cancro durante a vida,
e um em cada oito homens e uma em cada onze mulheres morrem da doenga. O nimero
total de pessoas vivas dentro de cinco anos ap6s o diagnostico de cancro, chamado de

prevaléncia durante cinco anos, é estimado em 43,8 milhdes [4].

Os cancros de pulmao, mama e colorretal sdo os trés principais em termos de incidéncia e
estdo classificados entre os cinco primeiros em termos de mortalidade. Juntos, sdao
responsaveis por um terco da incidéncia e da mortalidade em todo o mundo (figura 1). O
cancro de pulmao é responsavel pelo maior nimero de mortes (18,4%), seguido pelo cancro
colorretal (9,2%), cancro de estomago e cancro de figado (8,2%). O cancro da mama ¢é
classificado como a quinta principal causa de morte (6,6%), porque o progndstico é

relativamente favoravel, especialmente nos paises mais desenvolvidos (figura 2) [4].
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Figura 1: Taxa de incidéncia de novos casos de cancro em 2018 (Adaptado de [4]).
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Figura 2: Taxa de mortalidade do cancro em 2018 (Adaptado de [4]).

O aumento da incidéncia e mortalidade por cancro estd normalmente relacionado com o
envelhecimento e crescimento da populacdao, bem como com altera¢des na prevaléncia e
distribuicdo dos principais fatores de risco, muitos dos quais associados ao
desenvolvimento socioecondémico. Na maior parte do continente africano, o cancro do colo
do ttero foi a principal causa de morte entre as mulheres, continuando a ser um grande
problema de sauide publica que afeta mulheres de meia-idade, principalmente em paises
com poucos recursos. Foi igualmente classificado como um dos trés principais tipos de

cancro que afetam mulheres com menos de 45 anos em 146 (79%) dos 185 paises avaliados

[5].



1.2. Cancro do colo do atero

Considerando os dados fornecidos pelo Global Cancer Observatory, o cancro do colo do
utero € o quarto cancro mais comum entre as mulheres, sendo a principal causa de morte
entre as mulheres do leste, centro, sul e oeste de Africa. Em 2018, aproximadamente
570.000 mulheres desenvolveram este tipo de cancro e 311.000 mulheres foram vitimas da

doenca [5].

7

O cancro do colo do utero é a doenca mais relevante associada a infecdo por HPV,
especialmente quando nao é detetado precocemente, evoluindo para formas invasivas. A
maioria dos casos invasivos deste tipo de cancro (79% a 100%) € responsavel pela presenca
de DNA pertencente a tipos de HPV de alto risco, dos quais cerca de 70% estao relacionados
com o HPV-16 e HPV-18 [6].

Nos paises desenvolvidos, as taxas de incidéncia e mortalidade do cancro do colo do ttero
foram duas a quatro vezes menores do que as dos paises com menos recursos, que
registaram uma percentagem de cerca de 84% de casos e 88% de mortes causadas por esta
doenca. Este contraste reflete diferencas na exposicao a fatores de risco e desigualdades no
acesso a triagem adequada no tratamento do cancro. A distribuicdo de vacinas profilaticas
baseadas em particulas virais podera ter contribuido para a diminuic¢ao da infe¢ao pelo HPV
e consequente diminuicao do niimero de casos em paises desenvolvidos, com facil acesso a
vacinacao [6]. Outros fatores devem ser igualmente considerados, nomeadamente algumas
infecoes sexualmente transmissiveis (HIV e Chlamydia trachomatis), tabagismo e

contracecao hormonal oral [5] que serdo abordados posteriormente.
1.3. Virus do papiloma humano

O virus do papiloma humano, da familia Papillomaviridae, pertence a uma categoria de
pequenos virus de cadeia dupla de DNA circular e nao envelopada, medindo 50—55 nm de
diametro [7]. O HPV é responséavel por um elevado niimero de infe¢des, que na maioria das
vezes sdo assintomaticas e de regressao espontanea [8]. No entanto, a infecio persistente
por HPV de alto risco pode causar cancro no colo do utero, vulva, vagina, anus, pénis e no

trato respiratorio superior [1].

Os HPVs sao responsaveis por uma série de doencas que causam infecoes, tanto benignas
como malignas, ao nivel dos tecidos cutdneos e mucosas das membranas [8]. Existem mais
de 200 genoé6tipos de HPV identificados e agrupados em diferentes géneros -

Alphapapillomavirus, Betapapillomavirus, Gammapapillomavirus, Mupapillomavirus e



Nupapillomavirus -, de acordo com a estrutura do genoma viral e o tropismo nos tecidos
epiteliais humanos. O género Alpha inclui genétipos descritos como causadores de cancro,
enquanto os restantes incluem principalmente tipos responsaveis por lesoes cutaneas [9].
Os tipos cutaneos causam lesdes como, por exemplo, verrugas cutaneas e plantares e
epidermodisplasia verruciforme (EV). Os tipos mucosos estdo relacionados com lesoes

benignas e malignas que se manifestam sobretudo na regiao anogenital [10].

Os diferentes genotipos que infetam as mucosas encontram-se divididos em dois grupos,
tendo por base as suas propriedades oncogénicas - alto risco e baixo risco. Nos HPVs de alto
risco incluem-se os tipos HPV16 e HPV18, que sao responsaveis por 70% das lesoes mais

graves, nomeadamente o cancro do colo do ttero [11].

1.3.1- Genoma do HPV

Tal como referido anteriormente, o HPV é constituido por uma cadeia dupla de DNA
circular de aproximadamente 8000 pares de bases, com estrutura icosaédrica nao

envelopada e um tamanho entre os 50-55 nm de diametro [12].

O genoma do HPV é formado a partir de trés regioes funcionais: a regiao E (early ou
precoce) e a regiao L (late ou tardia), que compoem as oito ORF (open reading frames), e a
LCR (regiao longa de controlo). As oito ORF sao responsaveis pela codificaciao das proteinas
estruturais responsaveis pela replicagao e revestimento viral [12]. Estas proteinas podem
ser divididas em estagio precoce (E1, E2, E4, E5, E6 e E7) e estagio tardio (L1 e L2). No
estagio precoce, as proteinas regulam a replicacao do DNA viral (E1 e E2), a transcricao do
RNA viral (E2), a reorganizacao do citoesqueleto (E4) e a transformacao celular (Es, E6 e
E7). Por outro lado, as proteinas tardias (L.1 e L2) s3o componentes estruturais da capside
viral, contribuindo para a disseminacdo da infecdo pelo sistema hospedeiro, através da
libertacao de particulas virais nas células epiteliais superficiais [6]. A LCR controla a

replicacao e transcricao dos genes que constituem as regioes E e L (figura 3) [12].

LCR

Figura 3: Organizacao genémica do virus do papiloma humano (Adaptado de [13]).



1.3.2- Ciclo de Vida do HPV

A infecdo pelo HPV ocorre na camada basal do epitélio, através de microlesées ou
microfissuras que ocorram nessa regiao. O seu ciclo de replicacao esta intimamente ligado
a diferenciacao das células infetadas. Segundo Doorbar, o ciclo normal da infecao pelo HPV
inclui cinco etapas: infecdo, manutencao do genoma, fase proliferativa, amplificacao

genOmica e por fim sintese e libertacdo de novas particulas virais [14].

Apos a infecdo das células epiteliais indiferenciadas dentro da camada celular basal, as
proteinas E1 e E2 sao expressas, regulando a replicacao viral e a expressao de outros genes
virais iniciais [15]. Quando as células basais se diferenciam para formar a camada
suprabasal epitelial, o HPV codifica duas proteinas - E6 e E7 — que, em conjunto, promovem
a proliferacao celular, prolongam a progressao do ciclo celular e evitam a apoptose, sendo
consideradas as oncoproteinas do HPV. A célula passa a apresentar um ciclo de vida mais
rapido e a dividir-se mais frequentemente. As células transformadas aumentarao em
nimero e acabarao por substituir as normais. Assim, o virus promove a sua proliferacao no
tecido, sem ter que destruir a célula infetada (figura 4) [1]. Na fase final do ciclo, inicia-se a
sintese das proteinas tardias L1 e L2 nas camadas mais superficiais do epitélio. Em células
mais diferenciadas, da-se a producdo de virides. A libertacdo dos virus ocorre nos
queratinocitos localizados mais superficialmente, a medida que estes vao morrendo [14].
De salientar que a proteina E2 tem um papel fundamental na regulacao da expressao das
oncoproteinas E6 e E7. A sua auséncia apds a integracado do DNA do HPV no genoma da
célula infetada leva a expressao elevada destas oncoproteinas, descrito como um processo

que potencia o desenvolvimento de lesdes malignas [16].
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Figura 4: Ciclo de vida do virus HPV (Adaptado de [17]).



1.3.3- Oncoproteinas

O potencial oncogénico do HPV reside na atividade das oncoproteinas E6 e E7, que
interagem com uma variedade de proteinas reguladoras do ciclo celular codificadas por
genes supressores de tumor. A E6 apresenta uma maior afinidade para se ligar a p53,
proteina responsavel pela apoptose das células infetadas, e a E7 tem afinidade para a
proteina do retinoblastoma (pRb), que é responsavel pelo controlo/regulacao do ciclo

celular [11].

As oncoproteinas virais E6 e E7 sdo consideradas proteinas com atividade oncogénica, uma
vez que tém a capacidade de desregular uma série de eventos celulares, como o ciclo celular,
apoptose, reparacao do DNA, senescéncia e diferenciacao das células, o que provocara a

acumulacao de danos no DNA e, consequentemente, a progressao das células cancerigenas

[7].
1.3.3.1- Oncoproteina E6

A oncoproteina E6 é formada por aproximadamente 150-160 aminoacidos e contém duas
regioes de ligacdo com quatro “motifs” Cys-X-X-Cys [7]. A regido de ligacao do terminal C
tem um “motif” de ligacao a PDZ responsavel pela interacao com varias proteinas celulares

com vista a sua inativacao e degradacao [11].

Como referido anteriormente, esta oncoproteina desempenha um papel importante devido
a sua capacidade de interagir com a proteina p53. Esta interacao ocorre através da formacao
de um complexo trimérico E6/E6AP/p53. E6 liga-se a proteina E6AP (E6-associated
protein), uma proteina celular E3 ubiquitina-ligase, formando um heterodimero estével, a
E6 — E6AP, que em seguida se associa a p53 [11]. A formacao deste complexo origina a
degradacao da p53 por ubiquitinacdo e subsequente degradacao proteolitica (figura 5) [18].
A redugdo da atividade da p53 favorece a replicacio do DNA danificado e a sobrevivéncia
celular anormal, que seria reparada ou eliminada pela inducao de apoptose se a p53 fosse
expressa em niveis normais [6]. A E6 demonstra igualmente capacidade de degradar outras

proteinas celulares para evitar a apoptose, nomeadamente Bak, FADD e procaspase 8 [6].
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Figura 5: A¢ao da oncoproteina E6 (Adaptado de [19]).



1.3.3.2- Oncoproteina E7

A E7 é uma oncoproteina com 100 aminoacidos que possui uma regiao “motif” (LXCXE) e
esta dividida em trés regioes conservadas (CR1, CR2 e CR3). Estas regites controlam a sua

interacao com proteinas celulares, nomeadamente a proteina do retinoblastoma (pRb) [7].

A oncoproteina E7 inibe a atividade da pRb através da formacao de complexos estaveis
com fatores de transcricao da familia E2F. Durante o ciclo celular normal, a interacao
pRb—E2F é fundamental para a progressao normal da célula da fase G1 para a fase S do
ciclo celular. Porém, nas células infetadas por HPV, a E7 é expressa e liga-se a pRb,
interrompendo o seu complexo com E2F e permitindo, desta forma, a entrada prematura
da célula na fase S, provocando uma proliferacao celular descontrolada [77]. A pRb regula
negativamente a atividade do fator de transcricio da familia E2F. Quando a pRb ¢é
desativada pela E7, o fator de transcricao E2F é regulado positivamente e os genes de

proliferacao celular sao ativados (figura 6) [11].

- @O

Figura 6: Acdo da oncoproteina E7 (Adaptado de [21]).

Ativagao trascricional

/ da E2F1-3
Degrad agio >

pelaviado Estimulacao da
proteossoma progressao celular

Foi demonstrado que a proteina E7 de HPV de baixo e alto risco tem como alvos os
membros da familia pRB, incluindo a p107 (RBL1) e a p130 (RBL2), duas proteinas que
também regulam a proliferacao do ciclo celular através da ligacao ao fator de transcri¢ao
E2F [11]. Assim sendo, podemos afirmar que a oncoproteina E7 de HPV de alto risco tem
a capacidade de interagir com outras proteinas envolvidas na proliferacao celular e

imortalizar células por desregular mecanismos de apoptose [20].

1.3.4- Fatores de Risco e Estratégias de prevencao

A infecdo pelo HPV é a principal causa para a ocorréncia do cancro do colo do atero. No
entanto, outros fatores de risco contribuem para o aumento de uma infecao persistente por
HPV e consequente progressao para cancro, como tabagismo, multiplicidade de parceiros
sexuais, iniciacdo sexual precoce, uso prolongado de contracetivos orais, deficiéncias
nutricionais, imunodeficiéncia, predisposicao genética e co-infecado com o virus do herpes

simplex tipo 2 ou o virus da imunodeficiéncia humana [22]. A vulnerabilidade social



constitui igualmente um problema que possibilita a ocorréncia e o desenvolvimento da

doenca, uma vez que pode condicionar o acesso a medidas preventivas.

A detecao pode ocorrer por meio de um exame citopatologico, o teste de Papanicolau, que
tem sido o método de eleicao para o rastreio do cancro do colo do ttero, uma vez que
permite a identificacdo da doenca no seu estagio inicial. Contudo, apesar de ter sido
fundamental no diagnostico precoce de lesdes precursoras do cancro, tem demonstrado

uma taxa relativamente alta de falsos positivos, bem como de falsos negativos [8].

A vacinacgao surge assim como o método de prevencgao mais eficaz. O desenvolvimento de
vacinas profilaticas tem permitido, ao longo dos anos, reduzir a incidéncia de doencas

relacionadas com o HPV, como o cancro do colo do atero [22].

1.4. Vacinas preventivas e terapéuticas contra a infecao pelo
HPV

A introducdo de vacinas preventivas contra a infecao por HPV tem revelado resultados
consideraveis na reducao da incidéncia de doencas relacionadas com este virus, incluindo
verrugas genitais, displasia cervical e cancro do colo do utero [23]. Este tipo de vacinas
estimula o organismo a produzir anticorpos que, quando confrontados com o HPV,
bloqueiam os virides do virus antes de estes terem acesso a camada celular basal
proliferativa da superficie epitelial [1]. As vacinas preventivas, denominadas por
profilaticas, sdo constituidas por particulas semelhantes ao virus (VLPs), que sao

produzidas a partir da expressao recombinante da proteina capsidica principal L1 do HPV

[24].

Existem atualmente trés vacinas profilaticas em comercializacao: Cervarix ® (vacina
bivalente contra o HPV16 e HPV18), Gardasil® (vacina quadrivalente contra o HPV®6, 11, 16
e 18) e Gardasil 9 ® (vacina nonavalente contra o HPV6, 11, 16, 18,31, 33, 45, 52 € 58) [25].
O esquema de vacinacao prevé a administracdo de trés doses por via intramuscular para os
trés tipos de vacinas. Atualmente, em Portugal, a vacina contra o HPV incluida no Programa
Nacional de Vacinacao é a Gardasil 9 ® [26]. Para criar uma resposta imune mais forte, dois
adjuvantes foram associados as vacinas atualmente disponiveis contra o HPV - sulfato de
hidroxifosfato de aluminio amorfo (AAHS) nas vacinas Gardasil® e Gardasil 9®); e
adjuvante AS04 na vacina Cervarix ® [23]. O sulfato de hidroxifosfato de aluminio amorfo
(AAHS) pertence ao grupo de sais de aluminio, frequentemente utilizados em vacinas
profilaticas. Ja o sistema adjuvante ASo4 assenta na combinacao de adjuvantes, uma vez

que é composto por monofosforil lipidico A (MPL) adsorvido em hidroxido de aluminio,



sendo considerado como um adjuvante a base de lipidos ou 6leos. E atualmente usado em

vacinas contra o virus do papiloma humano (HPV) e virus da hepatite B (HBV) [27, 28] .

Embora a vacinagio profilatica contra o HPV seja atualmente a melhor estratégia de
prevencao do cancro do colo do ttero, este tipo de vacinas induz apenas imunidade humoral
(producao de anticorpos neutralizantes) evitando assim futuras infe¢des, nao sendo eficaz
no tratamento das infecoes ja existentes. Para colmatar esta lacuna, varios tipos de vacinas
terapéuticas contra o HPV estao em estudo [29]. As vacinas terapéuticas sao projetadas para
induzir imunidade especifica mediada por células, que impede o desenvolvimento de les6es
e elimina lesGes pré-existentes ou mesmo tumores malignos. O seu principal alvo sao as
oncoproteinas E6 e E7, uma vez que sdo as principais responsaveis pela transformacao
maligna induzida pela infecdo com o HPV. Além disso, sdo essenciais para a inducao e
manutencao da transformacao celular [24]. Assim, o objetivo deste tipo de vacinas é conferir
imunidade celular através da ativacao de células efetoras e linfocitos citoliticos para

eliminar as células infetadas [7].
1.5. Terapias baseadas em DNA

A maioria dos planos de tratamento do cancro, incluindo o cancro do colo do tatero, envolve
cirurgia, radioterapia ou quimioterapia. Embora estes tratamentos tenham obtido sucesso
em doentes com cancro em fase inicial, a acao sobre células saudéveis e consequentes efeitos
adversos, o estado avancado da doenca e a formacao de metastases continua a por em risco

a vida dos doentes [30].

A elevada prevaléncia de lesdes e neoplasias associadas ao HPV em todo o mundo,
principalmente em paises pouco desenvolvidos, revela que ha uma necessidade premente
de desenvolver novas estratégias terapéuticas. Neste contexto, a terapia génica surge como
uma opcao promissora, apresentando estratégias de tratamento que incluem a substituicao
ou alteracao da expressao de alguns genes que promovem o processo tumoral, como é o caso
dos oncogenes E6 e E7 do HPV. Também as vacinas de DNA assumem particular destaque
devido a capacidade de gerar uma resposta imune celular e humoral, baseando-se no uso de

sequéncias de material genético do agente patogénico que se pretende combater [30].
1.5.1- Terapia génica
A terapia génica atrai grande interesse devido ao seu potencial efeito terapéutico em relagao

a varias doencas, como desordens genéticas, certas infecoes virais e cancro [31]. Trata-se de

uma técnica que utiliza 4cidos nucleicos para reparar uma disfuncao causada por um defeito



genético ou introduzir fun¢oes adicionais para tratar ou evitar a progressao de uma doenca

[32].

A terapia génica pode ser realizada em dois tipos de células, as somaticas e as germinativas.
A diferenca entre estas duas abordagens é que, ao contrario do que acontece em células
germinativas, nas somaticas ndo ha transmissdo do material genético as células
descendentes [33]. Contudo, a abordagem com células sométicas é a mais desenvolvida

atualmente.

A terapia génica consiste num processo complexo, sendo necessério garantir a entrega do
material genético ao nicleo da célula alvo sem sofrer degradacao. Para tal, sera necessario
utilizar um sistema de entrega eficaz, que seja capaz de proteger e transportar a informacao
genética, que nao interaja com células endoteliais vasculares e componentes do sangue
evitando a absorcao pelo sistema reticuloendotelial. O veiculo de entrega utilizado para
efetuar este tipo de terapia, deve igualmente ser pequeno o suficiente para passar através
da membrana celular e alcancar o nacleo [32]. Entre a ampla gama de possiveis aplicacoes
clinicas, a terapia génica no tratamento do cancro surge como uma das mais desafiantes e

promissoras [34].
1.5.2- Vacinas de DNA

Atualmente, muitos tipos de cancro sao curados, desde que tratados com administracao de
substancias quimicas ou radioterapia em estigios iniciais. No entanto, a taxa de
mortalidade e morbidade das neoplasias associadas ao HPV e suas lesdes precursoras
continua a ser elevada. Por essa razao, torna-se urgente o desenvolvimento de vacinas

terapéuticas eficazes contra o HPV [35].

As vacinas de DNA surgem como uma estratégia eficaz para o tratamento do cancro do colo
do utero, associado a infecao pelo HPV. As oncoproteinas virais E6 e E7 sao alvos adequados
para a formulacgao de vacinas terapéuticas, uma vez que sao sobreexpressas precocemente
nas células infetadas com o HPV [36]. Contudo, sera necessario erradicar o seu potencial
oncogénico para aplicacao em seres humanos, através da introducao de mutagoes pontuais

que impecam a interacdo/reconhecimento da E6 e E7 com p53 e pRb, respetivamente [37].

As vacinas de DNA sdo consideradas seguras, ndo imunogénicas, estaveis, de obtencao
simples e econémica, e pretendem estimular uma resposta imune especifica e a inducao de
uma memoria imunolégica prolongada. Para tal, é necessario que os antigénios codificados
nas vacinas de DNA sejam processados pelas células apresentadoras de antigénios (APCs),

que por sua vez, vao ativar células de defesa imunoldgica, isto €, células T e células B [38].
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A estimulacao eficiente das células T pelas APCs requer a apresentacao de fragmentos de
antigénios na superficie das APCs pelo complexo maior de histocompatibilidade (MHC) de
classe I e de classe II para serem reconhecidos pelos recetores das células T. Os fragmentos
de antigénios enddgenos, gerados no citoplasma das células pelo proteossoma, sao
apresentados por moléculas de MHC Classe I e estimulam os linfocitos T citotoxicos (células
T CD8*), provocando a ativacdo de uma resposta imune celular. Os fragmentos de
antigénios exogenos, adquiridos no meio extracelular, sdo apresentados por moléculas de
MHC Classe II e estimulam as respostas das células T auxiliares (células T CD4"*), que
ativam as células B desencadeando uma resposta humoral através da producdo de

anticorpos de memoria (figura 7) [39-42].
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Figura 7: Capacidade de inducao de respostas humorais e celulares (Adaptada de [42]).

As vacinas de DNA sao, portanto, capazes de induzir ambos os tipos de imunidade, humoral
e celular, o que lhes confere algumas vantagens em relacao as vacinas convencionais. A
rapida produgdo a baixo custo, a possibilidade de adaptagdo a patégeneos emergentes e
a elevada estabilidade térmica devido a molécula de DNA sdo outras vantagens a ter em

consideracao [35, 39].

No entanto, como principal desvantagem, é de salientar a baixa imunogenicidade destas
vacinas quando testadas em animais de grande porte e em humanos, ao contrario do que
tem sido observado nos testes in vivo com ratos, devido as barreiras bioldgicas extra e
intracelulares para a entrega de genes [40, 43, 44]. Para aumentar a eficiéncia das vacinas
de DNA em termos de imunogenicidade, varias estratégias tém-se focado no

direcionamento de antigénios para as células dendriticas (DCs) [38].
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As DCs sao células apresentadoras de antigénio dotadas de uma extraordinaria capacidade
de estimular e regular a resposta dos linfocitos T e estao concentradas em areas de potencial
entrada de antigénios, especialmente em torno das superficies epiteliais e mucosas [45]. As
DCs no estado imaturo, encontram-se normalmente nos tecidos periféricos e sdo capazes
de capturar e processar antigénios. Para isso empregam varios métodos de internalizacao
de antigénios, como, fagocitose, endocitose mediada por recetores e macropinocitose [46].
Quando confrontadas com sinais de “perigo” resultantes de processos inflamatorios e
infeciosos, as DCs entram nos vasos linfaticos aferentes e migram para os ganglios
linfaticos, sendo gerados estimulos que desencadeiam a sua maturacgao [36, 47]. Durante
este processo, as DCs sofrem varias alteracoes fenotipicas e funcionais, ocorrendo a
producao de citocinas e quimiocinas, alteracoes na expressao de recetores de quimiocinas e
ainda aumento da expressao de moléculas co-estimuladoras e moléculas do complexo maior
de histocompatibilidade (MHC) contendo o antigénio que ira ser reconhecido pelo recetor

dos linfocitos T [38, 48].

Tendo em mente as caracteristicas funcionais das DCs, é expectavel o desenvolvimento de
novas e melhores formulacoes de vacinas de DNA direcionadas a este tipo de células, com

vista a otimizacao da sua eficacia no que diz respeito a resultados imunolégicos [38].

1.6. DNA plasmidico

O DNA plasmidico (pDNA) é uma pequena molécula, de cadeia dupla, capaz de se replicar
autonomamente, e cujas extremidades estao ligadas covalentemente, formando um circuito
fechado. O seu tamanho é medido por pares de bases (Kbp), podendo variar de 1 a 200 Kbp
[49]. Nas ultimas décadas, o DNA plasmidico tornou-se uma das ferramentas mais
importantes em biologia molecular e, mais recentemente, em terapia génica e vacinagao. O
DNA plasmidico tem a capacidade de transportar certos genes, essenciais para a
sobrevivéncia do hospedeiro, como genes de resisténcia a antibioticos e genes responsaveis
pela sintese de certas proteinas. Além disso, o risco de integracao de material genético no

genoma do hospedeiro, em comparagao com vetores virais, é praticamente nulo [50].

Estas moléculas possuem uma origem de replicacdo e assumem diferentes conformacdes
estruturais, nomeadamente a circular aberta (oc), desnaturada, linear, superenrolada (sc) e
oligomérica. Estas cinco isoformas sao diferentes quanto a carga, tamanho, hidrofobicidade
e exposicao de bases. A obtencado da isoforma sc do pDNA é a recomendada para utilizar na
vacinacao de DNA e na terapia génica, sendo considerada a conformacao biologicamente
ativa devido a sua integridade estrutural que se reflete numa maior eficiéncia de expressao
do gene alvo. Contudo, a isoforma sc pode converter-se em isoforma oc ou linear, sob a acao

de certos procedimentos fisicos e quimicos, o que pode dificultar a etapa de purificacdo [51].
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O processo de obtencdo de DNA plasmidico envolve varios procedimentos divididos em trés
etapas que devem ser otimizadas e eficazes para maximizar a quantidade final desta
biomolécula: a primeira envolve a construcdo de um vetor de expressao adequado e a
escolha da estirpe bacteriana apropriada; a segunda (upstream) baseia-se na selecao e
otimizacdo das condicoes de producao; a terceira (downstream) estéa relacionada com o

processo de isolamento e purificacao do pDNA (figura 8) [52].
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Figura 8: Representacdo das trés etapas do processo biotecnologico (Adaptada de [53]).

1.6.1- Construcao do DNA plasmidico

O desenvolvimento de um processo de producao de pDNA comeca com a construcao de um
vetor e, em seguida, a selecao de uma estirpe hospedeira que ira clonar o plasmideo de
interesse. O pDNA deve incluir uma origem de replicacdo eficaz para a clonagem no
hospedeiro e um gene de resisténcia a antibidticos para a selecdo do crescimento. Deve
igualmente incluir uma cassete de expressao eucaridtica composta por um promotor da
expressao celular eucaridtica, uma sequéncia de terminacido e o gene que codifica o

antigénio de interesse [53].

Quanto a selecio da estirpe hospedeira, a producdo de DNA plasmidico é quase
exclusivamente baseada em bactérias Gram-negativas de Escherichia coli (E.Coli), uma vez
que representam o organismo vivo bem caraterizado em termos genéticos, sendo facilmente

modificadas por varios métodos de biologia molecular [54].

1.6.2- Producao do DNA plasmidico

E necessario um processo de fermentacao eficiente para produzir grandes quantidades de

pDNA. Nesse ponto, a otimizacdo das condig¢des de cultura, como componentes/nutrientes
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do meio, pH, temperatura e oxigénio dissolvido sao estabelecidas. O sucesso do processo de
fermentacdo dependera das interacGes entre o organismo hospedeiro, o vetor de DNA
recombinante e o ambiente de crescimento [55]. Também é fundamental que a fermentacao
produza pDNA na conformacdo sc de forma a minimizar as impurezas e fontes de

contaminacao resultantes dos elementos do processo e meio de cultivo [54, 56].

Apoés a fermentacao, é necessario proceder a recuperacao da biomassa por centrifugagao e
a realizacao do processo de lise celular. Posteriormente, alguns processos de isolamento e
extracao de pDNA siao realizados a fim de eliminar algumas impurezas precipitadas (DNA
genomico (gDNA), algumas proteinas e RNA de alto peso molecular) e restos celulares. Por
fim, é fundamental recorrer a processos de purificacdo adequados para eliminar as restantes
impurezas e garantir o grau de pureza da amostra de pDNA que atenda as recomendacoes

das agéncias reguladoras [52].
1.6.3- Purificacao do DNA plasmidico

Diferentes técnicas cromatograficas, como exclusao molecular, troca aniénica, interacao
hidrofobica, fase reversa ou cromatografia de afinidade, foram implementadas para isolar
o pDNA na isoforma sc das impurezas remanescentes do hospedeiro. A semelhanca entre
as propriedades fisicas e quimicas do pDNA na isoforma sc com outras isoformas
consideradas nao funcionais e os acidos nucleicos das células hospedeiras tem sido um
desafio no processo de purificacao. Para colmatar esta dificuldade, os ligandos imobilizados
nos suportes cromatograficos foram otimizados, a fim de obter maior resolucio e
capacidade de ligacao, além de desenvolver um bioreconhecimento especifico e seletivo pela

conformacao desejada do plasmideo, permitindo uma purificacao eficiente [57].
1.6.3.1- Cromatografia de exclusao molecular

A cromatografia de exclusdo molecular é uma técnica de separacdo baseada no tamanho
molecular dos componentes da amostra, medido pela eficiéncia com que penetram nos
poros da fase estacionaria. As moléculas de maior dimensao, que nao entram nos poros da
matriz cromatografica, eluem primeiro, enquanto as moléculas mais pequenas, cujo
diametro permite que elas entrem nos poros, demoram mais tempo a eluir. Assim sendo,
moléculas como o DNA gen6mico e o DNA plasmidico eluem rapidamente, ao passo que
moléculas como RNA, endotoxinas e proteinas, realizam um percurso mais longo através
dos poros da matriz sendo retardados na coluna cromatografica. Apesar de permitir uma
separacao eficiente do DNA plasmidico das impurezas de menor dimensao, esta técnica

apresenta limitacoes na remocao do DNA gendmico e no isolamento da isoforma sc [52].
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1.6.3.2- Cromatografia de interacao hidrofébica

A cromatografia de interacao hidrofobica (HIC) explora as diferencas de hidrofobicidade
entre as moléculas presentes numa amostra. Esta técnica baseia-se na interacao reversivel
entre os grupos hidrofobicos das biomoléculas e os ligandos hidrofobicos da matriz. A
ligacdo a matriz cromatografica é promovida com elevadas concentracoes de sal,
impulsionada principalmente por um deslocamento de moléculas de 4gua ordenadas em
torno das biomoléculas e dos ligandos imobilizados. Geralmente, um gradiente decrescente

de sal é usado para eluir as amostras em ordem crescente de hidrofobicidade [58].

A cromatografia de interacdo hidrofobica é frequentemente usada porque, apesar do
complexo mecanismo envolvido na interacao, as biomoléculas sofrem danos estruturais
reduzidos e a sua atividade biol6gica é mantida. Assim, a purificacdo com base na
hidrofobicidade é obtida com requisitos minimos de solvente e com potencial de degradacao
minima do produto. A temperatura, pH e sais podem ter um impacto significativo na
retencao e seletividade desta técnica. Contudo, uma correta selecido e otimizacao destas

condicoes ira permitir que as biomoléculas sejam separadas de forma eficiente [58].

No caso particular dos acidos nucleicos, a cromatografia de interagao hidrofébica pode ser
aplicada na purificacdo do pDNA através da manipulacio das diferencas de hidrofobicidade
do pDNA, acidos nucleicos de cadeia simples e endotoxinas. A retencao de acidos nucleicos
é afetada principalmente pelo seu tamanho, composicido das bases e estrutura das
moléculas. Assim, esta técnica permite uma separacao eficiente entre o pDNA e o RNA ou
endotoxinas, embora nao se verifique a separacao das diferentes isoformas do pDNA ou do
gDNA de cadeia dupla [58].

1.6.3.3- Cromatografia de Fase reversa

A cromatografia de fase reversa é um método cromatografico que se baseia na interacao das
regioes hidrofobicas das moléculas alvo e dos ligandos imobilizados nao polares. As
moléculas ligadas sdo eluidas por ordem crescente de hidrofobicidade, propriedade que é
definida por caracteristicas como composicao da base, comprimento da cadeia e estrutura
secundaria. Os 4cidos nucleicos de maior tamanho sdo retidos por mais tempo, o que é
consistente com o facto de os oligonucleétidos de cadeia simples se ligarem mais
firmemente as matrizes do que os fragmentos de cadeia dupla de igual tamanho [59]. RNA
de baixo peso molecular, fragmentos de gDNA e pDNA linear sdo separados do pDNA sc de

forma eficaz, sendo o pDNA linear o mais fortemente retido [52].

No entanto, a retencao de pDNA ocorre somente com elevadas concentragoes de sal devido

a sua hidrofobicidade baixa, o que constitui uma desvantagem. Também o uso de solventes
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organicos, que sio frequentemente toxicos e volateis, € problematico no que se refere a

purificacdo em larga escala, exigindo medidas de seguranca apropriadas [49, 52].
1.6.3.4- Cromatografia de troca aniéonica

A cromatografia de troca anionica permite a separacao de moléculas com base na sua carga.
Esta técnica explora a interacdo entre os grupos fosfato dos 4cidos nucleicos carregados
negativamente e os ligandos imobilizados na fase estacionaria carregados positivamente.
Um gradiente de sal é utilizado para deslocar os diferentes acidos nucleicos que devem eluir
em ordem crescente de densidade de carga, que varia em funcao da conformacao e tamanho
molecular [59]. A interacao entre o pDNA e a fase estacionaria é baseada na atracao local
gerada por cargas opostas. Logo, as isoformas terdo diferentes tempos de retencdo num
gradiente crescente de sal, devido a diferenca de densidade de cargas por area de superficie
[49]. De modo geral, baixas concentracoes de sal favorecem a ligacao das biomoléculas e a
eluicao ocorre por aumento da forga i6nica, que desestabiliza as interacoes dos diferentes

acidos nucleicos [52].

A cromatografia de troca anionica continua a ser uma técnica de cromatografia muito
utilizada, pois oferece vantagens como separacao rapida e simples, sem necessidade de
solvente, higienizacao com hidroxido de sodio, separacao da isoforma sc da isoforma oc do
pDNA e remocao eficiente de impurezas de densidade de carga menor. No entanto esta
técnica pode apresentar limitacdes, como uma resolucao relativamente baixa entre o pDNA

e endotoxinas e eluicdo do pDNA em elevadas concentragoes de sal [51].
1.6.3.5- Cromatografia de afinidade

A cromatografia de afinidade é um método de separacdo de biomoléculas com base em
interacoes especificas entre a biomolécula alvo e o seu ligando especifico, que é acoplado a
uma matriz. Estas interacOes especificas resultam de interacGes eletrostaticas ou
hidrofobicas, forcas de van der Waals e/ou ligacao de hidrogénio. A escolha da matriz e das
condicoes a serem utilizadas estd dependente das propriedades moleculares das
biomoléculas e da natureza fisico-quimica e termodinamica das suas interacoes
moleculares. Assim, as etapas de eluicio podem ser executadas especificamente, através de
um ligando competitivo, ou nao especificamente, alterando o pH, a forca i6nica ou a
polaridade. Trata-se de um método tinico, na medida em que utiliza um agente de ligacao
especifico para reconhecer ou purificar biomoléculas com base na sua fun¢ao biolégica ou

estrutura quimica [56].

Os métodos de afinidade evidenciam vantagens como capacidade de eliminar etapas

adicionais, aumentar o rendimento e seletividade e melhorar a economia do processo.
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Contudo, ha a evidenciar algumas limitagoes, particularmente no que diz respeito a origem
biologica dos ligandos, que tendem a ser frageis e com baixa capacidade de ligacao. Estas
limitacoes exigem novas abordagens que visem a projecao de ligandos mais adequados, isto
é, que combinem a seletividade de ligandos naturais com a alta capacidade e durabilidade
dos sistemas sintéticos. Ainda assim, a cromatografia de afinidade constitui uma técnica
particularmente promissora porque combina a seletividade de uma interacao biologica que
ocorre naturalmente com a simplicidade de uma tnica molécula pequena usada como

ligando [56].
1.6.3.6- Suportes Monoliticos

Os monolitos surgiram como uma excelente solugio para a purificagio de pDNA e foram
extensivamente investigados e aprimorados por alguns grupos de pesquisa. Também
designados como fases estacionarias continuas, os monolitos sdo constituidos por uma
estrutura continua, inica, composta por uma rede intercruzada de canais, o que os torna
altamente porosos. O tamanho do poro depende das condic6es de polimerizacao, sendo
possivel ajustar este parametro de acordo com a aplicacao pretendida. O material
monolitico pode ser polimerizado diretamente na coluna, formando uma rede
tridimensional, o que aumenta a acessibilidade da molécula alvo a toda a estrutura
monolitica. A tecnologia monolitica pode ser aplicada a quase todos os tipos de principios
cromatograficos através da utilizacao de ligandos especificos imobilizados em monolitos,
como é o caso dos principios hidrofébicos e de afinidade [57]. Os canais interconectados
permitem um aumento da permeabilidade, uma migracao uniforme através do suporte e
uma diminuicao da pressao do sistema cromatografico. Além disso, esta técnica permite que
as moléculas passem unicamente por convecc¢ao, com uma elevada transferéncia de massa

entre a fase estacionaria e a fase mével [57].

Esta nova geracao de colunas cromatograficas vem colmatar algumas das limitacoes
associadas as colunas convencionais, como baixa difusividade, baixa transferéncia de
massa, baixa capacidade de ligagdo para moléculas grandes e ensaios muito demorados. A
excelente transferéncia de massa e as caracteristicas associadas as colunas monoliticas
permitem a ligacao de grandes biomoléculas, como o pDNA, fazendo destes suportes uma
ferramenta eficiente e rapida de purificacao da isoforma sc do pDNA com elevado grau de

pureza e produtividade [57].

1.7. DNA minicircular

Atualmente, diferentes classes de vetores estao disponiveis para promover a entrega e

expressao de genes terapéuticos em células eucarioticas. Entre eles, temos o pDNA que

17



continua a ser uma biomolécula promissora para a transferéncia de genes, contemplada em
varios estudos e ensaios clinicos. Contudo, devido aos seus niveis de expressao
relativamente baixos e carater transiente, diferentes estratégias tém sido abordadas para
tentar superar essas limitacoes [50]. Os vetores de pDNA geralmente compreendem
sequéncias bacterianas e motivos de CpG que desencadeiam respostas imunologicas
adversas, originando problemas de biocompatibilidade [60]. Além disso, a presenca de
marcas de selecao pode conferir resisténcia a antibiéticos, uma vez que pode ocorrer
disseminacao para a flora bacteriana humana [60]. Como tal, o foco de investigacdo neste
campo tem sido no sentido de aumentar a eficiéncia da internalizacdo do vetor de pDNA
nas células alvo e respetivo ntcleo, aumentar a expressao génica e projetar a resposta
terapéutica desejada [61]. Neste contexto, surgiu recentemente uma tecnologia inovadora

que se baseia em vetores de DNA minicircular (mcDNA).

O mcDNA é uma molécula de DNA circular de cadeia dupla que tem vindo a evidenciar-se
e constitui, do ponto de vista atual, uma ferramenta eficiente, segura e sem efeitos
citotdxicos, para desenvolver biofarmacos inovadores. Trata-se de um vetor desprovido de
sequéncias de origem bacteriana, devido a recombinacdo in vivo induzida durante o
processo de producdo, resultando assim na conversao do plasmideo parental (PP) em
mcDNA e mini-plasmideo (mP). O mcDNA final adquire consequentemente um tamanho
mais reduzido e apresenta uma expressao de genes persistente, pelo que evidencia uma

eficacia terapéutica melhorada em comparacao com o pDNA convencional [50].

1.7.1- Producao do DNA minicircular

Até ao momento, as tecnologias disponiveis para a produ¢do de mcDNA baseiam-se em
sistemas de recombinacdo in vivo que convertem o PP em moléculas circulares mais
pequenas de DNA durante a fermentacgao bacteriana (figura 9), sendo a ParA resolvase e a

recombinase Cre exemplos de alguns sistemas j4 utilizados [50].
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Figura 9: Representacao da produgdo do mcDNA a partir do PP (Adaptado de [64]).

Num sistema mais aprimorado, os PP que codificam as informacoes do pDNA padrao sao
replicados e posteriormente convertidos em mcDNA e mP pela acao da recombinase ®C31
[60]. Os plasmideos precursores do mcDNA sdo geralmente amplificados em bactérias
gram-negativas de E. coli por exibirem alta densidade populacional e uma alta taxa de
crescimento [50]. A estirpe E. coli ZYCY10P3S2T possui um sistema indutivel através de L-
arabinose que, na presenca deste substrato, ativa a expressao simultanea da recombinase

®C31 e da endonuclease I-Scel [50].

Apo6s a amplificacao do PP, a fase de inducao é estimulada pela adicao de L-arabinose que
promove a expressao do mecanismo celular responsavel pela conversao de modelos de PP
em mcDNA. Este periodo do bioprocesso é critico, uma vez que é significativamente
influenciado pela concentracao de L-arabinose e pela fase em que as culturas bacterianas
sao induzidas, isto é, o rendimento do mcDNA est4 dependente da fase em que € iniciada a
inducdo. O rendimento mais elevado regista-se quando a inducao é realizada no final da

fase de crescimento bacteriano [50].

A enzima recombinase ®C31 realiza a conversao do PP em mP e em mcDNA, através do
reconhecimento das sequéncias de recombinacao attB e attP. O PP e o mP sdo degradados
pela endonuclease I-Scel, que identifica o local de restricdo 32x Scel dos dois vetores. No
entanto, esta tltima fase do processo nao é completamente eficaz pois o PP nao é totalmente

removido, sendo fundamental aplicar posteriormente uma etapa de purificagio [62, 63].
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1.7.2-  Purificacao do DNA minicircular

Diferentes estratégias cromatograficas implementadas para a purificacio de mcDNA, tais
como cromatografia de afinidade, tecnologia do DNA triplex, coluna monolitica de troca
anidnica, cromatografia de interacao hidrofobica, entre outras, tém sido exploradas para a
purificacio de mcDNA [65]. No entanto, a maioria destas metodologias nao apresenta
excelentes performances na purificagio do mcDNA, uma vez que evidenciam dificuldade
em separar o mcDNA na isoforma sc das impurezas de PP e mP que sdo muito semelhantes

em termos de tamanho e topologia molecular [66].

Embora alguns estudos tenham demonstrado bons resultados na purificacdo de mcDNA, a
maioria exige a manipulacao e insercao de sequéncias especificas no “backbone” do PP e
nao possuem seletividade suficiente para isolar a isoforma sc de outras isoformas de
mcDNA, pois sao projetadas para reconhecer os contaminantes ou para se ligar a sequéncias
especificas compartilhadas por todas as isoformas de mcDNA. Assim sendo, € essencial o
desenvolvimento de uma estratégia universal e eficaz para a purificagio do mcDNA com
vista a implementacdo terapéutica deste vetor. A utilizacio de uma estratégia
cromatografica inica aplicada a vetores de mcDNA com diferentes “backbones” é de grande

interesse, pois permitira reduzir alguns dos custos do processo [65].

Uma das estratégias de purificacio de mcDNA mais recentes baseia-se na utilizacao de uma
coluna monolitica de troca anionica (CIM® DEAE-1). Esta estratégia permite a purificacao
da isoforma sc do mcDNA, eliminando impurezas resultantes do processo de recombinacao,
nomeadamente o PP e o mP, bem como impurezas inerentes ao processo de producao em
E. coli, como o RNA. As vantagens desta metodologia sao a rapidez, a utilizacdo de uma
coluna comercial e o facto de nao serem necessarias modificacoes inicias do PP. Contudo, a
recuperacao da isoforma sc do mcDNA ¢ inferior a 50%, uma vez que parte desta molécula
co-elui com outras biomoléculas em diferentes picos cromatograficos, o que constitui uma
desvantagem [67]. Na presenca de outras moléculas com carga superficial semelhante, a

seletividade destas matrizes cromatograficas pode diminuir significativamente [65].

A cromatografia de afinidade tem sido apontada como uma técnica eficaz na separacao de
biomoléculas devido a seletividade em relacdo a molécula alvo. Essa abordagem explora o
reconhecimento especifico da molécula alvo através de ligandos acoplados a matriz, com
base na sua funcao biologica ou estrutura quimica. A utilizagdo de aminoéacidos ou derivados
de aminoacidos como ligandos na cromatografia de afinidade tem sido extensivamente
estudada pelo nosso grupo de investigacao, devido a sua capacidade de promover um
conjunto de interagdes com os acidos nucleicos. A combinacao de monolitos com ligandos

a base de aminoacidos parece ser uma boa estratégia para a purificacao de 4cidos nucleicos.
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Pela primeira vez, a lisina e o seu derivado descarboxilado, a cadaverina, foram utilizados
como ligandos imobilizados em suportes monoliticos para a purificacao da isoforma sc do
mcDNA. No geral, o suporte modificado com cadaverina estabeleceu interagcoes mais fortes
com o mcDNA do que o monolito modificado com lisina, a pH acido, e melhor seletividade,
conseguindo o isolamento da isoforma sc de mcDNA da amostra de lisado bacteriano. Além
disso, o nivel de impurezas demonstrou atender as recomendacdes das agéncias
reguladoras. Os resultados obtidos evidenciam o potencial do monolito modificado com
cadaverina como uma estratégia cromatografica viavel e vantajosa para a purificacdo da

isoforma sc de mcDNA, por se tratar de uma abordagem simples, pratica e eficiente [65].

Outra estratégia de purificacdo de mcDNA envolve a técnica de cromatografia de exclusao
molecular, utilizando a matriz Sephacryl S-1000 SF devido a sua ampla faixa de
fracionamento favoravel a separacao de macromoléculas como o gDNA, PP e mcDNA. Os
niveis de impurezas do mcDNA sc recuperado da matriz de Sephacryl foram analisados,
tendo os resultados sugerido que a Sephacryl é capaz de recuperar uma amostra de mcDNA
que cumpre os critérios estabelecidos pelas autoridades competentes, havendo, no entanto,
a salientar que para obter este grau de pureza tao elevado, a recuperagao foi levemente
sacrificada para evitar a contaminacao do mcDNA com outros acidos nucleicos de alto peso
molecular. Considerando o facto de que a maioria das proteinas e o RNA possuem tamanhos
menores e que o gDNA é muito maior que as moléculas restantes, a eliminagao dessas
impurezas nao é surpreendente. Como tal, a utilizacao da matriz de Sephacryl revelou-se
uma estratégia adequada para isolar diferentes moléculas de mcDNA, sem recorrer ao uso
de enzimas, exigindo apenas o ajuste das condi¢oes do ensaio de acordo com o tamanho do
mcDNA [66].

1.8. Sistemas de entrega

O sucesso da terapia génica e das vacinas de DNA depende da forma como ocorre a entrega
de material genético as células-alvo, sendo essencial que este nao sofra qualquer forma de
biodegradacdo. A sensibilidade do DNA a nuclease do meio biologico, o tamanho e a
propriedade anionica da macromolécula de DNA constituem barreiras a esse processo, que
devem ser ultrapassadas de forma eficiente. Para tal, o DNA deve ser associado a um sistema
ou vetor de entrega que o transporte para a célula alvo de forma eficiente, isto é, protegendo-
o da degradacdo por nucleases e promovendo a sua internalizagao celular e nuclear de forma
a que seja transcrito o gene terapéutico com eficiéncia [32]. Assim, as principais
dificuldades a ultrapassar passam pela captacao ineficiente do DNA transportado, pela
libertacao inadequada do DNA no interior da célula ou pelo direcionamento incorreto do
DNA para o nucleo [68].
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De modo a garantir a maxima eficiéncia, o sistema ou vetor de entrega deve preencher
determinados requisitos, tais como: possuir uma dimensao que permita a passagem pela
membrana celular e a entrada no nucleo, nao estabelecer interacoes com células vasculares
e endoteliais e ter a capacidade de evitar a captura por parte do sistema reticuloendotelial
[32, 69]. Para facilitar a entrega do material genético terapéutico as células-alvo, sao
utilizados vetores virais e vetores nao virais, sendo que ambos apresentam vantagens e

desvantagens [70].

1.8.1- Vetores virais

Os vetores virais sao produzidos a partir de virus, que constituem, por si s6, ferramentas
atraentes para a transferéncia de genes terapéuticos devido a sua alta eficiéncia de evasao
de uma grande variedade de células humanas [71]. Como vetores de entrega de DNA, devem
ser manipulados geneticamente de forma a nao constituirem riscos para a saude dos
pacientes, isto é, a parte patogénica do genoma viral é removida e alterada para receber o
gene terapéutico, a0 mesmo tempo que se retém ou alteram as estruturas nao patogénicas

que permitem a infecao celular [32].

Apesar do vasto leque de possibilidades terapéuticas e vantagens dos vetores virais, estes
apresentam algumas limitacoes ao nivel da seguranca e reprodutibilidade, nomeadamente
respostas imunitarias severas, carcinogénese, tamanho da sequéncia de DNA limitado e a

producao destes vetores em grandes quantidades é dificil e dispendiosa [72, 73].

Existem diversos tipos de virus que podem ser utilizados como vetores, sendo os mais
comuns os adenovirus, os retrovirus, os virus adeno-associados, os lentivirus e os virus
derivados do herpes simplex. Cada vetor viral apresenta vantagens e limitacoes especificas,

e a escolha do mesmo dependera dos objetivos que se pretendem alcancgar (tabela 1) [32].
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Tabela 1: Vantagens e desvantagens dos vetores virais (Adaptado de [32, 74-76]).

Material

Vantagens Desvantagens

genético

Elevada eficiéncia de transfecdo; Imunogenicidade elevada;
&

Infeta varios tipos de células; manipulacio complexa;
Adenovirus dsDNA ’

Transfecdo em células Tamanho maximo do gene: 4-

proliferativas e nao 5 kb.
proliferativas; Expressdo

prolongada.

Elevada eficiéncia de transfecao;

. expressio estavel e prolongada; Infeta apenas celulas
Retrovirus RNA

Tamanho maximo do gene: 9—12 proliferativas; Possivel

kb; Reduzida imunogenicidade. mutagénese insercional;

Dificuldade de produgéo.
Adeno- Expressdo prolongada; Infeta Possivel mutagénese
associados ssDNA maioria das células; Reduzida insercional; Dificuldade de
imunogenicidade.

producao; Tamanho méaximo

do gene: 5 kb.

Infeta varios tipos de células, Expressdo transiente;
t

Herpes simplex dsDNA incluindo as neuronais; Imunogenicidade elevada.
Tamanho méximo do gene: 40-
50 kb.
Transfecdo em células Dificuldade de producéo e
proliferativas e nao armazenamento; Experiéncia
Lentivirus RNA proliferativas; Expressao clinica limitada; Tamanho
prolongada; Transfecao em méaximo do gene: 8 kb;
células estaminais Possivel mutagénese
hematopoiéticas; Reduzida insercional; Procedimentos
imunogenicidade. dispendiosos e elaborados.
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1.8.2- Vetores nao virais

Os vetores nao virais sdo compostos por particulas biologicas produzidas sinteticamente,
nas quais o DNA, contendo o gene terapéutico, é encapsulado ou ligado a um composto
quimico que, em seguida, € libertado nas células alvo no momento da entrega [72]. Além de
DNA, os vetores nao virais sdo capazes de transportar compostos sintéticos, como

oligonucle6tidos e RNA [71].

A eficiéncia de internalizacao celular e entrega do material genético destes sistemas é menor
que a dos sistemas virais. Porém, estes sistemas sdo relativamente faceis de produzir e o
risco de complica¢bes inflamatoérias é menor. Acresce o facto de demonstrarem baixa
imunogenicidade para as células hospedeiras e a dimensao do gene a utilizar ser
praticamente ilimitada [32, 72]. Como limitacOes, os vetores nao virais apresentam
dificuldade em manter a sua integridade no meio extracelular, podendo sofrer degradacao

por acao de nucleases, e dificuldade em manter a expressao do gene terapéutico [71].

A entrega de DNA pode ser realizada através de métodos fisicos, por acao de determinadas
forcas fisicas que enfraquecem e tornam a membrana mais permeavel, permitindo assim
que o DNA chegue ao niicleo; e métodos quimicos, em que o DNA é transportado através da

membrana até ao ntcleo por transportadores que sofrem vérios tipos de rea¢oes quimicas

[32].

1.8.2.1- Métodos Fisicos

O principio dos sistemas fisicos de entrega de genes € usar energia mecanica, ultrassonica,
elétrica, hidrodinamica ou a laser, a fim de criar pontos fracos temporarios na membrana
da célula alvo, causando lesoes ou defeitos transitorios e permitindo que o DNA entre na

célula por difusao [32].

Estes métodos pretendem direcionar acidos nucleicos as células e constituem uma
alternativa favoravel, pois ndo recorrem a substancias citotoxicas ou imunogénicas e nao
apresentam limitacdo no tamanho do 4cido nucleico a ser transportado. As técnicas
disponiveis incluem microinjecdo, biobalistica (tecnologia “gene gun”), irradiacao a laser,

eletroporacado, sonoporacao e magnetofecao (tabela 2) [74].
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Tabela 2: Vantagens e desvantagens dos métodos fisicos (Adaptado de [74,77,78]).

Método Vantagens Desvantagens

Altamente dependente

A célula alvo é exposta ao Elevada capacidade de de impulsos elétricos;
Electroporacio campo elétrico, o que express3o génica; Procedimento cirtrgico
Seguro e reprodutivel dificil e invasivo;
faz com que a membrana se Estabilidade do DNA
torne altamente permeével. genémico pode ser
afetada pela voltagem
Elevada capacidade de
A entrega do gene as células expressio génica;
alvo é realizada utilizando TS
: P 5 . aixa eficiéncia;
Biobalistica metais pesados Expressdo prolongada; ' o
bi o Danifica os tecidos em
iocompativeis, como Tt B e
p ' Miiltiplas aplicacdes; Sl apli Cagse
portadores de particulas
(ouro, tungsténio, prata). Comercialmente
disponivel.
Procedimento
extremamente
A membrana celular é demorado;

Elevada eficiéncia de

Microinjeciio penetrada por um processo Incapacidade de
mecAnico simples, utilizando transfecgao. transfetar um grande
uma agulha de 0,5-5 um de numero de células;
diametro.
Tecnicamente dificil.

Seguro, nao invasivo;

Ultrassom o el . Sem necessidade de
ndas de ultrassom de alta . AL e
_ ' ' ' procedimento cirirgico; Baixa eficiéncia in vivo.
(sonoporacao) intensidade induzem poros .
Potencial para
na membrana celular.

atravessar a barreira

hematoencefalica.
Alta eficiéncia de Risco potencial de
_ Os campos magnéticos a0 yyansfecciio; Capacidade  particulas magnéticas
Magnetofecio usados para concentrar 5
p de transfetar alvos afetarem a funcao da
particulas contendo acido celulares dificeis. célula.

nucleico nas células alvo.
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Aplicagdo de uma pressao Procedimento simples;

: s oA Possibilidade de
Injeciio hidrodinamica controlada i ) Podem nio ser seguras
. .. . readministragao;
§ it liney il em capilares para aumentar - ) para o ser humano.
Toxicidade reduzida;

a internalizacao celular de

4cidos nucleicos em Elevada eficiéncia

circulagdo no sangue.

1.8.2.2- Métodos Quimicos

Ao contrario dos métodos fisicos, que modificam as propriedades das membranas
biologicas, os métodos quimicos alteram as propriedades dos acidos nucleicos de forma a
facilitar a sua entrada nas células-alvo, nomeadamente mascarando a carga negativa do
DNA, comprimindo a molécula de DNA para torna-la menor e protegendo-a da degradacao
por nucleases intracelulares [32]. As nanoparticulas tém-se revelado eficientes como
sistemas de entrega de uma enorme diversidade de moléculas terapéuticas devido ao seu
tamanho reduzido, apresentando capacidade de internalizarem nas células eucarioticas [79,
80]. Varios materiais de fontes inorganicas e organicas tém sido investigados para a

formulacao de nanoparticulas.

As nanoparticulas inorganicas tém assumido algum destaque em virtude da sua ampla
disponibilidade, facilidade de funcionaliza¢ao, biocompatibilidade e potencial para entrega
especifica nas células alvo. Além disso, tém toxicidade reduzida e podem ser facilmente
sintetizadas com tamanhos, formas e proporcoes ajustaveis. Os materiais mais comuns para
formulac¢des de nanoparticulas inorgénicas incluem nanotubos de carbono, quantum dots,
nanoparticulas magnéticas, nanoparticulas de silica e nanoestruturas de metais, como, por
exemplo, ouro e prata [81]. As nanoparticulas a base de ouro (Au) constituem um material
versatil, de facil fabricacao e com boa biocompatibilidade. No entanto, apresentam alguma
toxicidade, o que requer a sua funcionalizacio [82]. As nanoparticulas de silica,
nomeadamente aquelas com uma estrutura mesoporosa, tém sido especialmente
destacadas devido a capacidade de atravessar a membrana celular e a elevada eficicia na
incorporacido de diversos agentes terapéuticos que serdao entregues controladamente no
local alvo durante um periodo de tempo [83]. As nanoparticulas magnéticas de 6xido de
ferro, tém a capacidade de gerar calor em resposta a um campo magnético, permitindo a
sua aplicacdo na hipertermia magnética. Estes nanomateriais podem ser aplicados como
sistemas de entrega de farmacos, genes e radionucléotidos, como agentes de contraste em
imagem por ressonancia magnética e em tecnologias baseadas na separacao magnética de

DNA/RNA, proteinas, bactérias, virus e outras biomoléculas. Como vantagem
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complementar, as nanoparticulas apresentam a possibilidade de modificacdo dos grupos

funcionais da sua superficie, de forma a atribuir-lhes outras caracteristicas desejaveis [84].

No que se refere as nanoparticulas organicas, estas sao classificadas em duas grandes
classes: nanoparticulas baseadas em lipidos e em polimeros catiénicos [80]. As
nanoparticulas poliméricas estdo entre os materiais mais amplamente investigados para
entrega de acidos nucleicos devido a sua seguranca, versatilidade e capacidade de melhorar
as respostas imunes [85]. Os polimeros podem ser divididos segundo véarios critérios, sendo
que o principal deles é: polimeros naturais e polimeros sintéticos. Em comparacio com os
polimeros catiénicos naturais, os polimeros cationicos sintéticos apresentam maior
facilidade de modificacao quimica e tornam mais facil a manipulagao das propriedades na
superficie da particula do polimero. Entre os polimeros sintéticos mais comuns, estao
incluidos a polietilenimina (PEI), Poli (L-lisina) (PLL), acido poliacrilico (PAA), poli (éster
alifatico) (PAE) e poli (N, N-dimetilaminoetil metacrilato) (PDMAEMA) [86]. A
polietilenimina (PEI) é um dos polimeros mais promissores e mais usados no
desenvolvimento de varios vetores, uma vez que pode ser sintetizada em diferentes
comprimentos, ser ramificada ou linear e pode ser funcionalizada para uma melhor
compatibilidade. Tem apresentado bons resultados quando se trata de eficiéncia da
transfeccao, condensando eficientemente o DNA e levando a formacao de poliplexos
esféricos homogéneos [87, 88]. A sua elevada capacidade de tamponamento constitui uma

importante vantagem durante a fuga endossomal [89].

As micelas poliméricas e os dendrimeros surgem igualmente como estruturas muito
promissoras. As micelas permitem a entrega direcionada de farmacos e geralmente
desintegram-se rapidamente no organismo. Apesar da capacidade de transportar drogas e
genes, os sistemas micelares ndo exibem estabilidade termodindmica e cinética suficiente
para impedir a entrega prematura de farmacos quando administrados na corrente
sanguinea [90]. Os dendrimeros sdo polimeros 3D altamente ramificados, capazes de
penetrar nas membranas celulares e endossomicas [91]. Estes podem incorporar pequenas
moléculas por interacoes eletrostaticas ou hidrofébicas, e os firmacos podem ser ligados

covalentemente a sua superficie [90].

As nanoparticulas de base lipidica sdo outra classe proeminente de material usado como
vetores nao virais, geralmente formadas como lipossomas ou micelas lipidicas. Os
lipossomas sdo nanoparticulas catidnicas que consistem em fosfolipidos e colesterol capazes
de se ligar e encapsular o DNA. A sua elevada eficiéncia de transfecao é geralmente atribuida
a compatibilidade do material com as bicamadas lipidicas que compdem a membrana

celular, facilitando a entrada celular. No entanto, existem varios desafios a ultrapassar como
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toxicidade, imunogenicidade inespecifica, instabilidade estrutural e rapida depuracao

sistémica [85].

Embora os sistemas de entrega de genes nao virais exibam varias vantagens, a sua utilizacao
na pratica clinica é ainda limitada devido a fraca capacidade de ultrapassar a membrana do
endossoma e de translocar DNA para o nicleo. Na maioria dos casos, os genes carregados
negativamente nao tém a capacidade de penetrar a membrana celular e de se introduzirem
eficazmente no nicleo. Durante os tultimos anos, varios sistemas de entrega de genes
baseados em péptidos foram propostos a fim de superar as limitagcoes extracelulares e
intracelulares [92]. Os péptidos com sequéncias curtas de aminoacidos sao facilmente

produzidos e caracterizados, para além de nao serem geralmente imunogénicos ou toxicos.

A sua capacidade de condensaciao de DNA, translocacido de membrana e rutura do
endossoma tornam-nos ferramentas versateis para a entrega de acidos nucleicos nas células
[93]. Contudo, a baixa eficiéncia demonstrada pelos péptidos como método de transferéncia
génica tem levado a sua combinagdo com outros métodos tais como formulagoes polimero-

péptido, que tém demonstrado eficacia [94].

Recentemente, as vantagens de cada um destes sistemas tém sido conjugadas em
nanoparticulas hibridas (tabela 3) [78]. As nanoparticulas hibridas sdo compostas por
componentes inorganicos e organicos, que tém a capacidade de reter as vantagens de ambos
os materiais, ajustando as suas propriedades através de uma combinacgdo criteriosa de
componentes funcionais [95]. As nanoparticulas hibridas lipido-polimero sao constituidas
por um nucleo polimérico hidrofébico, uma camada lipidica em torno do niuicleo polimérico

e uma camada de polimero hidrofilico fora da camada lipidica [96].
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Tabela 3: Vantagens e desvantagens dos métodos quimicos (Adaptado de [78, 97]).

Caracteristicas Vantagens Desvantagens

Seguro;
Acidos nucleicos Dispendioso; respostas

Lipidos catiénicos incorporados em Reduzida citotoxicidade;  jynologicas agudas.
lipidos elevada eficiéncia in
vitro
Acidos nucleicos Elevada eficiéncia in Toxicidade; respostas

anidnicos incorporados  vitro; Baixo custo; Facil imunolobgicas agudas.
Polimeros cationicos

num complexo, de manipular.

denominado poliplexo,

mediante interagoes

eletrostaticas
Hibridos Elevada eficiéncia in
Combinacao de lipidos e vitro; reduzida Baixa eficiéncia in vivo;
(lipidos-polimeros)
polimeros catidnicos citotoxicidade; Facil de Dispendioso.
manipular.

1.9. Péptidos de penetracao celular

Entre os métodos de entrega nao viral, os péptidos de penetracao celular (CPPs) tém
recebido particular atencdo devido a sua capacidade de entrar nas células de maneira nao
invasiva, mantendo a integridade das membranas celulares, e sdo considerados altamente
eficientes e seguros [81]. Os CPPs sao péptidos relativamente curtos, de 5 a 30 aminoacidos,
caracterizados por um elevado contetido de aminoacidos bésicos e uma carga positiva geral.
Apresentam caracteristicas como solubilidade em 4gua, capacidade de atravessar
membranas de diferentes tipos de células, baixa citotoxicidade e nenhuma restrigcao

relativamente ao tamanho e tipo de substancia ou nanoparticula a ser veiculada [98].

De acordo com as suas propriedades fisico-quimicas e constituicio em termos de
aminoacidos, podem ser classificados como péptidos cationicos, anfipaticos e hidrofobicos
[08]. Os CPPs catidnicos geralmente contém um grande ntmero de residuos de
aminoacidos com carga positiva (arginina, lisina e histidina), tais como os péptidos RALA

(7 argininas) e o R8 (8 argininas), por exemplo [99]. Os anfipaticos, como o MPG (27
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residuos: sequéncia GALFLGFLGAAGSTMGAWSQPKKKRKV) e Pep-1(21 residuos:
sequéncia KETWWETWWTEWSQPKKKRKYV), possuem uma parte hidrofilica, que
interage com os grupos fosfato, e uma parte hidrofobica que participa na interacdo com a
zona hidrofébica da membrana fosfolipidica [100]. Os CPPs hidrofébicos demonstram
grande afinidade com os dominios hidrofébicos das membranas celulares, sendo cruciais
para o processo de internalizagio celular. Até ao momento, apenas um nimero limitado de
péptidos hidrofébicos foi descoberto, tendo os seus mecanismos de internalizagdo sido
pouco estudados em comparacao com as classes catidnicas e anfipaticas. Os péptidos C105Y

e Pep-7 sdo exemplos de CPPs hidrofobicos [101].

Ainda que as propriedades de entrega dos CPPs ndo sejam questionaveis, o mecanismo de
captacao celular e escape endossémico ainda é controverso [98]. As propriedades
intrinsecas dos péptidos, como distribuicao e comprimento de carga, permitem interagir
com inumeras moléculas da superficie celular, o que pode influenciar a escolha do
mecanismo de acesso ao interior da célula [81]. Em termos gerais, acredita-se que os CPPs

tenham acesso ao interior da célula por endocitose ou por penetracao direta [98].

1.9.1- R8 (Octa-arginina)

O péptido R8 (sequéncia RRRRRRRR) é um CPP cationico de 8 argininas, com carga
positiva, conhecido por facilitar a interacao e o acesso ao interior das células (figura 10)

[102].

Rg = NHQ-(AI’Q }BTCDN Ho

Figura 10: Estrutura do péptido R8 (Adaptado de [103]).

Varios estudos tém sido realizados a fim de investigar o papel das argininas na entrega de
material genético as células. A eficiéncia de translocacdo e localizacao celular de varios
péptidos de arginina com varios comprimentos de cadeia foi analisada, tendo o R8
(octamero) apresentado alta eficiéncia de internalizacao e localizacdo no nuacleo [104, 105].
Relativamente ao mecanismo de captagdo dominante, este d4-se por penetracao direta da
membrana, em oposi¢cdo a endocitose mediada por recetores [106]. No entanto, novos
estudos em células vivas mostraram que a captacao de péptidos ricos em arginina pode ser

realizada por combinacio de penetracao direta e endocitose [81].

Vérios péptidos ricos em arginina tém sido utilizados com sucesso na entrega de proteinas,
oligonucleotidos, DNA plasmidico e até esferas e lipossomas [107]. Estes resultados

sugerem a existéncia de mecanismos de entrega comuns entre os péptidos ricos em
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arginina, havendo, no entanto, a destacar o péptido R8 que apresentou resultados bastante
satisfatorios ao nivel da entrega intracelular, através da membrana celular, e da promocao

da localizacao nuclear para transcricao [105, 108].

1.10. Veiculos de entrega funcionalizados

7

O principio bésico de uma entrega direcionada é que esta seja administrada apenas
nas células alvo e nao nos tecidos circundantes. O direcionamento para uma area de
interesse dentro do corpo aumenta a eficacia terapéutica e reduz a toxicidade, pelo que as

nanoparticulas devem ser facilmente reconhecidas pelas células alvo (figura 11).

* Tratamento com maior eficacia
*  Melhor localizacao especifica

*  Biodistribuicao controlada

+ Toxicidade reduzida

*  Doses reduzidas

Figura 11: Vantagens dos sistemas de entrega direcionada (Adaptado de [109]).

Duas estratégias sao amplamente usadas para direcionar o vetor ao tecido desejado:
direcionamento passivo e direcionamento ativo. A estratégia de direcionamento passivo
baseia-se na acumulacgdo preferencial de fArmacos em células tumorais, conseguida através
do efeito de permeabilidade e retencdo aumentada (EPR). O direcionamento ativo envolve
a funcionalizacao do sistema de entrega com ligandos direcionados a recetores especificos,
0 que permitira a entrega a células especificas, que no caso das vacinas de DNA, sdo as

células apresentadoras de antigénios [109].

Com os avancos na identificacdo dos recetores especificos para os diferentes subconjuntos
de APCs - macrofagos, células B e DCs, uma grande variedade de ligandos tem sido
explorada para criar veiculos de entrega funcionalizados, sendo os recetores de manose,
DC205, recetores Fc (I, IT e III), integrinas CD11c — CD18 e moléculas de MHC classe II, os
mais utilizados para o direcionamento especifico de APCs, que sdo cruciais para iniciar uma

resposta imune protetora contra patogénios [110].

O direcionamento especifico para recetores de manose, altamente expressos em células do
sistema imunolégico, macrofagos e células dendriticas, é visto como uma boa estratégia
para melhorar a eficacia de vacinas. Com a identificacao da expressao do recetor de manose
nas DCs, as APCs mais importantes, a manosilacdo tem sido aplicada com sucesso na

vacinacado [94]. A especificidade da manose é determinada pela sequéncia de aminoacidos
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que compode os dominios de reconhecimento de carboidratos (DRC). Além disso, a sua
conformacao tridimensional e o padrao de multimerizacdo de cada recetor de manose
determinam a sua capacidade de ser conjugada com proteinas ou péptidos e de induzir

respostas imunes significativas [111].

Alguns estudos tém mostrado bons resultados com outros recetores de lectina do tipo C
(CLRs), como a langerina e o DC-SIGN que, tal como os recetores de manose, também
reconhecem carboidratos em patogénios que medeiam a endocitose, ativando assim a
resposta imune adaptativa contra patogénios e, portanto, podem funcionar como

adjuvantes de vacinas [112-114].

Os recentes avancos na area da Biotecnologia tém permitido o desenvolvimento de vacinas
que exibem um perfil de seguranca aprimorado. As vacinas sao constituidas por alvos
especificos, os antigénios, que irdo induzir a resposta mediada por linfocitos e, se
necessario, por componentes adicionais, que sao designados por adjuvantes. A baixa
imunogenicidade dos antigénios requer o uso de adjuvantes para estimular a imunidade
inata e, por sua vez, gerar uma resposta imune adaptativa robusta. Os adjuvantes potenciam
e determinam o tipo de resposta, privilegiando um caracter mais humoral (anticorpos) ou
mais celular. Muitas vezes, os adjuvantes mimetizam os padroes moleculares associados a
microrganismos patogénicos, ativando a imunidade inata, que é essencial para uma boa
resposta especifica ou adquirida. A funcionalizacao da superficie das nanoparticulas pode
ser uma estratégia eficaz, uma vez que melhora a internalizacao celular e a ativacao de DCs

e aumenta as propriedades de mimetizacao de patogénios [115].
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Capitulo 2 — Objetivos

Sendo o cancro do colo do itero uma das principais causas de morte a nivel mundial, torna-
se premente encontrar estratégias terapéuticas que combatam a doenca. As vacinas de DNA

tém revelado resultados promissores para o tratamento deste tipo de cancro.

Assim sendo, este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de novos sistemas
binarios e ternarios, baseados no polimero PEI, no R8 e em ligandos de manose, para
entrega direcionada de uma vacina de mcDNA as APCs. Os sistemas foram formulados
considerando véarios racios N/P e as suas propriedades estruturais, fisico-quimicas
(morfologia, tamanho, carga superficial e capacidade de encapsulacao) e de estabilidade
foram estudadas, a fim de identificar o sistema de entrega mais eficiente. Para avaliar a
captacao e internalizacao celular bem como a eficiéncia de transfecao destes sistemas, foram
realizados ensaios de transfecao in vitro com diferentes linhas celulares. A utilizacao da
manose esta relacionada com a sua capacidade de melhorar a internalizacao do sistema por
meio do reconhecimento de recetores de manose, altamente expressos em células do
sistema imunolo6gico. No caso do péptido R8, a sua presenca nos sistemas formulados ficou
a dever-se ao seu potencial em termos de captacao pela membrana celular e especificidade

de localizacao no interior do ntcleo.
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Capitulo 3 — Materiais e Métodos

3.1. Producao

3.1.1. Condicoes de crescimento bacteriano

Para erradicar o potencial oncogénico do gene E7 do HPV, este foi modificado para incluir
trés mutacoes pontuais que impedem a interacdo com pRB, mas que mantém a sua
estrutura. O plasmideo parental (PP) pMC.CMV-MCS-EF1-GFP-SV40PolyA foi
previamente clonado com o gene E7 mutado (E7mut) e posteriormente amplificado na
estirpe E. coli ZYCY10P3S2T. A E. coli transformada com o PP-Eymut foi inoculada em
placas de LB-agar contendo canamicina (50 pug/mL) e deixada “overnight” a 37 °C. Ap6s o
crescimento em meio so6lido, as colénias foram inoculadas para um Erlenmeyer
correspondente a pré-fermentacao (V= 62,5 mL). Foi utilizado o meio Terrific Broth (TB),
constituido por 20 g/L triptona, 24 g/L extrato de levedura, 4 mL/L glicerol, 0,017 M
KH,PO, e 0,072 M K,HPO,, suplementado com canamicina (50 pug/mL). O crescimento
bacteriano deu-se a 42 °C e sob agitacao de 250 rpm num agitador orbital, até atingir uma
densidade otica (DO) de aproximadamente 2,6. Procedeu-se em seguida ao calculo da
quantidade de cultura bacteriana necessaria a transferir para a fermentacao (v = 250 mL)
de forma a que esta inicie com uma DO de 0,2. O crescimento bacteriano foi novamente
promovido a 42 °C com agitacdo a 250 rpm, até atingir uma DO entre 4 e 5. Quando se
atingiu a DO pretendida, o meio de fermentacao foi dividido para dois Erlenmeyers de 1 L
de capacidade, contendo ja a mistura de inducao (v = 125 mL), constituida por 25 g/L de
meio LB com 0,01% de L-arabinose estéril e 0,04 M de NaOH, para induzir a produgao de
mcDNA-E7mutado. O processo de inducao foi realizado durante 2 h a 32 °C e sob agitacao
de 250 rpm. No final, as células foram recuperadas através de centrifugacdo a 4500 rpm

durante 10 min a 4 °C, sendo os pellets bacterianos armazenados a -20 °C.
3.2. Extracao e purificacao do mcDNA-E7mutado

3.2.1. Lise alcalina modificada

Apo6s o descongelamento do pellet bacteriano resultante da fermentacgiao de 250 mL, foram
adicionados 20 mL de solugdo A (50 mM glucose, 25 mM Tris-HCL, 10 mM EDTA com pH
8,0), agitando-se vigorosamente no vértex. O contetdo foi dividido por dois tubos de lise,
adicionando-se, em seguida, 10 ml da solucao B (200 mM NaOH, 1% de SDS (m/v)) a cada
tubo, homogeneizando cuidadosamente e incubando durante 5 min a temperatura
ambiente. Foram adicionados 10 mL de solucao C (3 M de acetato de potassio, pH 5,0) a

cada tubo e ap6s homogeneizagao cuidadosa incubou-se durante 20 min no gelo. Foram
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realizadas duas centrifugacoes durante 30 min a 20000 g e a 4 °C para eliminar detritos
celulares, DNA gendmico e proteinas. Apos a centrifugacao, descartou-se o pellet e mediu-
se o volume de sobrenadante para posterior adicdo de 0,7 volumes de isopropanol,
homogeneizando cuidadosamente e incubando durante 30 min no gelo para precipitar os
acidos nucleicos. De seguida, foi realizada uma centrifugacao durante 30 min a 16000 g € a
4 °C. Depois de descartar o sobrenadante, o pellet foi ressuspendido em 2 mL de 10 mM
Tris-HCI (pH 8,0). Foi adicionado sulfato de amoénio para uma concentracao final de 3 M
(para 2 mL adicionar 0,793g). Por tltimo, foi realizada uma outra centrifugacao durante 20
min a 16000 g e a 4 °C, com o objetivo de precipitar proteinas e RNA, recuperando-se o
sobrenadante. As amostras finais foram armazenadas a -80 °C, para posterior utilizagdo na

cromatografia de exclusao molecular.

3.2.2- Purificacao do mcDNA-E7mutado através de cromatografia de

filtracao em gel ou exclusao molecular

Ap6s a extracio, procedeu-se a uma purificacdo de meDNA-E7mut no equipamento AKTA
Pure, com o intuito de promover a eliminacao do PP-E7mut e RNA. Foi utilizada uma coluna
de filtracdao em gel Sephacryl S-1000 SF (GE Healthcare Biosciences, Suécia), com volume
de 106 mL, equilibrada com 10 mM Tris, 10 mM EDTA, 150 mM NacCl, a pH 7,0. Foram
injetados 2 mL de amostra proveniente da extracao e foram recolhidas fracoes de 3 mL
correspondentes ao pico de mcDNA. O ensaio foi realizado com um caudal de 0,3 mL/min,
a temperatura ambiente, monitorizando-se a absorvancia a 260 nm ao longo do tempo.
Todas as fragoes recolhidas foram posteriormente dessalinizadas e concentradas para 200

puL em concentradores Vivaspin®.
3.2.3. Eletroforese em gel de agarose

As fracoes cromatograficas recolhidas, depois de dessalinizadas e concentradas, foram
analisadas através de eletroforese em gel de agarose 0,8% (m/v). O gel usado foi preparado
para 50 mL de tampao TAE 1x (40 mM de base Tris, 20 mM de 4cido acético e 1 mM de
EDTA a ph 8,0), 0,4 g de agarose e corado com 0,6 uL. de GreenSafe. A eletroforese foi
realizada durante 40 min a 120 Volts e o gel analisado recorrendo a luz ultravioleta (UV),

com utilizacao do sistema Uvitec Fire-Reader (UVITEC, Reino Unido).
3.3. Sintese de nanoparticulas

O R8-manose, sintetizado e caracterizado pela professora Swati Biswas (Department of
Pharmacy, Nanomedicine Research Laboratory, Birla Institute of Technology & Science-
Pilani) numa colaboracdo estabelecida com o nosso grupo de investigacao, foi fornecido

como um po liofilizado dessalinizado, tendo a sua reconstituicao sido realizada com agua
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ultrapura para uma concentracao stock de 0,5 mg/mL. O polimero PEI foi dissolvido em

tampao acetato de s6dio 0,1 M (pH 4,5).

Foram preparados dois sistemas, o sistema binario R8-manose/mcDNA-E7mut e o sistema
ternario R8-manose/PEI/mcDNA-E7mut. A formulacdo das nanoparticulas de R8-
manose/mcDNA-E7mut consistiu na adicdo de um volume apropriado e calculado de
solucao de péptido (50 uL), gota a gota, com agitacao constante no vortex, durante 1 min, a
uma quantidade fixa de mcDNA de 1 pug (200 pL). Apoés a adicao do R8 ao mcDNA, deixou-
se repousar a temperatura ambiente durante 30 min para permitir a formacdo dos
complexos. De seguida, os sistemas foram centrifugados a 10000 rpm, durante 20 min e a
4 °C.

No caso das nanoparticulas de R8-manose/PEI/mcDNA-E7mut, diferentes concentracoes
do polimero PEI foram adicionadas, gota a gota, a um volume fixo de mcDNA, formando o
sistema PEI/mcDNA-E7mut. O sistema ternario foi posteriormente obtido pela adi¢cao de
concentracoes variaveis de R8-manose as nanoparticulas de PEI/mcDNA-E7mut. De igual
forma, deixou-se equilibrar a temperatura ambiente durante 30 min para permitir a
formacao dos complexos. De seguida, os sistemas foram centrifugados a 10000 rpm,

durante 20 min e a 4 °C.

Os dois sistemas foram preparados a varios racios N/P, tendo em conta a concentracao
molar de cargas positivas provenientes dos grupos amina do R8 e de PEI (N) e a

concentracao molar das cargas negativas presentes nos grupos fosfato do DNA (P).
3.4. Determinacao da eficiéncia de encapsulacao

Apos a centrifugacdo dos sistemas a 10.000 rpm durante 20 min e a 4 °C, o sobrenadante
foi recolhido para posterior analise da eficiéncia de encapsulacao através de analise de

mobilidade eletroforética num gel de agarose.
3.5. Morfologia das nanoparticulas

A morfologia dos sistemas formulados foi avaliada por microscopia eletronica de
varrimento (SEM). Os sistemas preparados foram centrifugados e o pellet contendo as
nanoparticulas recuperado. As nanoparticulas foram lavadas quatro vezes com 200 puL de
agua Milli Q e entre cada lavagem foi feita uma centrifugaciao a 9500 rpm durante 12 min.
Em seguida, o pellet de nanoparticulas foi ressuspendido em 40 pL de tungsténio 2% e uma
diluicdo de 1:20 da amostra foi realizada em agua Milli Q. Apds esta diluicdo, foram
pipetados 10 pL numa lamela redonda, deixando-se secar “overnight” a temperatura
ambiente. No dia seguinte, as amostras foram revestidas com ouro usando o aparelho

Emitech K550 sputter coater (London, England).
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3.6. Tamanho e potencial zeta das nanoparticulas

O tamanho médio das nanoparticulas e as cargas de superficie (potencial zeta) foram
determinados a 25 °C usando o aparelho Zetasizer nano ZS. Apo6s a centrifugacao dos
sistemas formulados, o sobrenadante resultante foi descartado e o pellet ressuspendido em
600 pL de agua Milli Q. Para a avaliacdo do tamanho e da carga superficial das
nanoparticulas foram realizadas as técnicas de Espalhamento Dinamico de Luz (Dynamic
Light Scattering, DLS) com o laser He-Ne a 633 nm com oOtica ndo-invasiva de
retroespalhamento (NIBS) e de espalhamento de luz eletroforético utilizando um laser
denominado de M3-PALS (Phase analysis Light Scattering), respetivamente. Os valores
médios dos tamanhos e potenciais a superficie foram obtidos através de 3 medicGes + desvio
padrao. No caso do potencial zeta, este foi determinado em glucose a 5 % com 1 mM de
NaCl.

3.7. FTIR

A avaliacio da presenca de R8-manose foi determinada por espectroscopia de
infravermelhos com transformadas de Fourier (FTIR). O pellet resultante de varios ensaios
foi ressuspendido em 10 pL de agua Milli Q para analise posterior. Os espectros foram
adquiridos usando o espectrofotometro Nicolet iS10 FTIR (Thermo Scientific, Waltham,
MA, EUA), operado no modo ATR (Smart iTR diamond ATR), em 120 scans com uma

largura espectral entre os 4000 e 0os 600 cm™ e uma resolucao espectral de 32 cm™.

3.8. Estudos de estabilidade

Os sistemas R8-manose/mcDNA-E7mut e R8-manose/PEI/mcDNA-E7mut foram
preparados e o pellet foi ressuspendido em 25 uL. de meio DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium) contendo 10% de soro fetal bovino (FBS) a 37 °C durante 0, 1, 4 e 6h. Os
mesmos sistemas foram igualmente ressuspendidos em 25 pL de tripsina e incubados a 37
°C durante 0, 1, 4 e 6h. As amostras dos ensaios acima referidos foram avaliadas por
eletroforese em gel de agarose a 1% durante 40 min, a 120 Volts. Para servir de controlo foi

usada uma amostra de mcDNA-E7mut ndo encapsulado.

3.9. Linhas celulares e condicoes de cultura

Neste estudo foram utilizadas linhas celulares da ATCC, as células de macr6fagos murinos,
Raw 264.7, e os fibroblastos humanos (FibH). As células Raw 264.7 foram cultivadas em
meio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium with High Glucose (DMEM-HG) e
suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino (FBS) nao inativado, 1,5 g/L de

bicarbonato de sodio e 1% (v/v) de uma mistura de antibidticos constituida por penicilina
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(100 pg/mL) e estreptomicina (100 pg/mL). Os fibroblastos humanos foram cultivados em
meio Dulbecco “s Modified Eagle ’s Medium with Ham’s F-12 Nutrient Mixture (DMEM/F-
12) e suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino (FBS), 2,438 g/L de bicarbonato de
sodio e 1% (v/v) de uma mistura de antibidticos constituida por penicilina (100 pg/mL) e
estreptomicina (100 pg/mL). O crescimento das células foi promovido a uma temperatura

de 37 °C, em atmosfera hiimida contendo 5% de CO..
3.10. Viabilidade Celular

A biocompatibilidade dos sistemas foi avaliada através do ensaio com a resazurina. Foram
utilizadas as células Raw 264.7 e os fibroblastos humanos, semeadas em placas de 96 pocos
com uma densidade de 0.8 x 104 por poco e 1 X 104 por poco, respetivamente. Para facilitar
a transfecao, mudou-se o meio para meio simples no dia seguinte, pelo menos 12h antes da
transfecdo. As células Raw 264.7 foram transfetadas adicionando 0,24 ug de mcDNA,
encapsulado nos diferentes sistemas, a cada poco. Para os fibroblastos, foram adicionadas
a cada poco 0,3 ug de mcDNA, encapsulado nos diferentes sistemas, tendo a transfecao
terminado apds 6h trocando o meio simples para meio completo. O meio de cultura foi
descartado apo6s 24h e 48h de incubagao, sendo adicionados a cada po¢o 100 uL de meio
completo fresco e 20 uL de resazurina 0,1% e incubados durante quatro horas no escuro, a
37 °C, em atmosfera himida com 5% de CO.. Apds a incubacao, a fluorescéncia resultante
da reacdo com resazurina foi medida utilizando um espectrofluorémetro (SpectraMAX®
GeminiTM EM Molecular Devices, Estados Unidos da América) a um comprimento de onda
de excitacdo de 544 nm e a um comprimento de onda de emissao de 590 nm, para analisar

a fluorescéncia da resorufina produzida.
3.11. Estudos de transfecao in vitro

3.11.1. Marcacao do plasmideo com FITC

O mcDNA foi marcado com isotiocianato de fluoresceina (FITC), por adi¢do de 16,3 uL de
mcDNA, 66,7 uL. de labeling buffer e 2 puL de FITC (Vf = 85 pL). As amostras foram
colocadas sob agitacdo constante durante 4 h a temperatura ambiente e protegidas da luz,
tendo-se adicionado posteriormente 1 volume de 3 M de NaCl (85 pL) e 2,5 volumes de
etanol 100% (212,5 pL). As amostras com o0 mcDNA marcado foram incubadas a -20 °C
durante a noite. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 4°C, durante 30 min a
12000 g, descartou-se o sobrenadante e o pellet foi lavado com etanol 75%. Este

procedimento foi repetido varias vezes até o sobrenadante deixar de apresentar coloragao
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laranja. Apés a sua lavagem, o pellet foi ressuspendido em 200 pL de agua Milli Q para

posterior formulacao das nanoparticulas.
3.11.2. Live cell imaging

Para realizar a experiéncia de Live cell imaging, as células Raw 264.7 foram semeadas com
uma densidade de 3 x 104 células por poco em placas “p-Slide 8 Well” (Ibidi, Martinsried,
Alemanha) e cultivadas em 250 uL de meio completo a 37 °C numa atmosfera hiimida com
5% de CO.. Para facilitar a transfecado, mudou-se o meio para meio simples no dia seguinte,
pelo menos 12h antes da transfecdo. As células foram transfetadas adicionando 0,9 pg de
mcDNA, encapsulado nos diferentes sistemas, a cada poco, depois de adquiridas as imagens
s6 com a marcacao do nicleo com DAPI (controlo). O mcDNA marcado com FITC foi
encapsulado com o sistema PEI/mcDNA-E7mut e com o sistema R8-manose/PEI/mcDNA-
E7mut e a internalizacao celular foi visualizada utilizando o microscépio confocal de
varredura a laser LSM710 (Carl Zeiss, Alemanha), sob uma ampliacao de 63x. Todas as
imagens foram adquiridas utilizando ao mesmo tempo os lasers correspondentes ao DAPI

e FITC e as células mantidas a 37 °C com 5% de CO..
3.12. Transcricao do gene

3.12.1. Extracao de RNA

A extracdo de RNA foi realizada tanto para os fibroblastos como para as células Raw 264.7.
Os fibroblastos foram semeados com uma densidade de 2,5 x 105 células/poco numa placa
de 12 pocos, enquanto as células Raw foram semeadas com uma densidade de 2,0 x 105
células/poco numa placa de 12 pogos. Os fibroblastos foram transfetados adicionando 7,5
ug de mecDNA, encapsulado nos diferentes sistemas, a cada poco. Para as células Raw 264.7,
foram adicionadas a cada pogo 6 pug de mcDNA encapsulado nos diferentes sistemas, tendo
a transfecao terminado ap6s 6h trocando o meio simples para meio completo. Apds 24 horas
de transfecao, o meio foi removido e as células foram lavadas 3 vezes com PBS. Para
promover a lise das células, adicionou-se 250 pL do reagente TripleXtractor, incubando-se
durante 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente, foram adicionados 50 pL de
cloroformio e agitou-se vigorosamente para permitir a separacdo de diferentes
biomoléculas em diferentes fases, incubando-se 10 min a temperatura ambiente. As
amostras foram entdo centrifugadas a 12000 g durante 15 min a 4 °C, para se obter a
separacao de uma fase aquosa superior que contém o RNA, de uma fase intermediéria e da
fase organica inferior que contém DNA e proteinas. A fase aquosa foi recuperada

cuidadosamente e 125 pL de isopropanol gelado foram adicionados para permitir a
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precipitacdo do RNA, incubando-se durante 10 min no gelo. As amostras foram
centrifugadas novamente a 12000 g por 15 min a 4 °C, e o pellet foi lavado com 125 uL de
etanol 75% em agua dietil-pirocarbonato (DEPC) para eliminar os compostos organicos.
Uma nova centrifugacao foi realizada a 12000 g por 5 min a 4 °C e o pellet de RNA foi
ressuspenso em 20 pL. de DEPC. Para confirmar o sucesso da extracao de RNA, foi realizada
uma eletroforese em gel de agarose 1% e a quantificacdo das amostras foi realizada num

nano-espetrofotobmetro (Implen GmbH, Alemanha).
3.12.2. Sintese de cDNA

Para a sintese de cDNA utilizou-se o kit Xpert cDNA Synthesis (GRiSP - Research Solutions,
Portugal), de acordo com as instrucoes do fabricante. Em cada tubo de PCR foi adicionado
1 ug de RNA total, 1 uL. de Random Primers e 1 uL. de ANTP’s e RNase free water até
perfazer um volume final de 14,5 puL. As amostras foram incubadas a 65 °C durante 5 min,
seguindo-se uma incubacao no gelo durante 2 min. Posteriormente, adicionou-se 4 uL de
buffer, 0,5 uL. de RNase Inhibitor e 1 uL de Xpert RTase. Homogeneizou-se suavemente e
realizou-se um mini-spin. Por ultimo, utilizando o Termociclador, a mistura reacional foi
incubada a 25 °C durante 10 min, seguindo-se uma incubacao a 50 °C durante 50 min e, por

ultimo, uma incubacao a 85 °C durante 5 min.
3.12.3. RT-PCR

A técnica de Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) foi utilizada para
analisar os transcritos de E7. A cada reacdo de PCR adicionou-se 8,25 uL de H20 estéril,
0,40 uL de primer forward (5’-AAT CTA GAA TGC CTG ATA CAC CTA C -3’) e primer
reverse (5’ -ATG GAT CCT TAT GGT TTC TGA GAA CAG A -3 '), 0,7 uL. de MgCl2, 0,25 uL
de dNTP’s, 1,25 uL. de tampao de PCR, 0,25 uL de GRS Taq e 1 uL. de cDNA. As amostras
foram homogeneizadas e um mini-spin foi realizado. As amostras foram entao colocadas
num termociclador Ti00™ (Bio-Rad Laboratories, Inc, Hercules, Califérnia, EUA),
programado da seguinte forma: 95 °C por 5 min, 26 ciclos de 30 seg a 95 °C, 30 seg a 60 °C
e 1 min a 72 °C e finalmente 10 min a 72 °C. Os produtos de PCR foram analisados por

eletroforese em gel de agarose 1%.
3.12.4. RT-qPCR

Para analisar quantitativamente os niveis de transcritos, foi realizada a técnica de
Quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-qPCR). A mistura

para uma reacao com primers projetados para a transcricao do gene E7mut foi preparada
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com 10 pL de NZY qPCR Green Master Mix (2x), 0,64 uL de primer forward, 0,64 puL de
primer reverse, 7,72 uL de H20 estéril e 1 uL. de cDNA, resultando num volume de 20 pL
por reagdo. A mistura para uma reacdo com o par de primers do transcrito do gene
housekeeping GAPDH (FW: 5'- ATG GGG AAG GTGAAGGTCG-3'; RV: 5'-GGG GTC ATT
GAT GGC AAC AAT A -3 ") foi preparada com 10 pL. de NZY qPCR Green Master Mix (2x),
1,2 uL de de primer forward, 1,2 uL de primer reverse, 7,5 uL de H20 estéril e 1 uL de
cDNA, resultando num volume de 20 pL. As misturas reacionais foram colocadas num
sistema de Real-Time CFX Connect™ (BioRad, Estados Unidos da América), programado
com a seguinte sequéncia: 10 min a 95 °C e 40 ciclos de 15 seg a 95 °C e 30 seg a 60 °C. A
analise estatistica dos resultados foi realizada com o ensaio Ordinary one-way ANOVA no

software GraphPad Prism (versao 6.01).
3.12.4.1. Eficiéncia de primers

Para estudar a eficiéncia dos primers de GAPDH e Eymutado foi utilizada uma linearidade
de 1:1, 1:10, 1:100, 1:1000 € 1:10 000. A amostra inicial correspondeu a uma amostra de
células 24h apds serem transfetadas com o sistema R8-mannose/PEI/mcDNA-E7mut. As
amostras foram colocadas num sistema de Real-Time CFX Connect™ (BioRad, Estados

Unidos da América) e os resultados foram analisados na folha de calculo Excel.

A eficiéncia de primers foi previamente realizada para assegurar que as avaliagOes
posteriores dos respetivos transcritos serao realizadas nas melhores condi¢oes. Tal como
podemos verificar pelos graficos representados nas figuras 12, 13, 14 e 15, todos os primers
estavam nas melhores condicoes, uma vez que apresentaram valores de eficiéncia entre
103,58% e 107,04%. Assim sendo, podemos considerar que estes valores encontram-se

dentro de padrdes aceitaveis, que se situam entre os 90% e 110%.
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Figura 12: Representacdo grafica da eficiéncia de primers para o transcrito do gene
housekeeping GAPDH em células Raw com uma eficiéncia de 106,52%.
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Figura 13: Representacio grafica da eficiéncia de primers para o transcrito do gene
housekeeping GAPDH em fibroblastos com uma eficiéncia de 103,58%.
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Figura 14: Representacao grafica da eficiéncia de primers para o transcrito do gene E7 em

células Raw com uma eficiéncia de 104,35%.
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Figura 15: Representacao grafica da eficiéncia de primers para o transcrito do gene E7 em

fibroblastos com uma eficiéncia de 107,04%.
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Capitulo 4 — Resultados e Discussao

4.1. Influéncia do antibiético na producao de mcDNA

A fim de avaliar a influéncia que a adi¢ao de antibiético ira ter no rendimento de mcDNA,
os meios utilizados nos processos de pré-fermentacao, fermentacdo e inducdo foram
suplementados com canamicina (50 pg/mL). A producao de meDNA foi testada sob trés
condicoes diferentes - adicionando antibi6tico ao meio de pré-fermentacao, fermentacao e
inducao; adicionando antibi6tico somente na pré-fermentacao e fermentacao; e sem adicao
de antibi6tico na pré-fermentacao, fermentacao e inducao. Apds o processo de producao,
foi utilizada a técnica de cromatografia de exclusdo molecular, utilizando a coluna
Sephacryl S-1000 SF de 60 cm, para a purificacio de mcDNA. O equilibrio da coluna foi
promovido com 10 mM Tris, 10 mM EDTA, 150 mM NacCl, a pH 7,0 e o ensaio foi realizado
com um caudal de 0,3 mL/min, apos a injecao de 2 mL de amostra proveniente da extracao.
Procedeu-se a recolha de varias fracoes ao longo do ensaio até a eluicio de mcDNA para
serem posteriormente concentradas e analisadas por eletroforese de agarose como

representado nas figuras 16, 17 e 18.
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A- Adicao de antibi6tico na pré-fermentacao, fermentacao e inducao.
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Figura 16: Perfil cromatografico da amostra de lisado, extraida de células provenientes da experiéncia com
adigao de antibibtico na pré-fermentagao, fermentagao e indugao, na coluna Sephacryl S-1000 SF (I); Respetiva
eletroforese em gel de agarose das fragdes recolhidas ao longo do tempo. A- Amostra inicial apds extracao; B-
Amostra de meDNA-E7mut; C- Amostra de PP-E7mut (II).
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B- Adicao de antibittico na pré-fermentacao e fermentacao.
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Figura 17: Perfil cromatografico da amostra de lisado, extraida de células provenientes da experiéncia com
adicdo de antibiético somente na pré-fermentacao e fermentacdo, na coluna Sephacryl S-1000 SF (I);
Respetiva eletroforese em gel de agarose das fracoes recolhidas ao longo do tempo. A- Amostra inicial apds
extracao; B- Amostra de mcDNA-E7mut; C- Amostra de PP-Eymut (II).
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C- Sem adicao antibiético.
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Figura 18: Perfil cromatografico da amostra de lisado, extraida de células provenientes da experiéncia sem
adigao de antibibtico, na coluna Sephacryl S-1000 SF (I); Respetiva eletroforese em gel de agarose das fragoes
recolhidas ao longo do tempo. A- Amostra inicial ap6s extragao; B- Amostra de mcDNA-E7mut; C- Amostra
de PP-E7mut (II).
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As figuras 161, 171 e 18I mostram que as moléculas eluem de acordo com o seu peso
molecular, sendo primeiro eluidas as moléculas de maior peso molecular, como o gDNA
(fracoes 3 a 5 da figura 1611, 1711 e 181I), em seguida as de menor peso molecular, o PP
(fracoes 6-8 da figura 1611, 1711 e 18II), a molécula de interesse/mcDNA (fracoes 9-5 da
figura 1611, 1711 e 18II) e por fim o RNA que dado o seu tamanho reduzido se consegue
facilmente eliminar num altimo pico que nao foi recolhido nestes ensaios. Tendo em conta
que a estratégia de purificacao utilizada se baseia na separacao das moléculas em funcao
das suas dimensoes (do seu volume hidrodinamico), os resultados obtidos estio em
concordancia com o expectavel, isto é, as moléculas de menor tamanho ficam retidas nos
poros da matriz cromatografica e percorrem um caminho maior, sendo as moléculas de
maiores dimensoes as primeiras a serem eluidas. Considerando o facto de que a maioria das
proteinas e o RNA possuem tamanhos menores e que o gDNA é muito maior que as
restantes moléculas, a eliminacdo dessas impurezas é expectavel [52], tal como ja foi

explorado previamente pelo nosso grupo de investigacao [66].

Relativamente a analise dos picos de interesse do vetor de mcDNA de cada ensaio, foi
possivel verificar que no ensaio com antibidtico na pré-fermentacao, fermentacao e inducao
e no ensaio sem antibi6tico (figura 161 e 18I) o pico de mcDNA tem uma absorvancia de
aproximadamente 130 mAU, enquanto no ensaio com antibiético somente na pré-
fermentacao e fermentacao (figura 171) o pico de mcDNA tem uma absorvancia de 145 mAU,
o que pode sugerir a presen¢a de uma maior concentracao de mcDNA nessa amostra de
lisado. No sentido de perceber melhor essa relaciao e poder comparar o contetido de 4cidos
nucleicos por pico de cada ensaio, as fracoes de cada pico foram juntas num sé tubo. As
amostras finais foram novamente avaliadas por eletroforese em gel de agarose (figura 19) e
num nano-espectrofotémetro (tabela 4) a fim de identificar o ensaio com maior rendimento
de mcDNA.

K B P iRt A R PN P S Py S A S P e -Pg

- : — -, PP-E7mut

e — - ™ S9% @ mcDNA-E7mut

\ ) )\ J
! ! !

Ensaio A Ensaio B Ensaio C

Figura 19: Eletroforese em gel de agarose das fragdes recolhidas por pico ao longo tempo. A - Amostra de
mcDNA-E7mut; B- Amostra de PP-E7mut; P1- fragdes 3-5; P2- fragbes 6-8; P3- fragdes 9-15 correspondentes
aos 3 ensaios cromatograficos anteriores.
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Tabela 4: Concentracdo da amostra final resultante da junc¢io das fracbes de cada pico (ng/uL) medida no

Nanodrop.
Ensaio com adicao de Ensaio com adicao de
antibidtico na pré- antibiotico na pré- Ensaio sem adigdo
fermentacao, fermentacdo e antibiotico
fermentacao e inducao. fermentacao.

20,5 13,5 25
28 37,5 44
40 57,5 50,5

Apos o estudo das diversas condicoes, verificou-se que o ensaio com adicao de antibidtico
somente na pré-fermentacao e fermentacao € o mais promissor para a producao de mcDNA,
dado que é o ensaio com maior conteido de acidos nucleicos e pela eletroforese percebe-se
que é maioritariamente mcDNA. A auséncia de antibiético na etapa de fermentacao ira
aumentar o risco de perda de vetor na divisdo das células (instabilidade segregacional do
pDNA em E. coli), podendo ocorrer a multiplicacdo de células sem vetor que vai contribuir
para a perda de rendimento de mcDNA final. Por outro lado, a presenca de antibiético na
fase de inducdo podera conduzir a perda/morte de algumas células que deixaram de ter
presente o gene de resisténcia a antibioticos por acdo da enzima endonuclease I-Scel que

vai reconhecer uma sequéncia recente na zona procarioética do PP e mP [116].
4.2. Propriedades dos sistemas binarios formulados

O péptido de octa-arginina R8 é um CPP cationico, com carga positiva, conhecido por
facilitar a interacdo e o acesso ao interior das células [102]. Esta capacidade do R8 se ligar,
interagir e, consequentemente, condensar o DNA tem sido explorada na funcionalizacao de
sistemas de entrega de material genético as células [104, 105]. Também uma grande
variedade de ligandos tem sido explorada para criar veiculos de entrega funcionalizados. A
eficacia dos dispositivos manosilados € atribuida a sua capacidade de direcionar a recetores
de manose, que sao altamente expressos nas células do sistema imunologico [111]. Seguindo
esta estratégia, no presente estudo, concentragoes variaveis de R8-manose foram
adicionadas, gota a gota, a um volume fixo de mcDNA para formular os sistemas binarios
R8-manose/mcDNA-E7mut. Estes sistemas foram preparados tendo em conta os racios
N/P de 0,8, 1, 1,5, 2 e 2,5, uma vez que a capacidade de condensacao do mcDNA ¢é

condicionada pela composicao dos sistemas e pelo racio N/P a que estes sao preparados
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[117]. A eficiéncia de encapsulacao foi avaliada por eletroforese em gel de agarose (figura

20).

A Ro8 Ro.8R08 Ri Ri Ri Ri5 Ri5 Ri.5 R2 R2 R2 R25 R25 Raj
3

e J

Figura 20: Eletroforese em gel de agarose da amostra de mcDNA inicial (A) e do sobrenadante dos
sistemas formulados (R8-mannose/mcDNA-E7mut) a diferentes racios em triplicado. (R0.8 - R8-
mannose/mcDNA-E7mut racio N/P 0,8:1; R1 - R8-mannose/mcDNA-Eymut racio N/P 1:1; R1.5 -
R8-mannose/mcDNA-E7mut racio N/P 1,5:1; R2 — R8-mannose/mcDNA-E7mut racio N/P 2:1;
R2.5 — R8-mannose/mcDNA racio-E7mut N/P 2,5:1.

Os resultados obtidos revelam que para os sistemas preparados a racio N/P de 0,8, o R8-
manose € incapaz de condensar eficientemente o0 mcDNA, na medida em que é possivel
verificar a existéncia de mcDNA livre que migrou no gel de agarose (figura 20). A
formulacao preparada a racio N/P de 1 demonstra que o mcDNA nao é totalmente
encapsulado. A ndo existéncia de bandas correspondentes ao mcDNA na mobilidade
eletroforética dos sobrenadantes dos sistemas formulados nos restantes racios
considerados, revela que o R8-manose é capaz de neutralizar eficientemente a carga
negativa do mcDNA-E7mut, sugerindo uma eficiéncia de encapsulacao elevada. Como
relatado na literatura, o aumento do racio N/P corresponde a uma quantidade aumentada
de grupos amina das argininas, e consequentemente de cargas positivas, que aumentam a
interacao eletrostatica com os grupos fosfato de mcDNA [34]. Este fator parece originar
uma maior condensacao de mcDNA dentro dos sistemas, resultando em maiores eficiéncias

de encapsulacao [34].

A confirmacdo da presenca de mcDNA e R8-manose nos sistemas foi avaliada através da
técnica de espectroscopia infravermelha por transformada de Fourier (FTIR). Foram
registados os espetros dos compostos isolados e da formulacao do sistema binério estudado,
tendo-se procedido em seguida a comparacao dos picos caracteristicos evidenciados nos

respetivos espetros (figura 21).
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Figura 21: Espectro de FTIR (Absorbance vs Wavenumber (cm-1)) do mcDNA (A), R8-
manose (B) e do sistema R8-manose/mcDNA-E7mut.

O espetro de mcDNA na regido de 2.000 a 400 cm™ contém uma variedade de informacgoes
sobre o arranjo conformacional desta molécula. Este espetro apresenta picos na regiao 1700
a 1500 cm™ que estdo associados as bases nitrogenadas do plasmideo. O pico de absorcao
visualizado em 1061 cm™ é conhecido por estar relacionado com a vibragao de ribose (acticar
C-C) [118].

O espetro B, correspondente ao péptido R8-manose, apresenta picos de absorcao
semelhantes a valores ja identificados em outros estudos [119, 120]. O pico proeminente em
1459 cm™ corresponde a um dos picos principais caracteristicos da octaarginina. O pico
proeminente a 1678 cm™ € atribuido ao alongamento de guanidina N=C e de carbonilo C=0
e 0s picos em 1199 cm™ e 1157 c¢cm™ sdo atribuidos aos alongamentos C(0)-O e N-C,
respetivamente [119]. O pico a 1061 cm™ é atribuido a vibracao de C-O da manose, sugerindo

a sua presenca no polimero de R8 [121, 122].
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O espetro do sistema R8-mannose/mcDNA-E7mut permite detetar a existéncia de
interacoOes entre todos os seus componentes. A presenca do R8-manose comprova-se pela
observacao dos seus picos de absorcao caracteristicos, que sofreram alguns deslocamentos
muito provavelmente como consequéncia do processo de complexacdo. E possivel
identificar picos proeminentes em 1642 cm™, 1278 cm™ e 1129 cm-1. O pico de absorvancia

do mcDNA é a 740 cm™.

A morfologia dos sistemas binarios R8-manose/mcDNA-E7mut foi analisada através de
microscopia eletronica de varrimento (SEM). As imagens representadas na figura 22

ilustram os sistemas preparados a diferentes racios N/P.

Figura 22: Imagens SEM das nanoparticulas R8-manose/mcDNA-Eymut formuladas. A1 - RS8-
manose/mcDNA-E7mut racio N/P 1:1; A2 - R8-manose/mcDNA-Eymut racio N/P 1,5:1; A3 -. R8-
manose/mcDNA-E7mut racio N/P 2:1.

E possivel verificar que as nanoparticulas formadas apresentam uma forma esférica ou oval,
o que as torna adequadas para um processo de internalizacao celular. Estudos anteriores
revelaram que as nanoparticulas com formato esférico favorecem a captacao celular e

eficiéncia de transfecgao [123, 124].

O tamanho e o potencial zeta sdo conhecidos por afetar diretamente a capacidade das
nanoparticulas de entrar efetivamente na célula. As nanoparticulas com tamanhos menores
facilitam a entrada na célula, enquanto o potencial zeta positivo favorece a interagao entre
os sistemas e a membrana celular carregada negativamente [34]. O tamanho médio e o
potencial zeta das nanoparticulas de R8-mannose/mcDNA-E7mut foram avaliados

utilizando um Zetasizer Nano Zs. Os valores encontram-se resumidos na tabela 5.
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Tabela 5: Tamanho e potencial zeta das nanoparticulas de R8-mannose/mcDNA-Eymut formuladas para os
diversos racios. Os valores foram calculados com os dados obtidos em trés medidas independentes (média + DP,
n=3).

N/P ratio Tamanho Potencial Zeta

R8-manose/mcDNA-E7mut

432,44 £ 0,96 -0,67 £ 0,74
(1:1)
R8-manose/mcDNA-E7mut
410,33 + 0,74 +1,78 £ 0,31
(1,5:1)
R8-manose/mcDNA-E7mut
365,78 £ 0,04 +6,11 + 0,63

(2:1)

A analise dos resultados revela que o tamanho das nanoparticulas de R8-mannose/mcDNA-
E7mut diminui a medida que aumenta o racio N/P. Os resultados confirmam que todas as
nanoparticulas apresentam um tamanho inferior a 500 nm. Além disso, o tamanho das
particulas diminui a medida que o racio N/P aumenta, o que vai de encontro ao que ja foi
descrito na literatura. O aumento do racio N/P, ou seja, o aumento da quantidade de grupos
amina ira originar um maior grau de condensacao de mcDNA, resultando em complexos
mais pequenos [34]. Apesar de existirem na literatura referéncias de que as nanoparticulas
mais pequenas, entre 50-150 nm, favorecerem a eficiéncia de transfecao e internalizacao
celular, ainda existe muita controvérsia sobre este tema [125]. Alguns estudos relatam que
nanoparticulas até 500 nm foram eficazes na internalizaciao celular [126]. H4 ainda a
salientar que apesar do sistema em estudo ter sido formulado com R8 funcionalizado com
manose, alguns estudos demonstram que a presenca de manose nao tem influéncia no

tamanho das nanoparticulas [121, 127].

Os potenciais zeta das nanoparticulas de R8-manose/mcDNA-E7mut revelaram uma
diferenca substancial para os diversos racios N/P testados. Pela anélise dos valores descritos
na tabela 5, é possivel constatar um aumento nos valores do potencial zeta a medida que se
aumentou o racio N/P utilizado na formulacao das nanoparticulas. O racio N/P = 1
apresenta valores negativos, -0,67 mV, enquanto os sistemas de maior racio testado
possuem valores de potencial zeta positivos, a variar entre os +1,78 e os +6,11 mV. Os
sistemas R8-mannose/mcDNA-E7mut possuem valores de potencial zeta ligeiramente
superiores quando é usado o racio N/P mais elevado. Os valores apresentados indicam que

as cargas negativas de mcDNA podem ser neutralizadas, aumentando o racio N/P.

Para que a entrega de material genético as células-alvo seja bem sucedida é fundamental
que este nao sofra qualquer forma de biodegradacdo que possa levar a sua perda e

degradacao durante o transporte. Como tal, o sistema de entrega terd que garantir a
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protecao do mcDNA da degradacao por nucleases, por forma a promover/garantir a

transcricao do gene terapéutico dentro da célula alvo [32].

Para confirmar a estabilidade e capacidade de protecdo das nanoparticulas, estas foram
incubadas em meio DMEM suplementado com FBS (10%) e com tripsina, a 37 °C durante
0 h, 1 h e 4 h. Os sobrenadantes resultantes destas incubacoes foram analisados por

eletroforese em gel de agarose, estando os resultados obtidos representados na figura 23.

A

1 oh 1ih 4h oh 1ih 4h oh 1ih 4h oh 1h 4h

-~ N -
- e —
mcDNA nao
encapsulado Récio N/P 1:1 Récio N/P 1,5:1 Réacio N/P 2:1

mcDNA nao s
encapsulado Racio N/P 1:1 Récio N/P 1,5:1 Récio N/P 2:1

Figura 23: Eletroforese em gel de agarose para analisar a estabilidade dos sistemas binarios e consequente
protecdo do vetor de mcDNA apo6s a sua incubacdo com DMEM + 10%FBS (A) e com tripsina (B). 1-
Controlo mcDNA.

Os resultados evidenciam que os sistemas binarios sofrem descomplexacdo quando
incubados quer em meio com soro quer com tripsina, deixando o mcDNA desprotegido, que
acaba por sofrer acao das nucleases levando a sua degradacao. Este fenomeno ocorre logo
as 0 h, pelo que é possivel concluir que o sistema R8-manose/mcDNA-E7mut nao é capaz
de proteger o mcDNA contendo o gene terapéutico, uma vez que nao € estavel. Os resultados

obtidos inviabilizam, no contexto do presente projeto, futuros estudos in vitro dado que o
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sistema R8-manose/mcDNA-E7mut é degradado pela presenca de enzimas séricas, nao

garantindo, portanto, a entrega de material genético as células-alvo.
4.3. As propriedades dos sistemas ternarios

Encontrar o sistema ideal de entrega de material genético as células, que atenda a todos os
requisitos ja referidos anteriormente, pode ser desafiante. Neste contexto, o polimero
polietilenamina (PEI) tem sido amplamente aplicado na forma¢do de nanoparticulas
baseadas em DNA, uma vez que tem mostrado capacidade para entregar DNA de forma
eficiente quer in vitro, quer in vivo [34]. O PEI é um polimero sintético altamente soltvel
em agua, carregado positivamente, cujas aminas cationicas reduzem a carga negativa do

DNA apos a complexacao, originando a sua condensacao [128].

Considerando os resultados obtidos pelo sistema binario R8-manose/mcDNA-E7mut, que
nao se revelou conveniente para prosseguir para estudos de transfeccao in vitro, optou-se
pelo desenvolvimento de um sistema ternario de R8-manose/PEI/mcDNA-E7mut.
Primeiro, diferentes concentracées do polimero PEI foram adicionadas, gota a gota, a um
volume fixo de mecDNA, formando o sistema PEI/mcDNA-E7mut. O sistema ternario foi
entdo obtido pela adicdo de concentragoes varidveis de R8-manose as nanoparticulas de
PEI/mcDNA-E7mut. O sistema desenvolvido foi posteriormente caracterizado em termos
de eficiéncia de encapsulacao, presenca de R8-manose, morfologia, tamanho e potencial

zeta e estabilidade.

Os resultados da eficiéncia de encapsulacao variando o racio de R8-manose (1, 1.5 e 2) para
o racio de PEI 5 e 10 foram avaliados por eletroforese em gel de agarose e encontram-se

representados na figura 24 e 25.

A R1 R1 R1 Ri5 Ri5 Ri.5 R2 R2 R2

Figura 24: Eletroforese em gel de agarose da amostra de mcDNA inicial (A) e do sobrenadante dos
sistemas formulados (R8-mannose/PEI/mcDNA-E7mut) mantendo o racio 10 de PEI e apenas
mudando o racio de R8. (R1 - R8-mannose/PEI/mcDNA-E7ymut racio N/P 1:10:1; R1.5 - R8-
mannose/PEl/mcDNA-Eymut racio N/P 1,5:10:1; R2 — R8-mannose/PEI/mcDNA-E7mut racio N/P
2:10:1).
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Figura 25: Eletroforese em gel de agarose da amostra de mcDNA inicial (A) e do sobrenadante dos
sistemas formulados (R8-mannose/PEI/mcDNA-E7mut) mantendo o racio 5 de PEI e apenas
mudando o racio de R8. (R1 - R8-mannose/PEI/mcDNA-E7mut racio N/P 1:5:1; R1.5 - R8-
mannose/PEI/mcDNA-E7mut racio N/P 1,5:5:1; R2 — R8-mannose/PEI/mcDNA-E7mut racio N/P
2:5:1).

Todos os sistemas preparados foram capazes de condensar eficientemente o mcDNA, na
medida em que € possivel verificar a ndo existéncia de bandas correspondentes a0 mcDNA
para os sistemas formulados. A interacdo eletrostatica entre os grupos amina positivos de
PEI e de R8-manose com a molécula de mcDNA carregada negativamente, permitiu a

formacao das nanoparticulas.

A técnica FTIR foi utilizada para avaliar a presenca de R8-manose nos sistemas estudados
ap6s a adicao do polimero PEI. Os espetros dos compostos isolados que compoem a
formulacao dos sistemas foram registados para posterior comparagdo dos picos
caracteristicos com os picos evidenciados no espetro das nanoparticulas formuladas (figura
26).
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Figura 26: Espectro de FTIR (Absorbance vs Wavenumber (cm-1)) do mcDNA (A), do sistema R8-
manose/mcDNA-E7mut (B) do sistema PEI/R8-manose/mcDNA-E7ymut (C) e do sistema RS8-
manose/PEI/mcDNA-E7mut (D).

Com base na literatura, o espetro do polimero PEI mostra picos em 3000-3422 cm™ que sao
caracteristicos de movimentos de “stretching” e vibracoes do grupo —NH2. Os picos em 1539
e 1632 cm-1 sdao normalmente atribuidos a vibragdes do grupo N-H. Os miltiplos picos na
regidao de 1000-1300 cm-1 podem ser atribuidos como correspondendo a vibracoes de

ligacao N-C [129].
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Foram registados os espetros de R8-manose/PEI/mcDNA-E7mut e de PEI/RS8-
manose/mcDNA-E7mut a fim de verificar se a ordem de adicdo do R8-manose e do PEI
teria influéncia na estrutura da superficie dos sistemas, nomeadamente no que diz respeito
a presenca da manose. Verificou-se que, em ambos os espetros, a sua presenga comprova-
se pela observacao dos picos de absorcao em 1055 cm™ e 1058 cm™. O polimero de PEI
também apresenta no espetro do sistema R8-manose/PEI/mcDNA-E7mut os seus picos
mais importantes a, aproximadamente, 1461 cm™ e 1730 cm™, representando as ligacoes N-
H que ocorrem da encapsulagdo com os restantes compostos. O pico que se observa a
aproximadamente 2917 cm-1 ja foi identificado como sendo um pico correspondente a este
polimero [130]. Podemos ainda verificar que o polimero PEI nido condiciona a presenca de
R8-manose na composicdo do sistema, uma vez que sao identificados alguns picos
caracteristicos de ambos os polimeros. Relativamente ao mcDNA, a sua presenca é

comprovada pelo pico de absorvancia em 970 cm-1.

Os sistemas ternarios R8-manose/PEI/mcDNA-E7mut, com diferentes racios, também
foram analisados através de SEM, a fim de verificar a sua morfologia (figura 27). As
nanoparticulas formadas apresentam uma geometria esférica ou oval, idéntica a
evidenciada no estudo do sistema R8-manose/mcDNA-E7mut, pelo que continuam a ser

adequadas para um processo de internalizacao celular.

Figura 27: Imagens SEM das nanoparticulas R8-manose/PEI/mcDNA-Eymut formuladas. A1 — R8-
manose/PEI/mcDNA-E7mut racio N/P 1:5:1; A2 — R8-manose/PEI/mcDNA-E7mut racio N/P 1,5:5:1; A3 — R8-
manose/PEI/mcDNA-E7mut racio N/P 2:5:1; B1 — R8-manose/PEI/mcDNA-E7mut racio N/P 1:10:1; B2 — R8-
manose/PEI/mcDNA-E7mut racio N/P 1,5:10:1 e B3 - R8-manose/PEI/mcDNA racio-E7mut N/P 2:10:1.
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Foram ainda realizados estudos, usando um Zetasizer nano ZS, para obter dados sobre o
tamanho médio e potencial zeta dos sistemas, formulados com diferentes racios N/P, e que

sao apresentadas na tabela 6 e 7.

Tabela 6: Tamanho e potencial zeta das nanoparticulas de PEI/mcDNA-E7mut formuladas para os diversos
racios. Os valores foram calculados com os dados obtidos em trés medidas independentes (média + DP, n = 3).

Tamanho Potencial Zeta
PEI/mcDNA-E7mut (5:1) 213,33 + 0,31 16,22 + 0,79
PEI/mcDNA-E7mut (10:1) 177,11 + 0,89 20,56 + 0,59

Tabela 7: Tamanho e potencial zeta das nanoparticulas de R8-mannose/PEI/mcDNA-E7mut formuladas para
os diversos racios. Os valores foram calculados com os dados obtidos em trés medidas independentes (média +
DP,n = 3).

N/P ratio Tamanho Potencial Zeta
R8-manose/PEI/mcDNA-
281,7 + 1,40 +11,44 + 0,79
E7mut (1:10:1)
R8-manose/PEI/mcDNA-
270,00 % 0,74 +13,22 £ 0,90
E7mut (1,5:10:1)
R8-manose/PEI/mcDNA-
234,56 + 0,96 +14,67 £ 0,59
E7mut (2:10:1)
R8-manose/PEI/mcDNA-
402,00 + 0,85 +7,00 % 0,59
E7mut (1:5:1)
R8-manose/PEI/mcDNA-
370,89 £ 0,89 +8,44 + 0,63
E7mut (1,5:5:1)
R8-manose/PEI/mcDNA-
300,11 £ 0,74 +10,00 * 0,90
E7mut (2:5:1)

Relativamente aos resultados do tamanho, verificou-se que mantendo os racios N/P do PEI
(5 e de 10) e mudando apenas os racios N/P de R8-manose (1,1,5 e 2), o tamanho vai
diminuindo, sendo o valor mais reduzido correspondente ao maior racio N/P. O mesmo
ocorre quando se mantém apenas os racios N/P de R8-manose (1, 1,5 e 2) e vai-se
aumentando os racios N/P de PEI (5 e de 10), uma vez que o tamanho das nanoparticulas
diminui 8 medida que aumenta o racio N/P, apresentando os tamanhos menores. Os
sistemas preparados a um racio N/P de R8-manose de 2 exibem um tamanho

significativamente menor (234,56 nm), se o racio N/P de 10 do PEI for considerado. Para
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isso contribui a alta densidade de carga e a grande capacidade de condensacao do PEI e R8-
manose, que juntos potencializam uma forte interagdo com o mcDNA, levando a formagao
de nanoparticulas de menor tamanho. A anélise dos valores do potencial zeta, para cada
sistema em estudo, exibiu um perfil idéntico, na medida em que mantendo os racios N/P do
PEI e mudando apenas os racios N/P de R8-manose, ou mantendo apenas os racios N/P de
R8-manose e aumentando os racios N/P de PEI, verifica-se um aumento de carga
superficial. A diferenca entre a quantidade de aminas primaérias provenientes do polimero
e a quantidade de grupos fosfato provenientes do plasmideo, resulta num incremento da
carga positiva a superficie dos sistemas. Os sistemas que se revelaram mais adequados
foram os preparados a um racio N/P de R8-manose de 2 pois exibem o tamanho menor
(234,56 nm) e o potencial zeta (+14,67) mais elevado, se o racio N/P de 10 do PEI for
considerado. Alguns estudos tém-se debrucado sobre a formacao de complexos com PEI
para a construcao de sistemas ternarios, os quais tém revelado propriedades resistentes as
proteinas séricas e rapida captacao celular, levando a uma maior eficiéncia de transferéncia
de genes [131]. Devido as suas aminas primarias, secundarias e terciarias, o polimero PEI
apresenta maior carga positiva em pH fisioldégico em comparacao com o péptido R8. Além
disso, o aumento do peso molecular do PEI (25 kDa) e o aumento do racio N/P resultarao
na formacao de sistemas mais estaveis e menores [34]. Isso pode, no entanto, induzir maior
citotoxicidade [131]. Neste contexto, Song e colaboradores prepararam um nanogel de
polietilenimina -RRRRRRRR (R8)-heparina (HPR) como um sistema eficiente de entrega
de genes. O péptido R8 foi complexado com PEI (R8-PEI) para aumentar a densidade de
carga, reduzir a toxicidade do sistema de entrega de genes e, assim, aumentar a captacao
celular e a eficiéncia de transfeccao de genes [132]. Estes resultados vém ao encontro dos
obtidos neste estudo, uma vez que a adicao de PEI ao sistema R8-manose/mcDNA-E7mut
nao sb reduziu consideravelmente o tamanho das particulas, como também aumentou o

potencial zeta.

Contudo, importa referir que os valores relativos ao tamanho e potencial zeta do sistema
formulado apenas com PEI sdo inferiores aos obtidos no sistema com R8-manose e PEI.
Este resultado pode ser explicado devido a estrutura ramificada do PEI. A sua complexagao
com R8-manose podera conduzir a um conjunto de cargas positivas inferior, levando a uma
menor capacidade de condensacao do mcDNA e resultando em particulas com tamanhos

superiores para os mesmos racios de PEI em ambos os sistemas, binarios e ternarios.

E fundamental avaliar a estabilidade dos sistemas no compartimento extracelular e verificar
a protecao que o sistema confere ao transgene, pois isso afetara significativamente o sucesso
da transfeccdo. Para tal, os sistemas foram incubados com tripsina e com meio DMEM

suplementado com 10% de soro (FBS), por diferentes periodos de tempo (0, 1, 4 e 6h) e a
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eletroforese em gel de agarose foi utilizada para avaliar a protecao do mcDNA (figura 28 e

209).
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Figura 28: Eletroforese em gel de agarose para analisar a prote¢io do vetor de mcDNA apds a sua incubagio
com DMEM + 10%FBS (A) e com tripsina (B). 1- Controlo mcDNA. Sistemas formulados (R8-

mannose/PEI/mcDNA-E7mut) mantendo o racio 5 de PEI e apenas mudando o racio de R8.
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Figura 29: Eletroforese em gel de agarose para analisar a protecao do vetor de mcDNA ap6s a sua incubagio
com DMEM + 10%FBS (A) e com ftripsina (B). 1- Controlo mcDNA. Sistemas formulados (R8-
mannose/PEI/mcDNA-E7mut) mantendo o racio 10 de PEI e apenas mudando o racio de R8.

Os resultados apresentados na figura 28B e 29B revelam que, em ambos os racios N/P do
PEI (5 e de 10), os sistemas incubados com tripsina mostraram ser capazes de condensar
eficientemente o mcDNA, ja que nao ha evidéncia de descomplexacao das nanoparticulas.
As nanoparticulas sdo capazes de garantir a protecdo do transgene, pelo menos por um
periodo de 6 h de incubacdo. Os sistemas preparados em contacto com o meio DMEM
(figura 28A e 29A) revelam resultados idénticos aos obtidos com tripsina, havendo, no
entanto, sinais de uma degradacao pouco relevante que se acentua apoés 6h de incubacao, a
um racio N/P de PEI de 10. Os resultados provam que estes sistemas conseguem conferir

maior estabilidade ao vetor do que os sistemas R8-manose/mcDNA-E7mut.
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4.4. Estudos de transfecao in vitro

4.4.1. Ensaios de Viabilidade Celular

A biocompatibilidade dos sistemas desenvolvidos foi avaliada através do ensaio com a
resazurina. Foram realizados estudos de viabilidade celular nas células Raw 264.7 e nos
fibroblastos as 24h e 48h, com diferentes racios, a fim de verificar se os sistemas descritos

induzem toxicidade celular. Os resultados dos ensaios encontram-se representados na

figura 30.
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Figura 30: Viabilidade celular dos Fibroblastos (A) e das células Raw 264.7 (B), ap6s 24 e 48 h de incubacio
com os sistemas de R8-manose/PEI/mcDNA-E7mut de diferentes racios N/P. A viabilidade é expressa em
relacdo as células de controlo negativo. As células nio transfectadas foram utilizadas como controlo negativo.
Dados obtidos a partir de trés medi¢des independentes (média + D.P., n = 3). SS — sem significincia.

A representacdo grafica das percentagens de viabilidade celular, tanto para as células Raw
264.7 como para os fibroblastos, permite observar que nenhuma das nanoparticulas induz
citoxicidade, uma vez que a viabilidade celular apresenta valores superiores a 80% sem
alteracOes significativas, independentemente do periodo de transfeccao e dos racios N/P

considerados.

Apesar dos polimeros PEI ramificados serem conhecidos por condensar o DNA de forma
eficiente devido a maior densidade dos seus grupos amina primaérios, o efeito citotoxico
associado a estas estruturas poliméricas deve ser tido em conta, especialmente com
polimeros PEI de maior peso molecular (25 kDa), uma vez que pode causar danos na
membrana celular e iniciar a apoptose. Como ja foi referido em outros estudos, as
propriedades dos polimeros sdo bastante influenciadas por parametros como peso
molecular, arquitetura do polimero e racio N/P, que podem influenciar a viabilidade celular.
O récio N/P parece ser um fator preponderante, uma vez que, de um modo geral, verifica-

se que o aumento do racio N/P conduz a uma diminuicao da viabilidade celular. Quanto
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maior for o racio N/P usado na etapa de preparacdo dos sistemas, maior serd a
citotoxicidade do polimero PEI, possivelmente devido ao aumento das interacdes com a
membrana celular. Porém, a utilizacdo deste polimero continua a ser viavel, quando sao
usados racios N/P até 15. Para reduzir os efeitos toxicos do PEI ramificado de 25 kDa, devem
ser considerados racios N/P mais baixos, evitando, desta forma, aumentar o contetido de
grupos amina livres, que sdo responsaveis pela citotoxicidade [133]. Considerando que
alguns estudos relatam que percentagens de viabilidade celular acima de 80% sao
considerados nao citotoxicos [134], os resultados obtidos confirmam a biocompatibilidade
dos sistemas baseados em PEI, provavelmente devido a presenca do péptido R8-manose

nas formulacoes.
4.4.2. Eficiéncia de transfecao

A captacdo e internalizacao celular dos sistemas PEI/mcDNA-E7mut e RS-
manose/PEI/mcDNA-E7mut em células Raw 264.7, apos 3 h de transfeccao, foi avaliada

por microscopia confocal de fluorescéncia. As imagens sao apresentadas na figura 31.
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mcDNA-FITC DAPI Co-localizacao

Figura 31: Avaliacdo da capacidade de transfecdo dos sistemas PEI/mcDNA-E7mut (racio N/P 5:1) e R8-
manose/PEI/mcDNA-E7mut (racio N/P 2:5:1). Os ntcleos foram corados com azul por DAPI e o verde
representa o mcDNA marcado com FITC. (A) células Raw nio transfetadas; (B) células Raw transfetadas
com o sistema PEI/mcDNA-E7mut (racio 5:1) ap6s 3 horas; (C) células Raw transfetadas com o sistema
R8-manose/PEI/mcDNA-E7mut (racio 2:5:1) apds 3 horas.

O ntcleo foi marcado com DAPI, apresentando coloragado azul, enquanto o verde representa
o mcDNA marcado com FITC. A Figura 31A correspondente a células ndo transfectadas
(controlo) e nao exibe sinais de fluorescéncia verde. De acordo com a figura 31B, que
corresponde a sistemas binarios de PEI/mcDNA-E7mut, na auséncia de R8-manose, é
visivel que as formula¢gdes de mcDNA tém menor capacidade de ultrapassar a membrana
celular e entrar no citoplasma das células. As células transfetadas com os sistemas ternarios
R8-manose/PEI/mcDNA-E7mut evidenciam capacidade de superar as barreiras
extracelulares e intracelulares, pois revelam a capacidade de penetrar na membrana celular,
ser internalizado pela célula e localizar-se no ntcleo. Uma vez dentro do niucleo, espera-se

que proceda a transcricao e expressao do gene alvo. A entrada destes sistemas nas células
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pode ser explicada pela presenca de R8-manose, em especial o CPP R8 que tem sido descrito
como responsavel por melhorar de forma eficiente a entrada celular, internalizacdo e
acumulacao da molécula alvo no nuacleo [108, 135]. Este resultado pode ser comprovado

pela anélise da imagem C da figura 31.
4.4.3. RT-PCR

A transfeccao celular mediada por sistemas PEI/mcDNA-E7mut foi monitorizada na
auséncia e presenca de R8-manose para avaliar a sua influéncia na expressao do gene E7.
Tém sido relatados resultados satisfatérios dos sistemas PEI/mcDNA quanto a captacgao e
internalizacao nas células. As caracteristicas exibidas por estes complexos sao, contudo,
fortemente dependentes do racio N/P considerado. Um racio N/P mais elevado leva a uma
forte densidade de grupos amina de polimero que pode condensar com eficiéncia a molécula
de mcDNA e formar sistemas de entrega com uma carga positiva mais elevada, favorecendo
a interagdo com proteoglicanos carregados negativamente presentes na membrana celular

e facilitando a sua entrada na célula [136].

Foi utilizada a técnica de RT-PCR para avaliar a eficiéncia da transcricao do gene E7 em
sistemas PEI/mcDNA-E7mut e R8-manose/PEI/mcDNA-E7mut. As células nao
transfectadas foram utilizadas como controlo e a amplificacio dos transcritos E7 foi
realizada utilizando primers especificos. As amostras foram analisadas por eletroforese em

gel de agarose 1%. Os resultados encontram-se apresentados na figura 32.

Transcritos do gene E7 Transcritos do
(297 pb) gene E7 (297 pb)

Figura 32: Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR. Avaliacdo dos transcritos de E7 apds
24 horas de transfecao em células Raw (A) e em fibroblastos (B). 1 — Marcador de peso molecular; 2 -
Controlo negativo (todos os reagentes da reacio de PCR exceto a amostra): 3 — Células nao
transfetadas; 4 - Células transfetadas com o sistema PEI/mcDNA-E7mut racio N/P 5:1; 5 - Células
transfetadas com o sistema R8-manose/PEI/mcDNA-E7mut ricio N/P 2:5:1; 6 - Células transfetadas
com o sistema PEI/mcDNA-E7mut racio N/P 10:1; 6 - Células transfetadas com o sistema R8-
manose/PEI/mcDNA-E7mut racio N/P 2:10:1.
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O gene E7mut parece ter sido adequadamente transcrito em ambas as linhagens celulares e
em todos os sistemas, apos 24h de transfeccao (figura 32). Os sistemas formulados a um
racio N/P de PEI de 5 exibem bandas mais intensas do que a um racio N/P de PEI de 10, o
que pode corresponder a uma maior internalizacdo celular. Quando comparamos os
sistemas de racio N/P de PEI de 5, a intensidade da banda dos transcritos para o sistema
R8-manose/PEI/mcDNA-E7mut parece ser mais intensa que a banda correspondente as
células que foram transfetadas com o sistema PEI/mDNA-E7mut, sugerindo que a presenca
de manose e R8 tem influéncia na internalizacio dos sistemas, favorecendo os processos
subsequentes de direcionamento ao nucleo e de expressio do gene de interesse.
Curiosamente, ambos os sistemas, R8-manose/PEI/mcDNA-E7mut e PEI/mcDNA-E7mut,
parecem evidenciar o mesmo nivel de transcritos a racio N/P de PEI de 10. Estes resultados
podem indicar que o racio N/P de PEI de 10 reduz a proporcao de R8-manose no sistema,
diminuindo o seu efeito positivo no reconhecimento e internalizacao celular e afetando a
transcricao do gene E7. Com base nestes dados, os sistemas PEI/mcDNA-E7mut de racio
N/P 5:1 e R8-manose/PEI/mcDNA-E7mut de racio N/P 2:5:1 foram selecionados para
avaliar a influéncia do R8-manose nos fibroblastos, uma vez que foi possivel constatar que
o mecanismo de internalizacao nas células Raw 264.7 foi mais eficiente. Nos fibroblastos,
também parece existir maior quantidade de transcritos do gene E7 nas células que foram
transfetadas com os sistemas R8-manose/PEI/mcDNA-E7mut, o que sugere que o R8

influencia a internalizacao celular.

A técnica de RT-PCR permitiu verificar que os sistemas R8-manose/PEI/mcDNA-E7mut
tém o efeito pretendido, o que conduzira a um aumento da quantidade de mcDNA no
interior das células. A transcricao do gene de interesse, que esta presente no mcDNA, revela
igualmente que os sistemas formulados protegem o mcDNA ao longo do processo de
transfecao e chegada ao ntucleo. Estes resultados parecem acompanhar os resultados de
microscopia de confocal, isto é, os sistemas R8-manose/PEI/mcDNA-E7mut apresentam
maior capacidade de transfecao, levando a uma maior quantidade de mcDNA no interior do

nucleo das células e consequentemente maior transcricao do gene E7.
4.4.4. RT-qPCR

Tendo em conta que a avaliacdo da intensidade das bandas por RT-PCR foi, em alguns
casos, pouco precisa, utilizou-se a técnica RT-qPCR para compreender ainda melhor as
diferencas de transfecao dos diversos sistemas desenvolvidos, uma vez que se trata de um
método que permite uma avaliacio mais eficiente. Os resultados obtidos pelos sistemas

desenvolvidos nos ensaios de transfec¢do encontram-se representados na figura 33.
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Figura 33: RT-qPCR dos niveis de expressdo de E7 em células RAW 264.7 (A) e cem fibroblastos
(B). Controlo - células nao transfectadas; 1 - PEI/mcDNA-Eymut racio N/P 5:1; 2 - R8-
manose/PEI/mcDNA-E7mut racio N/P 2:5:1; 3 - PEI/mcDNA-E7mut racio N/P 10:1; 4 - R8-
manose/PEI/mcDNA-E7mut racio N/P 2:10:1. * p < 0.05; ** p < 0.01; ss — sem significancia.

Conforme mostrado na Figura 33, ha um aumento geral na expressao dos transcritos de E7
proveniente das células transfectadas com ambos os sistemas, em relacdo as células nao
transfectadas (controlo). Nas células Raw 264.7, podemos verificar que o nivel de
transcritos de E7 obtidos pelos sistemas ternarios R8-manose/PEI/mcDNA-E7mut é
significativamente superior ao obtido pelos sistemas binarios PEI/mcDNA-E7mut. Estes
resultados estdo em concordancia com a tendéncia observada
anteriormente por microscopia confocal de fluorescéncia (figura 31), sugerindo que a
presenca de R8-manose influencia a internalizacdo dos sistemas e favorece os processos
subsequentes de direcionamento ao nicleo e expressiodo gene de interesse. Na
realidade, a presenca do péptido R8 tem mostrado resultados bastante satisfatorios em
termos de captacdo pela membrana celular e localizacdo no interior do nucleo [106, 137].
Em relacdo aos racios N/P considerados, a expressiao do gene E7 é maior em células
transfectadas com os sistemas R8-manose/PEI/mcDNA-E7mutde racio N/P 2:5:1,
indicando que a utilizacdo do racio N/P de PEI de 10 pode reduzir a propor¢ao de R8-
manose incluida no sistema ternario, provavelmente devido a repulsio de carga,
diminuindo o efeito positivo do conjugado R8-manose no reconhecimento e internalizag¢do

celular, o que ira afetar a transcricao do gene E7.

Os sistemas PEI/mcDNA-E7mut de racio N/P 5:1 e R8-manose/PEI/mcDNA-E7mut de
racio N/P 2:5:1 foram selecionados para avaliar a influéncia do conjugado R8-manose nos
fibroblastos, devido ao potencial evidenciado relativamente as células Raw 264,7 (figura

33B).0s resultados obtidos seguem a mesma tendéncia das células Raw 264,7, uma vez que
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os sistemas ternarios apresentam niveis de transcritos do gene E7 mais elevados do que os
sistemas binarios, sugerindo, mais uma vez, uma influéncia positiva do R8 na captacao
celular e na localiza¢ao no niicleo [105, 108]. No entanto, comparando a transcricao do gene
E7 obtida pelo sistema ternario R8-manose/PEI/mcDNA-E7mut em ambas as
linhagens celulares, podemos verificar que o nivel de transcritos de E7 é mais elevado nas
células Raw 264,7 do que nos fibroblastos. Estes  resultados estao
provavelmente relacionados com o efeito cumulativo dos ligandos de manose, capazes
de melhorar a internalizacdo do sistema por meio do reconhecimento de recetores de

manose nas células Raw 264.7.

E bem conhecido que as células Raw 264.7 que expressam recetores moderados de
manose constituem uma oportunidade adequada e valiosa na investigacao da eficiéncia de
transfeccao de sistemas manosilados [135, 138]. Alguns estudos tém relatado sistemas
manosilados com uma eficiéncia de transfeccao melhorada, cujos resultados confirmam a
sua eficacia na transcricao e expressao génica nas células Raw 264.7 [138]. Mais uma vez,
os resultados sugerem que a presenca de manose e R8 podem desempenhar um papel
crucial ao influenciarem a internalizacao celular dos sistemas, preferencialmente por APCs,
como os macrdfagos. Foi possivel concluir, através dos ensaios de transfecgao realizados,
que os sistemas R8-manose/PEI/mcDNA-E7mut apresentam maior capacidade de
transfecdo, levando a uma maior quantidade de mcDNA no interior do nicleo das células
e maior transcricio do gene E7, sendo por issode interessepara aconcecao e
desenvolvimento de novos sistemas de entrega nao virais no campo das vacinas baseada em
DNA.
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Capitulo 5 — Conclusoes e Perspetivas Futuras

Embora a probabilidade de cura do cancro do colo do ttero seja cada vez maior, este
representa ainda um importante problema de satde ptblica devido as elevadas taxas de
prevaléncia de infe¢oes por HPV e de mortalidade. A investigacdo constante, numa area de
intervencao tao importante como o cancro do colo do ttero é, inquestionavelmente,
necessaria. Neste contexto, o desenvolvimento de métodos alternativos de prevencao e
tratamento tem vindo a ser explorado no campo da vacinacao, nomeadamente no que se
refere a investigacdo de vacinas terapéuticas contra o HPV. As vacinas de DNA tém
assumido particular importancia pela capacidade de gerar uma resposta imune celular e
humoral, a partir da utilizacao de sequéncias de material genético do agente patogénico que
se pretende combater. O principal desafio associado as vacinas de DNA para aplicacao
clinica em humanos sao as barreiras biologicas extra e intracelulares para a entrega de
genes, que obstruem a estimulacdo de respostas imunes especificas do antigénio e, em

ultima analise, levam a uma reduzida eficacia terapéutica.

No presente trabalho foram desenvolvidos novos sistemas de entrega com o objetivo de
adicionar uma contribuicao significativa ao campo de vacinas de DNA, tendo como objetivo
a prevencdo e/ou o tratamento do cancro do colo do ttero. Os sistemas binarios R8-
manose/ mcDNA-E7mut e ternarios R8-manose/PEI/mcDNA-E7mut foram desenvolvidos
a varios racios N/P e as suas propriedades fisico-quimicas avaliadas. Os sistemas
apresentaram um conjunto de propriedades quanto a morfologia, tamanho e carga
superficial que os torna adequados como veiculos de entrega, nomeadamente elevada
encapsulacado de mcDNA, tamanhos reduzidos, morfologia esférica e carga superficial
positiva. Nos estudos de estabilidade, o sistema R8-manose/mcDNA-E7mut, quando
incubado com tripsina ou com meio DMEM-+soro, nao é capaz de proteger o gene
terapéutico, o que inviabiliza a sua utilizagdo em futuros estudos in vitro. Por outro lado, o
sistema R8-manose/PEI/mcDNA-E7mut, quando incubado com tripsina ou com meio
DMEM, foi capaz de condensar eficientemente o mcDNA, uma vez que nao houve evidéncias
de descomplexacdo das nanoparticulas. Além disso, a adicdo de PEI ao sistema R8-
manose/mcDNA-E7mut ndo s6 reduziu consideravelmente o tamanho das nanoparticulas,
como também aumentou o potencial zeta. Os sistemas também se revelaram
biocompativeis, tendo a taxa de viabilidade celular apresentado valores superiores a 80%,
independentemente do periodo de transfeccao e dos racios N/P considerados. Por fim, e no
que se refere a expressao do gene E7, a transfecdo mediada pelos sistemas PEI/mcDNA-
E7mut foi monitorizada na auséncia e presenca de R8-manose com o objetivo de melhor

avaliar a sua influéncia no reconhecimento e internalizacao da célula alvo e consequente
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acesso ao nucleo e expressao do gene de interesse. Foi possivel comprovar, através dos
ensaios de transfecdo realizados, que os sistemas R8-manose/PEI/mcDNA-E7mut
apresentam maior capacidade de transfecao, levando a uma maior quantidade de mcDNA
no interior do nucleo das células e maior transcricao do gene E7, sendo por isso de interesse
para o desenvolvimento de novos sistemas de entrega nao virais no campo das vacinas
baseadas em DNA.

Apesar dos resultados obtidos neste trabalho serem bastante satisfatorios e constituirem
um importante contributo para a evolucao e sucesso das vacinas de DNA contra o cancro do
colo do ttero, sera necessario aprofundar a investigacao. De forma complementar, e a fim
de melhor avaliar a imunidade humoral e celular contra um antigénio especifico, seria
interessante verificar se as nanoparticulas desenvolvidas, quando reconhecidas por outros
recetores de reconhecimento de patogénios da familia das lectinas do tipo C, poderiam
estimular a resposta imune e, assim, servir como adjuvantes de vacinas contra o cancro do

colo do ttero.

Os resultados obtidos neste trabalho abrem perspetivas para a continuidade deste projeto,
sugerindo-se estudos in vivo que avaliem especificamente a ativacao do sistema imune,
primeiramente em animais com inducao prévia de tumor com células infetadas por HPV
para posteriormente verificar o efeito terapéutico, ou seja, se ha regressio ou
persisténcia/progressao da lesdao tumoral. O objetivo sera avaliar a resposta imune celular
e humoral gerada por esta possivel vacina de DNA. Talvez a grande dificuldade para se obter
imunidade efetiva contra o HPV seja exatamente pela capacidade deste virus evadir a
vigilancia imunoldgica, retardando a ativacdo da resposta imune, associado a grande

variedade e diversidade dos tipos de HPV.

A biotecnologia tem contribuido de forma decisiva para o aperfeicoamento de processos
relacionados com o desenvolvimento e producao de novas vacinas seguras e eficazes. Os
avancos verificados na descoberta de novos antigénios, adjuvantes, vetores ou sistemas de
entrega sao alguns exemplos reportados na literatura publicada. As vacinas terapéuticas,
embora representem um enorme desafio, estdo cada vez mais proximas da realidade e,

certamente, terdo um impacto enorme no tratamento de diversas doengas, como o cancro.
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Introduction

Cervical cancer is the most relevant disease associated with HPV
infection and a major cause of death in women.

DNA vaccines have emerged as an effective strategy for the treatment of
cervical cancer, associated to HPV infection, due to the ability of
generating a cellular and humoral immune response.

The minicircle DNA (mcDNA) vector has been considered a promising
technology because it does not contain bacterial genes due to an in vivo
site-specific recombination process, in which a parental plasmid (PP)
leads to the formation of a mini-plasmid (mP) and mcDNA.
Cell-penetrating peptides (CPPs) have shown to be able to enter cells
non-invasively. Several arginine-rich peptides have been used
successfully in the delivery of proteins, oligonucleotides, plasmid DNA
and even spheres and liposomes, with the octa-arginine (R8) peptide
showing high internalization and localization efficiency in the nucleus.
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Therefore, the present work aims to 7
based on R8 peptide fi i lized with to
specifically deliver the mcDNA encoding HPV E7 antigen to
dendritic cells.
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Fig. 1: R8-Mannose/mcDNA complexation behavior at various N/P ratios
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Fig. 4: R8-Mannose/PEI/mcDNA complexation behavior at various N/P ratios

(PEI)/mcDNA nanosystems

by agarose gel

Fig. 2: Scanning electron micrographs (SEM) images of R8-Mannose/mcDNA
nanoparticles at diferente N/P ratios.

by agarose gel

Fig. 5: Scanning electron micrographs (SEM) images of R8-Mannose/PEI/mcDNA
nanoparticles at diferente N/P ratio for R8/mcDNA and mantaining the PEI at R10.
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Good cell viability after transfection

Table 1: Mean size and average zeta potential for complexes R8-Mannose/mcDNA
formulated at several N/P ratios.

Table 2: Mean size and average zeta potential for complexes RS-
Mannose/PEI/mcDNA formulated at several N/P ratios.
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Fig. 3: Electrophoretic analysis of the vector’s protection of mcDNA with the
systems of Table 1 at different incubation times with (A) DMEM supplemented with
10 % FBS; (B) trypsin.

Fig. 6: Electrophoretic analysis of the vector’s protection of mcDNA with the
systems of Table 2 at different incubation times with (C) DMEM supplemented with
10 % FBS; (D) trypsin.

¥ Low encapsulation protection

¥ Spherical/oval morphology
X Potencial Zeta

¥ Size < 500 nm v Size < 500nm

v Spherical/oval morphology |

¥ Potencial Zeta
v Good encapsulation protection

90

N/P ratio Size (nm) Zeta Potencial (mV)’ N/P ratio Size (nm) Zeta Potencial (mV) -
1 432.44 £ 0.96 0.67£0.74 R8-PEI (récio 1/10) 281.7 £ 1.40 +11.44 £0.79 Conclusions
1.5 410.33 £ 0.74 +1.78 £ 0.31 R8-PEI (racio 1.5/10) 270.00 £ 0.74 +13.22 £ 0.90
Both nanosystems, R8-mannose/mcDNA and
2 365.78 = 0.94 +6.11 + 0.63 R8-PEI (racio 2/10; 234.56 + 0.96 +14.67 + 0.59 L)
8 ) R8-mannose/PEI/mcDNA, demonstrated the

ability to efficiently encapsulate mcDNA.
However, the last one revealed to be more
stable, being the most suitable for the
following in vitro assays in order to confirm
intracellular localization and the specifically
targeting to dendritic cells.
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Abstrack DINA vaccines still mepresent an emergent ama of msearch, giving rise to continudous
progress tow ards several biomedicine demands. The formulation of delivery systems to specifically
tanget mannose receptorns, which ane ovenexpressed on antigen presenting cells (APCs), is considesd
a suitable sirategy to improve the DINA vaccine immunogenicty. The present study developed binary
and femary carriers, based on polyethylenimine (FEI), octa-arginine peptide (RS), and mannose
Ligands, to specifically deliver a minicircle DNA (meDMNA ) vaccine to APCs Systerns wene prepaned
at Varitns nitrogen b phisphate group (N/FP) mtios and charackerized in terms of their morphology,
size, surface change, and complexation capacity. In vitro stodies wer conducted to assess the
bicoompatibility, cell inkemalization ability, and gene expression of formulated carriers. The high
change density and condenging capadity of both PEI and B8 enhance the interaction with the meDNA,
Eading to the formation of smaller particles. The addition of PE] polymer to the RE-mannose / mcDiNA
binary system mduces the size and increases the zeta polential and system stability. Confocal
microscopy studies confirmed intracellular localization of tangeting systems, msulting in sustained
mcDNA uptake. Furthermone, the efficency of in vitro transfection can be inflsenoed by the presence
of RE-mannoss, with geeat implications for gene expression. RS-mannose / FEL mcDMNA termany
systems can be considened valuable tools to instigate further research, aiming for advances in the
DA waccine field.

Keywards: HFV infection; mannose ligands; minicircle DNA v accine; pohpetiy keneimine; BS peptide

1. Introduction

Cancer is a disease that continues to proliferate worldwide and is a major cause of
mortality, how ever the probability of finding a cure is increasing. Cervical cancer is the
most elevant disease associated with human papillomavires (HFY ) infection, especially
when it is not detected early, evolving to invasive forms [1]. The overexpression of HFV
E6 and EF oncoproteins interferes with cell cyce mgulation and proliferation through
the impairment of p53 and pRb tumor suppressor proteins, espectively [2] Although
prophylactic HPY vaccination is currenitly the best strategy for preventing cervical cancer,
this type of vaccine induces only humoral immunity (producing neutralizing antibodies)
ko prevent future infections, howewver it is not effective in reating pre-existing infections.
To fill this gap, several types of therapeutic vaccines against HFY are being studied [3].
In this contect, DMA waccines have particular importance due to their ability to generate
cellular and humoral immune responses, based on the use of genetic material sequences
from the pathopgen that is intended to be fought [4]. Among the different DMNA vaccines,
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