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Resumo

Na dltima década, varios investigadores tém realizado diversos estudos com o intuito de
projetar e desenvolver sistemas de entrega de material genético que pudessem ser
biocompativeis e competentes para internalizar em células alvo. Este enorme contributo para
0 sucesso das terapias génicas foi complementado com a aplicacao de sistemas de co-entrega
que permitem entregar simultaneamente genes e drogas anticancerigenas. O efeito
sinergético demonstrado por estes agentes trouxe um enorme progresso na eficacia

terapéutica para o tratamento de diversos cancros.

0 cancro do colo do Gtero é um dos cancros com maior incidéncia nas mulheres em todo o
mundo, especialmente em mulheres jovens. O aparecimento desta doenca advém da infecao
pelo virus do papiloma humano (HPV), sendo os gendtipos de elevado risco responsaveis por
99,7% dos casos. Em particular, os genotipos do tipo 16 e 18 sdo responsaveis por mais de 70%
das ocorréncias. A infecao por HPV é responsavel pela integracdo do genoma viral nas células
do colo do utero levando a interrupcdo da sequéncia da proteina E2 que é repressora das
oncoproteinas E6 e E7. A oncoproteina E6 induz a degradacdo do supressor de tumor p53,
responsavel por regular a apoptose das células. No caso da proteina E7, inibe a atuacdo da
proteina do retinoblastoma (pRb) levando a uma desregulacao do ciclo celular e consequente

crescimento descontrolado das células.

O objetivo deste trabalho prende-se por repor os niveis da p53 no interior das células
cancerigenas do colo do Utero através da entrega de um plasmideo (pDNA) que codifica para
este supressor de tumor, e em simultaneo entregar também um farmaco anticancerigeno com
o objetivo final de induzir a apoptose destas células de forma mais eficiente. Para este fim,
foi desenvolvido um sistema de co-entrega baseado no polimero catidnico polietilenimina
(PEI) que permitiu encapsular o DNA plasmidico que contém o gene da p53. Adicionalmente, o
farmaco anticancerigeno metotrexato (MTX) foi também encapsulado nestes vetores
poliméricos. A utilizacdo da droga MTX na formulacdo destes sistemas deve-se, nao s6 ao seu
efeito terapéutico ja comprovado em diversos tipos de cancro, mas também ao facto de ser
reconhecido pelos recetores do acido folico, abundantemente presentes nas células tumorais,

conferindo assim um direcionamento dos sistemas para as células alvo.

Os resultados obtidos neste trabalho revelam que os dois sistemas formulados (PEI/pDNA e
PEI/pDNA/MTX) produziram nanotransportadores com caracteristicas apropriadas em termos
de morfologia, tamanho e carga a superficie para a captacao e internalizacado celular dos dois
agentes terapéuticos. As células HeLa foram transfetadas com sucesso pelos sistemas que
contém o gene responsavel pela producao da proteina supressora de tumor p53. O efeito
terapéutico dos dois sistemas foi avaliado, comprovando-se que os poliplexos que continham
os dois bioativos inibiram com maior eficacia o crescimento das células tumorais em

comparacdo com o sistema PEI/pDNA. O efeito sinergético evidenciado nas células
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cancerigenas com a utilizacdo desta co-entrega de um agente genético e de um farmaco
anticancerigeno € promissor para estudos adicionais in vivo e futura aplicacao terapéutica.
Além disso, a utilizacdo combinada de quimioterapia e terapia génica nas células alvo
representa um avanco incrivel no desenvolvimento de intervencoes terapéuticas inovadoras,
podendo assim contribuir grandemente para a evolucdo do tratamento de varios tipos de
cancro.
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Cancro do colo do Utero, Metotrexato, Polietilenimina; Sistemas de co-entrega, Virus do
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Abstract

In the last decade, several researchers have conducted diverse studies with the aim of
designing and developing delivery systems for genetic material that could be biocompatible
and competent to internalize in target cells. This enormous contribution to the success of
gene therapies was been complemented by the application of co-delivery systems, which
allow to simultaneously deliver genes and anticancer drugs. The synergistic effect
demonstrated by these agents has brought tremendous progress in therapeutic efficacy for

the treatment of various cancers.

Cervical cancer is one of the cancers with the highest incidence in women worldwide,
especially in young women. The cause of this disease is due to infection by the human
papillomavirus (HPV), with high risk genotypes accounting for 99.7% of the cases. Specifically,
genotypes of type 16 and 18 are responsible for more than 70% of occurrences. HPV infection
is responsible for integrating the viral genome into the cells of the cervix, leading to the
disruption of the E2 protein sequence - repressor of E6 and E7 oncoproteins. The E6
oncoprotein induces degradation of the p53 tumor suppressor, responsible for regulating cell
apoptosis while E7 protein inhibits the action of the retinoblastoma protein (pRb), leading to

a dysregulation of the cell cycle and consequent uncontrolled growth of cells.

The aim of this work is to restore the p53 levels within cervical cancer cells by delivering a
plasmid encoding this tumor suppressor gene and, simultaneously, delivering an anticancer
drug with the ultimate goal of inducing apoptosis of these cells more efficiently. To this end,
a co-delivery system based on the cationic polymer polyethyleneimine (PEl) was developed,
which allowed to encapsulate the plasmid DNA containing the p53 gene. In addition, the
anticancer drug methotrexate (MTX) was also encapsulated into these polymeric vectors. The
use of the MTX drug in the formulation of these systems is due not only to its already proven
therapeutic effect in several types of cancer but also to the fact that it’s recognized by folic
acid receptors, abundantly present in tumor cells, thus conferring cancer cells targeting

effect.

The results obtained in this work show that the two formulated systems (PEI/pDNA and
PEI/pDNA/MTX) produced nanotransporters with appropriate characteristics in terms of
morphology, size and surface charge, gene and drug loading/encapsulation efficiencies
suitable for both the cellular uptake and internalization of the two therapeutic agents. Hela
cells were successfully transfected by systems containing the gene responsible for the
production of p53 tumor suppressor protein. The therapeutic effect of the two systems was
evaluated, proving that the polypeptides containing the two therapeutic agents were more
effective to inhibit tumor cell growth, when compared to the PEI/pDNA system. The
synergistic effect evidenced in cancer cells with the use of this co-delivery of a gene agent

and an anticancer drug is promising for additional in vivo studies and future therapeutic
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application. In addition, the combined use of chemotherapy and gene therapy in target cells
represents an incredible advance in the development of innovative therapeutic interventions

and can thus greatly contribute to the evolution of the treatment of various types of cancer.

Key-words

Cervical cancer, Co-delivery systems, Human papilloma virus, Methotrexate,
Polyethyleneimine.
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D., Cervical cancer therapy: Assessment of the therapeutic effect of the combined action of

a drug and plasmid DNA.
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Anexos)

Elaboracdo de um artigo cientifico com os resultados apresentados nesta dissertacao, em

fase de escrita no momento da entrega desta tese.
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Terapia do cancro do colo do Utero: Avaliacdo do efeito terapéutico da acdo combinada de uma droga e
do DNA plasmidico

1. Introducéo

1.1. Cancro

0 cancro é a segunda maior causa de morte em todo o mundo e estima-se que o cancro do
colo do Utero represente cerca de 5% de todos os casos. As doencas oncoldgicas sao
consideradas a grande epidemia dos Ultimos anos, pelo facto de apresentarem elevada
morbilidade e elevadas taxas de mortalidade. O cancro advem de alteracoes nos mecanismos
de controlo do ciclo celular que resultam num crescimento descontrolado de uma célula
anormal. Com este continuo crescimento desequilibrado, as células cancerigenas multiplicam-
se, formando uma massa de tecido, intitulada de tumor, podendo invadir e causar a

destruicao de tecidos normais adjacentes (Macedo et al., 2008).

As lesdes tumorais sao diagnosticadas realizando uma biopsia, o que permite identificar e
classificar os diversos tipos de tumor e as suas carateristicas, conforme o tipo de células
envolvidas. Os diversos tipos de cancro sao classificados consoante as células e orgaos

afetados:

e Carcinoma, se as células forem epiteliais;

e Sarcomas, se as células forem de tecido de suporte (ossos, cartilagem, gordura,
musculo, vasos ou outros tecidos conjuntivos);

e Leucemias, linfomas ou mielomas, se as células entrarem na corrente sanguinea;

e Melanomas, que tém origem em células da pele;

e Glioblastomas, se as células forem do sistema nervoso central, do cérebro e
espinal medula (Bruni et al., 2017; Mota, 2012).

1.2. Cancro do colo do utero

0 cancro do colo do utero é o quarto tipo de cancro mais comum nas mulheres, no entanto
este apresenta uma importancia superior em relacao ao cancro da mama e colorretal que sao
mais frequentes nas mulheres. Esta relevancia deve-se ao facto de apresentar uma maior
incidéncia em mulheres jovens (menos de 45 anos) quando em comparacdo com os restantes
cancros (Chabeda et al., 2018). O cancro do colo do Utero advém da infecdo pelo virus do
papiloma humano (HPV) que apresenta mais de 170 genoétipos. O HPV é classificado em dois
grupos, os de baixo e alto risco. Os de baixo risco provocam verrugas genitais em que se
incluem os tipos HPV - 6/11/40/42/43/44/54/61/72. Os tipos HPV - 16/18/31/35/39/45/51
/52/ e 56/58/66/68 sao os de elevado risco e sdao responsaveis por cerca de 99,7% de todos os
casos de cancro do colo do Utero (Limberger et al., 2012). O HPV tipo 16 e 18 sdo os mais

prevalentes, sendo responsaveis por mais de 70% dos casos de doenca. As infecdes provocadas



Terapia do cancro do colo do Utero: Avaliacdo do efeito terapéutico da acdo combinada de uma droga e
do DNA plasmidico

pelos tipos de alto risco levam ao desenvolvimento de neoplasias intraepiteliais escamosas no

colo do utero e Gtero (Ramakrishman et al., 2015).

1.3. Virus do Papiloma Humano

O HPV é um virus icosaédrico da familia Papillomaviridae, constituido por DNA circular de
cadeia dupla com aproximadamente 8000 pares de bases, possui capside e tem entre 50 a 60
nm de diametro (Chabeda et al., 2018). Infecta células da camada basal das células epiteliais
através de fissuras na superficie das células e ¢ mantido nos nucleos de células basais
infetadas. O DNA viral é integrado no genoma das células eucaridticas e a medida que as
células basais se dividem em células epiteliais escamosas, o DNA do virus replica-se e atinge
um elevado numero de cépias. Com a diferenciacao das células epiteliais basais, o virus
amplifica o seu material genético e provoca alteragdes na expressdo génica das células,

levando a expressao dos genes virais (figura 1) (Christensen et al., 2015).

Particulas do Virus Entrada do
HPV virus
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Sobrexpressdo do
gene E6 e E7

Figura 1 - Ciclo de vida do virus HPV. Adaptado de (Chabeda et al., 2018)
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Os genes do HPV sao designados por “Early” (E) ou “Late” (L) de acordo com o estagio de
diferenciacdo, nomeadamente os genes E1, E2, E4, E5, E6 e E7 sdo expressos no inicio,
enquanto os genes L1 e L2 sdao expressos durante os estagios finais da diferenciacdo. As
proteinas iniciais (E) sdo expressas em baixas concentracoes e sao responsaveis pela
manutencao do genoma e proliferacdao celular. Nas lesdes malignas, o genoma viral é
integrado no DNA das células do hospedeiro (Hennessey et al., 2009). Eles também regulam a
expressao de proteinas tardias de uma maneira dependente da diferenciacao celular: L1 e L2

sdo expressos apenas em células escamosas maduras (figura 2) (Chabeda et al., 2018).

E2 E2 TATA P97
# o Re e K

Figura 2 - Genoma e organizacao da estrutura do HPV. A regiao LCR indica a regiao de controlo, a verde
0os genes iniciais (E1, E2, E4 e E5), a amarelo os genes tardios (L1 e L2) e a vermelho estao
representados os oncogenes (E6 e E7). Adaptado de (Doorbar, 2006).

A capside é formada pelas proteinas L1 e L2, sendo a L1 a proteina principal, enquanto a
L2 é a proteina de ligacdo ao DNA viral que facilita o transporte da proteina L1 para o nicleo
da célula (Christensen et al., 2015). As proteinas L1 e L2 ligam-se aos recetores das células
epiteliais e comecam o processo de entrada, resultando na remocao do epitélio
citoplasmatico do virus e na entrada do genoma no nlcleo da célula infetada, onde é

transcrito e depois replicado (Chabeda et al., 2018).
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Os oncogenes E6 e E7 sdo expressos devido a inativacdo da expressao da proteina E2, que é
o repressor transcricional destes genes. O genoma viral é integrado no DNA cromossomico do
hospedeiro e a sequéncia do E2 ¢ interrompida durante a linearizacdo do genoma (Chabeda,
2018). Esta inativacdo promove a imortalizacdo da célula através da degradacao ou inibicao
de proteinas supressoras de tumor que regulam o ciclo celular (p53 e PpRB).
Consequentemente ocorre uma expressao descontrolada das oncoproteinas E6 e E7,

resultando na proliferacao e transformacao celular (Best et al., 2012).

A oncoproteina E6 promove a degradacao do supressor de tumor p53 por uma via mediada
pela ubiquitina, diminuindo a capacidade da célula para sofrer apoptose (Best et al., 2012). A
oncoproteina E6 também apresenta funcdo na ativacdo da telomerase que resulta no
prolongamento da vida das células, e, juntamente com a oncoproteina E7, coopera para a

imortalizacao das células epiteliais humanas (Christensen et al., 2015).

A proteina E7 liga-se e inibe a proteina do retinoblastoma (pRb), responsavel por bloquear
a atividade de fatores de transcricao, promovendo a dissociacao da pRb com o fator E2F
(fator de transcricao), levando a transicao do ciclo celular para a replicacao da fase S,
resultando na perda do controlo do ciclo celular e consequente proliferacao celular
descontrolada (Best et al., 2012).

As células que expressam E6 sofrem alteracoes cromossomicas estruturais, e as células que
expressam E7 acumulam numerosas anomalias cromossomicas e desenvolvem aneuploidia. O
efeito final da atividade das oncoproteinas E6 e E7 é a progressao do ciclo celular desregulado
e a replicagdo do DNA do HPV em células epiteliais escamosas infetadas, e eventual

oncogénese (Hennessey et al., 2009).

1.4. Classificacao citolégica do colo do utero

A citologia é um exame médico que permite analisar as células do colo do Utero,
nomeadamente a sua morfologia, crescimento e funcao. Em caso de infecao por HPV, este
exame clinico permite avaliar as alteracbes nas células em comparacdo com as células
normais e realizar uma classificacdo das lesdes provocadas. As lesdes de pré-malignidade,
como € o caso de carcinomas epidermoides que resultam da progressao de estadios nao

invasivos, podem ser classificadas de acordo com os seguintes sistemas (Bruni et al., 2018):
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o Citologia normal (Negativa para lesdes intraepiteliais malignas) - A citologia

realizada as células do colo do Utero ndo apresenta qualquer anomalia;

¢ Neoplasia Intraepitelial Cervical (CIN) / Lesdes intraepiteliais escamosas (SIL) - A

citologia realizada as células do colo do Utero revela lesdes pré-malignas.

Os termos CIN e SIL sdo usados para descrever lesdes pré-malignas e/ou crescimento
anormal de células escamosas no colo do Utero. As lesdes intraepiteliais escamosas sdo
detetadas pelo teste de Papanicolau e citologias. No caso das neoplasias € realizado um
diagnostico histologico através de tecido obtido do colo do Utero por biopsia ou excisdo
cirargica. A condicdo é classificada como CIN 1, 2 ou 3 dependendo da espessura do epitélio

anormal (Bruni et al., 2018).

As lesbes pré-malignas detetadas no colo do Utero foram designadas por Reagan em 1953
por displasias malpighianas e carcinoma in situ (CIS). Em 1967, Richart definiu trés estadios e

em 1988, Bethesda definiu mais dois estadios, de acordo com a tabela 1 (Mota, 2012).

Tabela 1 - Classificacao das neoplasias intraepiteliais do colo do Utero. Adaptado de (Mota, 2012).

Classificacdo das neoplasias intraepiteliais cervicais e suas inter-relacées

REAGAN (1953) RICHART (1967) BETHESDA (1988)
Displasia ligeira CIN-1 LSIL
Displasia moderada CIN-2

HSIL

Displasia grave
CIN-3

Carcinoma in situ

Richart definiu o seu sistema em relacdo a espessura do epitélio malpighiano com
diferenciacdo celular anormal. A diferenca de espessura foi analisada atendendo as
alteracdes da estratificacao celular e da sua maturacado e pela atipia citoloégica. Assim, pelos
critérios do seu sistema, Richart definiu trés estadios diferentes. Em relacdo ao sistema de
Bethesda, este foi criado para classificar esfregacos citoldgicos de células do colo do Utero.
Bethesda propos a terminologia SIL ((lesdes intraepiteliais escamosas) de baixo (low) e alto
(high) grau. As lesdes de baixo grau (LSIL) abrangem as coilocitoses e/ou as CIN-1. No caso

das lesdes de alto grau (HSIL), estas incluem a CIN 2 e/ou a CIN 3 (Solomon et al., 1989).
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,

A classificacao de neoplasia e lesdes intraepiteliais (CIN/SIL) é realizada tendo em
consideracao a organizacdo, maturacao, polaridade e atividade mitotica das células do cancro
do colo do utero (Bruni et al., 2017; Bruni et al., 2018):

e Les6es de baixo grau do colo do utero (CIN-1/ LSIL): As lesoes de baixo grau sao
definidas por mudancgas precoces no tamanho, forma e niumero de células anormais formadas
na superficie do colo do Utero. Os nlcleos destas células sao geralmente arredondados ou
ovais e ligeiramente irregulares no tamanho e forma. O tamanho e forma dos nicleos tornam-

se mais irregulares com o desenvolvimento da patologia.

e Lesdes de alto grau do colo do utero (HSIL/ CIN-2/ CIN-3/ CIS): As lesdes de alto
grau sao definidas por um grande nimero de células pré-cancerosas na superficie do colo do
Utero. Estas células, muito diferentes das normais, tém um enorme potencial para se
tornarem cancerigenas e invadirem tecidos mais profundos do colo do Utero. Estas lesdes
podem ser referidas como displasia moderada ou grave, HSIL, CIN-2, CIN-3 ou carcinoma

cervical in situ (CIS).

e Carcinoma in situ (CIS): células pré-cancerigenas que ainda ndo possuem capacidade

de romper a membrana basal e invadir outros tecidos, permanecendo no epitélio.

e Carcinoma invasivo cervical (ICC): células pré-cancerigenas de alto grau que tém a
capacidade de invadir a membrana basal e atingir tecidos mais profundos do colo do Utero ou
outros tecidos e 6rgdos. Existem 4 estagios dos ICC, que vao desde o cancro no Utero/colo do
Utero (estagio ) até ao desenvolvimento de células cancerigenas noutros orgdos distantes,

como por exemplo no figado (estagio 1V). Existem dois tipos de ICC:

. Carcinoma de células escamosas invasivas - Carcinoma invasivo composto

por células que se assemelham as do epitélio escamoso.

. Adenocarcinoma - tumor invasivo com elementos glandulares e escamosos

misturados.

A substituicao da nomenclatura atribuida por Reagan pelo sistema de Bethesda contribuiu
para aperfeicoar o diagnostico das lesdes CIN, para melhorar a compreensdo da evolucdo da
doenca e consequentemente permitir o desenvolvimento de novas terapias. Assim, foi
possivel relacionar a infecao por HPV de baixo e alto risco a CIN 1, e que a CIN 2 e 3 estao

associadas ao HPV de alto risco (Lorincz et al., 1992).
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1.5. Sintomatologia no cancro do colo do utero

O aparecimento de células cancerigenas, provenientes maioritariamente de uma infecao
por HPV de alto risco, pode ocorrer em mulheres de todas as idades. O desenvolvimento de
um tumor numa fase inicial neste tipo de casos € assintomatico, no entanto alguns sinais tém
sido associados ao diagnostico da infecao por HPV. A sensacao de prurido, ardor durante o ato
sexual, hemorragias intermenstruais, metrorragias pos-menopausa e aparecimento de

verrugas genitais sao alguns dos sinais evidenciados (Mota, 2012; Leto et al., 2011).

0 cancro do colo do Utero em estados mais avancados manifesta-se através de dor pélvica,
uropatia obstrutiva, leucorreia fétida, dislria e hematuria ou retrorragias quando existe
invasao da bexiga e reto. Pode apresentar ainda sintomas mais comuns e menos indicativos
como por exemplo a perda de peso, anemia, lombalgias, perda de massa muscular e dores na

regiao inguinal (Carter, 2013; Govindappagari et al., 2011).

1.6. Prevencao, causas e riscos

O cancro € um problema global e crescente, mas heterogénio, pois cada vez mais se
verifica maior incidéncia em paises pouco desenvolvidos (de baixo/médio rendimento). A
prevencao primaria surge como a principal arma de defesa nestes paises, uma vez que este
tipo de prevencao ndo precisa de ser renovado a cada geracdo. A prevencao primaria tem
varias vantagens: a eficacia da prevencao pode ter beneficios para outras pessoas além das
diretamente visadas; evitar a exposicdo a agentes carcinogénicos pode prevenir outras
doencas (transmissiveis e nao transmissiveis) que tém fatores de risco em comum com o
cancro e a causa pode ser removida ou reduzida a longo prazo - por exemplo, por meio de
medidas regulatdrias contra exposicdes ocupacionais ou ambientais. Assim sendo, a prevencao
primaria deve ser prioritaria como parte integrante do controlo global do cancro (Vineis et
al., 2014; Riethmuller et al., 2015).

Os principais fatores de risco para o aparecimento do cancro sao o tabagismo, consumo de
alcool, pouca atividade fisica e uma dieta pouco saudavel. No entanto existem outras causas
como infecdes oncoldgicas cronicas, doencas sexualmente transmissiveis, carcinogéneos
ocupacionais (amianto, aminas aromaticas, benzidina, benzeno) e carcinogéneos ambientais
(poluicdo do ar, arsénico, afloxoxina, bifenilas policloradas, radonio, cromo, cadmio, niquel,
berilio) (Vineis et al., 2014).
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Em relacdo aos fatores de risco do cancro do colo do utero, a infecao pelo virus do
papiloma humano é a principal causa. A transmissao do virus acontece principalmente através
da atividade sexual (Barasso et al., 1987). As células basais do epitélio sdo infetadas pelo
virus em areas de metaplasia cervical imatura ou microtraumatismo. O genoma viral penetra
nas células através da membrana celular, havendo libertacdo da capside, sendo depois
transportado até ao nlcleo. A capacidade das células se dividirem e de se clonarem acelera a
replicacao viral. O periodo de incubacdo do HPV ronda em média 3 meses (Jenison et al.,
1990). No entanto, apenas uma infecdo por HPV ndo € por si so suficiente para o
desenvolvimento de cancro do colo do Utero, podendo ser eliminada pelo sistema imunitario.
Existem outros co-fatores que influenciam a evolucao do estado de infecao ao aparecimento
de células cancerigenas como, por exemplo: o inicio da atividade sexual precoce,
promiscuidade sexual e antecedentes de outras infecdes sexualmente transmissiveis (IST), a
alimentacdo, sobretudo com baixos niveis de vitamina A e C e de acido fdlico, raca,

tabagismo e a falta de uso de preservativo (Mota, 2012).

A diminuicao de ocorréncia da infecao por HPV, e consequentemente do cancro do colo do
Utero, tem-se verificado com estratégias de prevencao no controlo do cancro. A vacinacao
surge como a melhor estratégia de prevencdo. A vacinacao precoce previne o aparecimento
de casos de cancro de colo do Utero, diminuindo assim a taxa de incidéncia e mortalidade no
nosso pais. Outras intervencoes recomendadas sdo a “Educacao para a Saude”, promovendo a
saude e prevenindo a doenca, sobre as praticas sexuais seguras, como a utilizacdo do
preservativo, adverténcia para os perigos do tabaco, que muitas vezes comecam na

adolescéncia (Direcao Geral da Saude, 2017).

Numa prevencao secundaria, a detecao precoce de lesdes pré-malignas com programas de
rastreio, como o teste do papanicolau (denominada citologia cervical) tem sido a primeira
abordagem selecionada para rastreio deste tipo de lesdes. Tal como os dados epidemiologicos
comprovam, a introducao da citologia no rastreio foi a medida de maior éxito na reducao da

mortalidade por cancro do colo do Utero (Goldie et al., 2005).

1.7.Terapias atuais

As vacinas comercializadas contra o virus do papiloma humano sdo apenas preventivas, ou
seja, consistem na administracdo de uma proteina antigénica, por exemplo, para ativar o
sistema imune levando a producao de anticorpos de memoria, caso nao exista ainda contato
com o virus. Além disto, apresentam outras limitacdes, tais como o elevado custo e a nao
protegem contra todos os tipos de HPV. As primeiras vacinas comercializadas contra o HPV
foram a Cervarix™, vacina bivalente constituida por particulas virais do HPV 16 e 18, e a
Gardasil™, vacina quadrivalente constituida por particulas virais para os tipos de HPV 16 e 18,

bem como para os tipos 6 e 11 (Dochez et al., 2014).
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Atualmente sdao recomendadas e usadas vacinas de nove valéncias (tipos de HPV 6, 11, 16,
18, 31, 33, 45, 52 e 58). Esta vacina, que esta presente no plano nacional de vacinacao de
Portugal, deve ser administrada em duas doses com intervalo de meio ano, a criancas com 10
anos de idade. A utilizacao desta vacina permite maximizar a imunidade contra a infecao por
HPV (Direcao Geral da Saude, 2017).

As vacinas comercializadas sdao produzidas a partir de partes da proteina da capside L1 do
HPV. A administracdo destes antigénios induz uma resposta serologica mais forte e de maior
duracao do que a resposta desenvolvida perante uma infecdo natural, devido ao uso de
adjuvantes especificos (Dochez et al., 2014). Estas vacinas sdao seguras, imunogénicas e
altamente eficazes na prevencao, nao so6 da infecdo persistente pelos tipos inclusos nas
vacinas, mas também na prevencdo de lesdes precursoras de carcinomas. Porém podem
causar reacdes adversas que provocam febre, nauseas, fadiga, dores de cabeca e tonturas. As
vacinas profilaticas apresentam evidéncias de protecao cruzada contra a infecao por sorotipos
nao incluidos na vacina, mas nenhuma delas possui efeitos terapéuticos (Dochez et al., 2014).
Assim sendo, existe uma grande necessidade de desenvolver solucdes que, para além de
prevenirem, sejam capazes de tratar tumores malignos induzidos por HPV. A terapia génica

tem surgido como um método terapéutico promissor (Zhao et al., 2014).

1.8. Terapia génica

A terapia génica tem-se tornado numa area de interesse para o tratamento de varias
doencas. Este tipo de terapia surgiu devido ao avanco na area da genomica, o que permitiu
compreender o papel dos genes em determinadas patologias (Xu et al., 2014; Foldvari et al.,
2015). A terapia génica tem como principio a introducdao de material genético terapéutico
(acidos nucleicos) em células somaticas com o objetivo de suprimir, alterar ou complementar
o efeito de um gene deficiente responsavel por uma doenca (Xu et al., 2014; Ramamoorth et
al., 2015). Em 1963, Joshua Lederberg foi o primeiro a propor uma terapia deste género, em
que pretendia controlar a sequéncia de nucleétidos em cromossomas humanos e fazer uma
selecao e incorporacao de genes especificos. A aplicacao de terapias génicas tem aumentado
ao longo dos anos e com isso surgiu a necessidade de desenvolver veiculos (vetores) que
possam proteger e entregar o material genético de forma adequada (Yla-Herttuala, 2012;
Zhao et al., 2014; Yin et al., 2014).
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Uma das preocupacdes na aplicacao deste tipo de terapia prende-se com a seguranca dos
vetores que sdo utilizados. Assim, os veiculos usados para entregar o material genético devem
ser seguros, apresentar eficiéncia de transfecdao e capacidade de compactar e proteger o
material genético da degradacdo na corrente sanguinea. A facilidade de penetracdo destes
vetores nas células alvo é fundamental, uma vez que por si s, o material genético tera muita
dificuldade em entrar nas células e sera degradado por nucleases (Bajpai et al., 2014; Li et
al., 2015). Além disso, os sistemas de entrega que permitam uma elevada eficiéncia de
transfecao também vao permitir a entrada de elevadas quantidades de material genético nos
tecidos/células alvo, garantindo assim que a terapia seja eficaz e produza os efeitos

terapéuticos desejaveis (Pereira et al., 2014).

A terapia génica pode ser aplicada sob a forma de duas abordagens, a terapia génica de
células somaticas e a terapia génica da linhagem germinativa. A terapia génica germinativa
consiste na introducao de um gene em células reprodutivas (espermatozoide ou évulos) ou
posteriormente no zigoto, o que resulta na transmissao do gene de interesse para a
descendéncia. No caso da terapia génica somatica, a introducao do gene de interesse ocorre
nas células alvo do paciente onde é necessaria a aplicacdo da terapia. Devido a questdes
éticas a terapia em células somaticas tem sido mais estudada (Tachibana et al., 2013; Verma
et al., 2005).

Os sistemas de entrega surgem como veiculos que podem ser aplicados tanto na terapia
génica como em vacinas de DNA, pois tém como objetivo facilitar a entrada do DNA nas
células eucaridticas, assim como o transporte e entrega no nucleo sem sofrer degradacao.
Para serem eficientes, estes sistemas de entrega devem conseguir transportar o DNA
independentemente do seu tamanho, devem ter a capacidade de entregar o gene apenas as
células alvo (entrega direcionada) e devem ser faceis de preparar, econémicos, de baixa
toxicidade e disponiveis comercialmente em altas concentracdes, como € o caso do DNA

plasmidico (Ibraheem et al., 2014).
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1.8.1. DNA plasmideo

O DNA plasmidico, descoberto por Joshua Ledberg em 1952, é uma pequena molécula de
DNA de cadeia dupla circular que se auto-replica dentro da célula hospedeira (Lederberg,
1952). Esta molécula tem sido explorada em aplicacbes terapéuticas por ser um agente
seguro, apresentar baixa toxicidade e devido a facilidade de producao. Apresenta tamanhos
entre 1 e 1.000kpb e peso molecular entre 10° e 107 Dalton. O seu esqueleto hidrofilico é
composto por um grupo fosfato e um aclcar, ja no seu interior apresenta bases azotadas e
propriedades hidrofobicas. Esta molécula pode apresentar-se em trés conformacoes
diferentes: a isoforma linear, circular aberta (oc) ou superenrolada (sc), sendo esta Ultima a
que tem maior interesse terapéutico, uma vez que é a mais eficiente em termos de expressao

do gene de interesse (Han et al., 2009; Sousa et al., 2008).

Os plasmideos sao amplamente utilizados como vetores nao-virais devido a sua capacidade
de integrar DNA exogeno e replicarem-se no nucleo das células alvo (Lederberg, 1952). Este
biofarmaco tem sido amplamente explorado na terapia de DNA pois apresenta uma série de
vantagens que encaixam nas caracteristicas deste tipo de vetores, uma vez que é produzido
por fermentacdo bacteriana, o que faz com que seja mais facil controlar a sua producao

associada a um custo reduzido (Ibraheem et al., 2014).

A obtencao de pDNA na isoforma sc para aplicacdes terapéuticas pode ser dividida em duas
partes distintas. A primeira parte consiste na construcao do plasmideo inserindo o gene de
interesse, seguido da transformacdo das células hospedeiras (por exemplo a bactéria
Escherichia coli (E. coli)) (Diogo et al., 2005) e por Ultimo a replicacdo e amplificacdo do
numero de copias de pDNA através do crescimento das células transformadas por
fermentacdo. A segunda parte baseia-se na extracdo do plasmideo das células hospedeiras,
seguido de isolamento e purificacdo da isoforma sc de entre outros constituintes do
hospedeiro como por exemplo RNA, DNA gendémico, endotoxinas e proteinas. A primeira parte
do processo de obtencao do plasmideo é designada de “upstream” enquanto que a segunda

parte é designada de “downstream” (Ferreira et al., 2000).

O pDNA escolhido como vetor de expressao deve conter determinados genes que sao
cruciais para a obtencao deste vetor, nomeadamente um gene de origem de replicacao para
garantir a amplificacao do plasmideo no interior do hospedeiro de forma independente da sua
magquinaria. Deve também conter um gene de resisténcia a antibidtico (marca de selecao)
para crescerem apenas as células transformadas. Além dos genes essenciais a amplificacdo
deste vetor em células procariotas, o plasmideo também deve apresentar uma cassete de
expressao eucariota, nomeadamente um promotor e uma sequéncia de terminacdo para
iniciar e concluir a expressao do gene de interesse nas células alvo (Figura 3) (Prather et al.,
2003; Liu et al., 2005).
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Genes de interesse

Genes de citocina
Genes de moléculas co-estimulatorias
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Sequéncia de

Promotor D -
terminacao

Figura 3 - Representacao esquematica da construcdo do plasmideo. Adaptado de (Liu, 2003).

A producédo do pDNA sc ocorre no interior do hospedeiro sendo necessario aplicar uma
estratégia de lise celular para extrair a molécula alvo. A lise alcalina é considerada um
método adequado, uma vez que permite romper a membrana celular através do uso de
detergentes e pH elevado, sem danificar o pDNA. O plasmideo para ser utilizado em
aplicacbes terapéuticas tem de ser isolado e purificado, de forma a respeitar os critérios das
agéncias reguladoras como a Food and Drug Administration (FDA). A purificacdo do pDNA sc
tem sido explorada por diversas técnicas de cromatografia, nomeadamente exclusao
molecular, troca ionica, interacao hidrofobica e afinidade (Sousa et al., 2008). A forma
estrutural dos suportes cromatograficos também tem evoluido, desde a aplicacao de esferas
nao porosas até as membranas e monolitos, sendo possivel explorar quase todos os principios
cromatograficos em qualquer tipo de suporte, através da imobilizacao do ligando adequado
(Sousa et al., 2012).
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1.8.2. Sistemas de entrega na terapia génica

A manipulacao genética de células de mamiferos é atualmente utilizada na vasta area de
ciéncias biomédicas e medicina. Os recentes avancos na genética molecular levaram ao
aparecimento de varios tipos de ferramentas de modificacdo genética, incluindo plasmideos,
siRNA, microRNA, “Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats” (CRISPR)/Cas9
que foram utilizados em muitos estudos para a modificacdo do comportamento genético e
transcricao de genes de interesse. De fato, as ferramentas mencionadas podem ser usadas
para obtencao de biofarmacos baseados em acidos nucleicos, producao do modelo de doenca,
estudo dos caminhos metabolicos, producao de proteinas recombinantes, desenvolvimento de
biossensores e terapia celular. No entanto surgem dificuldades para a aplicacao da terapia
génica uma vez que existem algumas barreiras, incluindo a membrana celular, o
aprisionamento do endosoma e as nucleases séricas que reduzem a capacidade de transfecéao.
No sentido de ultrapassar estas limitacoes, surgem assim os sistemas de entrega virais e nao
virais (Cheraghi et al., 2017).

1.8.2.1. Vetores virais

Os virus tém uma grande capacidade de invadir células eucaridticas e usufruir da
maquinaria nuclear do hospedeiro para intercalarem o seu material genético, e
consequentemente levar a expressao das proteinas alvo nessas células. Devido a estas
caracteristicas, os virus foram os primeiros vetores a serem utilizados na terapia génica para

entregar genes terapéuticos ao nlcleo das células alvo (Chira et al., 2015).

Os virus mais utilizados como sistemas de entrega sdo o retrovirus, o adenovirus e o
lentivirus. Além da eficiéncia de evasao celular, estes tipos de virus foram escolhidos devido
a elevada capacidade de transducao e transcricao do material exogeno inserido no genoma

viral (Ibraheem et al., 2014; Kamimura et al., 2011).

Para serem usados como sistemas terapéuticos, os virus tém de ser modificados,
nomeadamente os genes responsaveis pela sua patogenicidade sdo substituidos pelos genes
terapéuticos. Estas alteracdes eliminam o seu efeito patogénico uma vez que o virus
recombinante fica incapaz de se replicar, no entanto mantém a capacidade de transfetar as

células alvo, o que é fundamental para este tipo de vetores (Bajpai et al., 2014).
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Os vetores virais apesar de apresentarem uma eficacia de transfecao essencial a aplicacao
de terapias génicas, tém varias desvantagens, tais como despoletar respostas imunitarias e
inflamatorias severas, potenciais efeitos oncogénicos, instabilidade de armazenamento, o
tamanho da sequéncia de DNA alvo é limitada e reduzida e requerer alteracées que levam a
que a sua preparacao seja demorada e de alto custo. Além disso, os vetores virais nao
conseguem transferir siRNA e outros sistemas novos como CRISPR/Cas para o interior das
células. Portanto, varios materiais nao virais surgiram para colmatar as desvantagens dos
virus, apesar de nao terem a mesma capacidade de evasao celular (Ibraheem et al., 2014;
Cheraghi et al., 2017; Zhao et al., 2014; Li et al., 2015).

1.8.2.2. Vetores nao virais

Os sistemas nao virais surgem para colmatar as desvantagens apresentadas pelos vetores
virais. Em comparacao com o primeiro tipo de vetores, os nao virais apresentam maior
seguranca, alta viabilidade celular, menor imunogenicidade e facilidade de producao (Wang
et al., 2013; Li et al., 2015). Apesar dos vetores ndo virais apresentarem menor eficiéncia de
transfecao celular em comparacdo com os virais, tém sido estudados e aplicados em terapias

génicas devido a sua biocompatibilidade (Li et al., 2015).

Os sistemas de entrega de DNA nao virais podem ser classificados em dois grupos, os
sistemas fisicos e os sistemas quimicos. Nos sistemas fisicos o DNA é entregue a célula alvo
por meio de forcas fisicas que enfraquecem a membrana para a tornar mais permeavel e
permitir que o DNA chegue ao nlcleo. Este sistema é aplicado utilizando técnicas como a
microinjecao, a eletroporacdo, os ultrassons e sistemas hidrodinamicos. Apesar de serem
técnicas de aplicacao facil e apresentarem eficiéncia, podem levar a lesdes nos tecidos. Em
relacdo aos sistemas quimicos, o DNA é conduzido através da membrana até ao nlcleo por
transportadores que podem ser preparados por reacoes quimicas e que vao encapsular o DNA.
Os transportadores utilizados nos sistemas quimicos podem ser compostos por materiais
sintéticos ou naturais, em que se incluem os polimeros cationicos (naturais ou sintéticos)
como por exemplo a polietilenimina, lipidos catidnicos, lipossomas, proteinas sintéticas e

dendrimeros (Ibraheem et al., 2014; Cevher et al., 2012; Ramamoorth et al., 2015).

Os polimeros e lipidos ideais utilizados na construcdo de vetores nao virais devem possuir
cargas positivas na sua superficie para estabelecerem ligacoes eletrostaticas com os acidos
nucleicos, levando a sua encapsulacao e formulacao de sistemas com tamanhos a escala
nanométrica. Esta encapsulacdo permite a protecdo do material genético e facilita a sua
entrada nas células. Os vetores formulados com polimeros sdo designados de poliplexos e os

que utilizam lipidos sao designados de lipoplexos (Pack et al., 2005). Os lipoplexos sao menos
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utilizados que os poliplexos por apresentarem menor eficiéncia de encapsulacao e menor
estabilidade depois de formados. Os poliplexos, uma vez que apresentam uma grande
diversidade quimica e capacidade de serem funcionalizados para melhorar as suas
propriedades, tém ganho vantagem em relacdo aos lipoplexos (Rehman et al., 2013; Yin et
al., 2014).

Os sistemas nao virais devem permitir a entrega do material genético as células alvo, uma
vez que as cargas negativas dos acidos nucleicos sdo repulsas pelas cargas negativas da
membrana celular. Esta limitacao na internalizacdo dos acidos nucleicos pode ser contornada
utilizando os sistemas fisicos e quimicos. Os sistemas fisicos permitem introduzir diretamente
acidos nucleicos no interior das células através de microinjecdo, por exemplo. No entanto os
sistemas quimicos sdo mais utilizados, uma vez que permitem encapsular o material genético
em vetores com carga superficial positiva. Estes vetores possibilitam ultrapassar as barreiras
celulares e entregar mais eficazmente o DNA em comparacao com os sistemas fisicos (Wang
etal., 2013).

Em suma, os vetores nao virais sao propostos como alternativas bastante promissoras aos
vetores virais pois conseguem condensar a molécula de DNA, proteger da degradacao por
parte das nucleases e entregar o material genético nas células alvo (Ibraheem et al., 2014). A
terapia génica nao viral evoluiu a tal ponto que existe uma variedade enorme de métodos
para entregar o DNA, desde métodos convencionais como a injecao de DNA e eletroporacao,

até ao uso de nanoparticulas e hidrogéis (Costa et al., 2012).

1.9. Estratégias de co-entrega

O tratamento de diversos tipos de cancro utilizando a quimioterapia é muitas vezes
dificultado pela rejeicdo e resisténcia aos farmacos por parte das células tumorais depois de
varias administracdes. Esta resisténcia € muitas vezes causada pela expressdao de um gene
mutado. Uma das solucdes que foi encontrada passa pela utilizacdo de RNAs de interferéncia
que sao especificos para os genes responsaveis pela resisténcia. O silenciamento deste tipo de
genes permite que as células se tornem mais sensiveis aos farmacos utilizados (Lin Kang et
al., 2015).

Outros problemas associados a resisténcia a farmacos por parte de células cancerigenas
sdo as bombas de efluxo que reduzem a concentracao do farmaco no interior das células. A
utilizacdo de um siRNA dirigido ao gene MDR1 pode reduzir a formacao de transportadores de
efluxo na membrana celular, resultando num aumento da concentracao celular do farmaco
(Lin Kang et al., 2015).
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Por outro lado, a utilizacdo de pDNA que codifique a proteina p53 permite induzir a
apoptose das células cancerigenas. Tanto os RNAs de interferéncia como o DNA plasmideo sdo
conhecidos por serem agentes genéticos muitos Uteis para o tratamento do cancro e

utilizacdo em estratégias de co-entrega (Lin Kang et al., 2015).

A terapia combinada surge assim como uma abordagem promissora para o tratamento do
cancro. A combinacdo de farmacos pode ser utilizada com o intuito de explorar efeitos
aditivos ou sinérgicos decorrentes da acdo de varias drogas com o objetivo final de maximizar
a eficacia terapéutica. Foi também demonstrado que uma combinacdo apropriada de drogas
quimioterapicas e agentes genéticos pode melhorar o resultado terapéutico e a qualidade de
vida do paciente, uma vez que o uso desta co-entrega permite reduzir a dose e concentracao
do farmaco utilizado, diminui o desenvolvimento de resisténcia aos medicamentos e permite

a acao terapéutica de dois agentes distintos (Lin Kang et al., 2015).

Os transportadores utilizados para este tipo de entrega tém de ter capacidade de
transportar em simultaneo ambos os farmacos quimioterapicos e/ou agentes genético para as
células cancerigenas, libertando os agentes de maneira controlada e precisa. Desta forma, é
possivel maximizar o efeito combinado dos dois agentes para o tratamento de tumores
resistentes a drogas. Existem diversos nanotransportadores, no entanto os mais tradicionais
utilizados para a co-entrega de farmacos e material genético sao lipossomas, micelas,

dendrimeros e sistemas supramoleculares (tabela 2) (figura 4) (Lin Kang et al., 2015).
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Tabela 2 - Nanotransportadores recentes de co-entrega de drogas quimioterapéuticas e agentes

genéticos. Adaptado de (Lin Kang et al., 2015).

Nanotransportador Composicao do Farmaco Age,n.te Linha Referéncias
nanotransportador genético celular
Nanocapsulas
lipidicas . Skandrani et
funcionalizadas com Paclitaxel PDNA HEK al., 2014
PEI
Lipossoma Lipossomas
PEGuilados Docetaxel siRNA BCL2 A549 Qu et al., 2014
Lipossomas Doxorrubicina MRP1 e MCF-7 e Saad et al.,
cationicos siRNA BCL2 HCT15 2008
Peptideo quimérico ,
anfifilico Doxorrubicina PlZZmISd;O H;;_;Te Han et al., 2013
(Fmoc),KH;-TAT P
PEI-PCHLG Docetaxel DDNA HEK293 Zhanzgofj a.,
Micelas PEG-pp-PEI-PE Paclitaxel S“Sri‘s,:x’g A549 | Zhuet al., 2014
PEOz-PLA-g-PEI Doxorrubicina MCDNA MCF-7 GaSp% ﬁf al.,
Nanppartlculas de . Plasm.ldeo MDA-MB- Wang et al.,
involucro nuclear Paclitaxel IL-2 siRNA
- 231 e 4T1 2006
cationico BCL2
PAMAM-PEG-T7 Doxorrubicina PORF- Bel-7402 | Han et al., 2011
hTRAIL v
Dendrimeros de
Polyl(L-llsm:a).com Doxorrubicina s!RNA Us7 Kaneshiro et
, um nucleo cubico de luciferase al., 2009
Dendrimeros . .
silsesquioxano
Nicleo de b-
ciclodextrinae | b cotaxel PMR3 HNE-1 | Liu et al., 2014
ramificacdes de poli
(L-lisina)
B-CD e OEI-FA Paclitaxel p53 KB e A549 Zhago‘izal"
Sistemas
supramoleculares 239T Yan
i m . . getal.,
PEI1,8k-PB2,9-)-CD Doxorrubicina pDNA Hela 2013
Quitosano-enxerto-
PEI Candesartana p53 PANC-1 Bao et al., 2014
PLGA Doxorrubicina | siRNAMDR1 |  MCF-7 M‘Srgoiial o
Nanoformulacdes
"Novel’ PEI-Fc Doxorrubicina DNA HepG2 Sun et al., 2013
HUVE,
PEI-PEG Doxorrubicina DNA HepG2 e | Liuetal., 2013
MCF-7
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Figura 4 - Ilustracao esquematica dos quatro tipos principais de nanotransportadores para a co-entrega
de genes e farmacos quimioterapéuticos. (a) Lipossoma cationico; (b) Micela; (c) Dendrimero; (d)
Sistemas supramoleculares. Adaptado de (Lin Kang et al., 2015)

As propriedades fisico-quimicas do material genético e dos farmacos sdao normalmente
bastante dispares, o que vai influenciar na maneira como interagem com o
nanotransportador. No caso dos farmacos, estes podem ser adicionados aos sistemas através
de interacoes hidrofébicas, eletrostaticas ou conjugacao quimica. Os agentes genéticos sao
normalmente encapsulados pelos vetores através de interacoes eletrostaticas (Lin Kang et al.,
2015).
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1.10. Polietilenimina

0 desenvolvimento de veiculos seguros e eficientes para a libertacao controlada de genes
tem sido objeto de estudo para aplicacao em terapias génicas. Estes transportadores devem
apresentar um tamanho adequado, incorporar grandes quantidades de DNA, proteger contra a
degradacao enzimatica, contornar o sistema imunoldgico inato e garantir que a carga
terapéutica seja libertada de forma sustentada. Além disso, estes vetores devem ser
biocompativeis, provocar efeitos colaterais minimos (como inflamacdo) e ter boa
biodistribuicao (Costa et al., 2015).

A utilizacdo de polimeros catidnicos para a entrega de genes de interesse surgiu devido a
facilidade de manipulacao e modificacao dos mesmos. Estes vetores nao virais apresentam
uma enorme variedade entre si, desde a composicdo e peso molecular até a sua estrutura que
pode ser linear, ramificada ou dendrimérica. Devido a sua carga positiva, ligam-se facilmente
aos acidos nucleicos por interacdes eletrostaticas, o que facilita a encapsulacao do material

genético e consequente formulacao de poliplexos a escala nanométrica (Aied et al., 2013).

0 polimero de polietilenimina (PEIl) esta entre os sistemas de administracao de genes ndo
virais mais proeminentes, descritos até ao momento para a encapsulacao de acidos nucleicos
e transfecao de uma ampla gama de tipos de células eucarioticas. Este polimero revela uma
forte capacidade de encapsulacdo do DNA e possui caracteristicas de tamponamento
intrinsecas que lhe permite apresentar eficiéncia na internalizacdo do material genético (Jin
etal., 2014).

O polimero de PEl pode apresentar arquitetura ramificada ou linear (figura 5) e esta
disponivel em diferentes pesos moleculares. E geralmente aceite que os polimeros PEls de
maior peso molecular (25 kDa que sao o padrao recomendado) nao sao apenas agentes de
transfecao mais eficientes do que os homologos de menor peso molecular, mas também os
mais citotdxicos (Hall et al., 2015). A utilizacdo de PEI de elevado peso molecular causa
citotoxicidade aguda, devido a rutura da membrana da célula, seguindo-se a apoptose
celular. A utilizacdo de PEl de menor peso molecular poderia eliminar o problema da
citotoxicidade, no entanto estudos demonstram que estes polimeros apresentam valores de
eficiéncia de transfecdo indesejaveis. Assim, é essencial encontrar o equilibrio entre a
capacidade de transfecao e a citotoxicidade e formular poliplexos que permitam a maior
eficiéncia possivel com o minimo de toxicidade para as células (Nikitenko et al., 2013; Jin et
al., 2014).
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Figura 5 - Representacao das estruturas quimicas da PEI linear de 10 kDa e da PEl ramificada de 25 kDa.
Fonte: https://www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/polyethylenimine linear12345900298611?lang
=pt&region=PT e https://www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/polyethyleniminebranched123459
00298611?lang=pt&region=PT. Acedido em: 07/09/2018.

O polimero de PEIl surge como um dos materiais sintéticos mais utilizados devido a sua
capacidade de transportar diferentes tipos de acidos nucleicos, independentemente do seu
tipo e tamanho. Apresenta ainda uma elevada capacidade de armazenamento e possui
caracteristicas que lhe permitem ultrapassar a membrana do endossoma/lisossoma. Este
polimero catiénico tem uma capacidade inerente para neutralizar a carga negativa do pDNA,
usufruindo da formacéo de interacdes eletrostaticas entre o grupo amina do polimero PEl e o
grupo fosfato do DNA (Cheraghi et al., 2017). Assim, este polimero associa-se fortemente ao
DNA, levando a sua compactacdo e condensacao. Como ja foi referido, a forca motriz para
este fendmeno € a interacao eletrostatica que se estabelece entre os dois componentes, que
é reforcada pelo aumento entrépico resultante da liberacao dos respetivos contra-ides (Costa
etal., 2015).

Ao analisar o efeito do tempo de incubacao na formacao de nanoparticulas PEI/DNA foi
possivel demonstrar que o polimero PEIl se ligou instantaneamente ao DNA e neutralizou a sua
carga. Esta eficiéncia de condensacdo e formacgao de nanoparticulas torna-se muito Gtil para
alcancar transfecoes de alto rendimento. O polimero de PEI ramificado é conhecido como um
agente de transfecdo eficiente, devido a um fendémeno vulgarmente conhecido por
“capacidade da esponja do protao” (figura 6). De fato, a protonacao de grupos amino
primarios, secundarios e terciarios permite a lise do endossoma e a liberacdo do contedo no
citoplasma. Sistemas de entrega baseados em particulas possuindo uma carga superficial
positiva beneficiam a interacdo de nanoparticulas com a membrana celular e o inicio dos

fenomenos de endocitose (Cheraghi et al., 2017; Nikitenko et al., 2013).
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Figura 6 - Representacdo esquematica da hipdtese da esponja de protdes. Adaptado de (Nikitenko et
al., 2013).

De forma geral, os sistemas formulados com PEl exibem tamanhos na ordem dos 50/500
nanometros, morfologia esférica e cargas superficiais positivas adequadas para aplicacoes de
entrega de genes. No entanto varios estudos revelaram que os sistemas PEI/pDNA que sdo
formulados com PEI de maior peso molecular apresentam melhores resultados em termos de
encapsulacao do plasmideo, carga a superficie, capacidade de transfecao e maior libertacao
do plasmideo in vitro (Costa et al., 2018; Mady et al., 2011). Parametros tais como a razao
molar dos grupos azoto de PEIl para os grupos fosfato do DNA (racios N/P) e a estrutura do
polimero também tém implicagcdes na eficiéncia da formulacdo destes vetores. A formulacéo
de sistemas baseados em elevados racios N/P e aplicacdo de PEl ramificado apresentam
melhores resultados na literatura quando em comparagdo com o uso de racios N/P baixos e
PEl linear (Costa et al., 2018).
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1.11. Metotrexato

Os vetores sintéticos utilizados na terapia génica para o tratamento do cancro apresentam
limitacbes ao nivel da entrega direcionada, resultando numa transferéncia inespecifica e
menos eficiente nos tecidos alvo (Costa et al., 2015). Deste modo estao descritas diversas
transformacdes dos sistemas terapéuticos utilizando ligandos como farmacos, péptidos e
anticorpos. Assim a utilizacdo de ligandos que, para além de conferirem seletividade e
direcionamento aos sistemas formulados, apresentem propriedades quimiterapéuticas sao
considerados mais valias para o desenvolvimento de novos tratamentos (Dohmen et al.,
2012).

A molécula metotrexato (MTX) é um dos ligandos que pode ser utilizado para formular e
funcionalizar sistemas de co-entrega. O MTX é um agente terapéutico antifolato que é um dos
medicamentos mais utilizados no tratamento de diversos tipos de cancro como o do colo do
Utero, da mama, ovarios, bexiga, osteossarcomas, linfomas e leucemias (Kohler et al., 2006).
0O MTX ¢é igualmente usado em transplantes de oOrgdos e doencas autoimunes (artrite
reumatoide e psoriase) como agente imunossupressor (Dervieux et al., 2004; Rubino, 2001).
Devido as suas propriedades terapéuticas, o MTX tem sido usado em tratamentos de

quimioterapia antineoplasica (Infarmed, 2017).

A utilizacdo do MTX na quimioterapia tem um resultado limitado devido a sua meia-vida
curta na corrente sanguinea e difusdo rapida pelo corpo. Apresenta efeitos adversos
relacionados com a toxicidade da droga e a resisténcia das células alvo a este farmaco (Kohler
et al., 2006). Assim, precisam de ser administradas grandes quantidades desta droga no caso
de quimioterapia convencional. Esta necessidade ocorre porque na internalizacao celular, a
maioria (quase 75%) do MTX livre é extraido das células cancerigenas (na forma mono, di ou
triglutamato) devido a bombas de efluxo com ATP na membrana celular, como ABC B1 (pgP),
ABC C (MRP (1-4)), BCRP (ABC G2), etc., que expulsam os xenobioticos para neutralizar a

acumulacao de farmacos nas células (Dumoga et al., 2017).

A conjugacao e encapsulacao do MTX em sistemas de entrega direcionada permite
colmatar as limitacoes acima referidas, a falta de seletividade desta droga quando a sua
utilizacao é isolada de outros agentes terapéuticos, reduz significativamente a sua toxicidade
sistémica e proporciona um melhor resultado terapéutico (Kohler, 2006; Khatri, 2014). A
encapsulacdo do farmaco em transportadores que possuem direcionamento para as células
alvo permite que a sua absorcdo diminua em células normais e que aumente nas células
tumorais com a ajuda de recetores associados a membrana (via RME). Estes recetores sao
altamente regulados em células cancerigenas, evitando assim o mecanismo de transporte
celular e permitindo uma libertacao elevada e concentrada da droga dentro do citoplasma
(Dumoga et al., 2017).
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0 MTX é um agente antineoplasico que atua por inibicdo competitiva da di-hidrofolato
reductase, enzima que reduz o ciclo dihidrofélico a tetrahidrofolico no processo de sintese do
DNA e replicacao celular. Assim, inibe a conversao de dihidrofolato em tetrahidrofolato que é
responsavel pela sintese de nucledtidos de purina e timidilato, que posteriormente servem
como substratos para a sintese de DNA necessaria para a proliferacdo celular (Khatri et al.,
2014). Este farmaco é um agente terapéutico antifolato, ou seja, um analogo do acido félico,
apresentando apenas uma substituicao no carbono C2 de um grupo hidroxilo por um grupo
amina e uma metilacao no N10 (figura 7) (Infarmed, 2017; Rubino, 2001). Devido a esta
semelhanca estrutural e ao facto de os recetores do acido folico estarem presentes em maior
numero nas células tumorais do que nas células normais, o MTX tem grande afinidade por
estes recetores e funciona como ligando as células tumorais (Wong et al., 2015). Diversos
estudos demonstraram que o MTX conjugado em nanossistemas de entrega permite ligacoes
especificas a células tumorais e que as nanoparticulas sao internalizadas nas células através

do processo de endocitose mediado pelo recetor do acido félico (Kohler et al., 2006).

X NH m NT_'./LNH
e lS BS

HOOC g HOOC

Acido Félico Metotrexato

Figura 7 - Representacao da estrutura do acido folico e metotrexato. Adaptado de (Rubino, 2001).

As células cancerigenas apresentam uma proliferacdo celular muito maior do que as
células normais, facilitando a atuacdo do MTX que é mais sensivel em tecidos com elevada
atividade proliferativa. O MTX presente nos sistemas é libertado nas células alvo através da
acao de enzimas intracelulares, resultando na apoptose das células cancerigenas do colo do
Utero (Kohler et al., 2006). Esta droga tem a capacidade de impedir o crescimento
descontrolado inibindo o ciclo celular na fase S sem causar danos irreversiveis as células
normais (Infarmed, 2017; Khatri et al., 2014). Além do seu efeito terapéutico, a utilizacdo do
MTX na formulacao dos nanosistemas também permite o direcionamento destes na terapia do

cancro.
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2. Objetivo

O objetivo do presente trabalho foi preparar um sistema para a entrega conjunta de um
pDNA que codifica para um supressor de tumor e de uma droga anticancerigena de forma
direcionada as células tumorais do cancro do colo do Utero com o intuito de induzir a
apoptose destas células. Para atingir este fim, foi fundamental formular um sistema de
entrega eficiente, possuindo um conjunto de propriedades (morfologia, tamanho, capacidade

de encapsulacao e carga superficial) adequadas a protocolos de terapia génica.

Assim sendo, este trabalho consistiu na utilizacdo do polimero polietilenimina (PEIl) para
encapsular o DNA plasmidico que codifica o gene da p53 e o farmaco metotrexato (MTX). As
propriedades das nanoparticulas foram estudadas utilizando diferentes proporcdes de azoto
polimérico dos grupos fosfato presentes no plasmideo (racios N/P) e diferentes concentracoes
da droga. A utilizacdo da droga MTX nos complexos deveu-se ao seu potencial terapéutico,
mas também ao direcionamento as células cancerigenas que esta molécula permite conferir.
Estudos de transfecao in vitro foram realizados em células Hela para testar a captacao e
internalizacdo celular bem como a sua eficiéncia de transfecdo. Por Ultimo, foi avaliado o
efeito dos agentes terapéuticos individualmente e em simultaneo para averiguar o potencial

efeito sinergético do sistema desenvolvido.
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3. Materiais e métodos

3.1. Materiais

Os materiais necessarios para a realizacdo deste trabalho foram: o DNA plasmidico “6.07-
kb pcDNA3-FLAG-p53 Addgene 144 plasmid 10838” que foi obtido na Addgene (Cambridge,
MA, 146 USA), a triptona e o extrato de levedura foram adquiridos a empresa Bioakar
Diagnostics, o meio LB foi obtido da Panreac, o kit NZY Maxi Prep Kit e o reagente Greensafe
(Greensafe Premium) foram adquiridos na NZYTech, Lda. Genes and Enzymes, (Lisboa,
Portugal), a polietilenimina (PEl) ramificada (25 kDa), a droga metotrexato hidratado, o
marcador de plasmideo Isotiocianato de fluoresceina (FITC) e o corante resazurina “Resazurin
sodium salt” foram adquiridos a empresa Sigma Aldrich (St. Louis, M.0O., EUA). As solucoes
utilizadas neste trabalho foram preparadas com agua desionizada ultrapura, recorrendo a

purificacao com o sistema Milli-Q da Millipore (Billerica, MA, EUA).

3.2. Métodos

3.2.1. Condicoes de crescimento bacteriano

A bactéria E. coli DH5a foi utilizada como hospedeira para a amplificacdo do plasmideo
pcDNA3-FLAG-p53. Esta amplificagcao iniciou-se com a inoculacao da estirpe E. coli DH5a em
placas de LB-agar com ampicilina (100 pg/mL) a 37°C, deixando crescer overnight. Efetuado
o crescimento em meio solido, as colonias sdo inoculadas em Erlenmeyers de 1 litro, contendo
250 mL de meio Terrific Broth (20 g/L Triptona, 24 g/L extrato de levedura, 4 mL/L glicerol,
0.017 M KH,PO,, 0.072 M K;HPO,) suplementado com ampicilina a 100 pg/mL. O crescimento
foi realizado a 37°C num agitador orbital Agitorb 200 da Aralab (Albarraque, Portugal) a 250
rpm. O crescimento bacteriano foi interrompido no final da fase log, depois de se atingir uma

DOgoo=7. As bactérias foram recolhidas por centrifugacdo e armazenadas a -20°C.
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3.2.2. Lise alcalina

Depois da producao e amplificacao intracelular do pDNA na bactéria E. coli DH5a, foi
realizada a lise alcalina para extrair a molécula de interesse. A pré-purificacao do plasmideo
foi realizada com o kit NZYTech, utilizando-se o protocolo fornecido pelo fabricante.
Brevemente, apos a lise das células, foram ajustadas as condicoes de sal e pH para promover
a ligacao do plasmideo a coluna de bancada de troca anidnica. Apds a ligacao do plasmideo
sdo eluidas impurezas como RNA, proteinas e outros contaminantes de baixo peso molecular,
através de uma lavagem com uma solucao de concentracao média de sal. Por Gltimo, o pDNA
foi eluido utilizando uma solucdo com maior teor de sal e foi precipitado (concentrado)
através da adicao de isopropanol. Deste modo foi possivel pré-purificar o plasmideo,
maioritariamente na sua forma superenrolada, para posteriormente ser utilizado na

formulacao dos nanosistemas.

3.2.3. Eletroforese em gel de agarose

O conteldo de acidos nucleicos presente na amostra pré-purificada de pDNA e nos
sobrenadantes da formulacdo dos sistemas foi avaliado através da técnica de eletroforese
horizontal, utilizando um gel de agarose de 0,8% (Hoefer, Holliston, MA, USA) corado com 0,6
ML de GreenSafe. A eletroforese foi realizada a 120 Volts durante 30 minutos em tampao TAE
(40 mM Tris base, 20 mM acido acético, 1 mM EDTA, pH=8). O gel foi analisado recorrendo a
luz ultravioleta (UV) (312 nm), com utilizacao do sistema Uvitec Cambridge Fire-Reader UV
(UVITEC Cambridge, Cambridge, UK).

3.2.4. Sintese de nanoparticulas

A formulacao das nanoparticulas baseadas em PEI/pDNA consistiu na adicao de 100 pL de
solucdo de PElI a 400 pL de solucao de pDNA com uma concentracao final de 20 pg/mL,
determinada pela absorvancia a 260 nm (Pereira et al., 2012). Tanto o pDNA como o polimero
PEI foram dissolvidos em tamp&o acetato de sddio 0,1 M (pH 4,5). A adicao da solucao de
polimero PEI foi realizada gota a gota, com agitacdo constante no vortex, durante 1 minuto
(40 segundos gota a gota + 20 segundos de vortex). Depois de adicionado o PEl ao pDNA,
deixou-se equilibrar durante 15 minutos a temperatura ambiente. Todas as formulacdes dos
complexos foram realizadas em triplicados. Seguidamente, os sistemas sao centrifugados a
10000 G, durante 20 minutos, a temperatura ambiente e o sobrenadante é recolhido para
posterior analise da eficiéncia de encapsulacao e eletroforese em gel de agarose. Todos os

racios N/P foram calculados tendo em conta a concentracdo molar de cargas positivas
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provenientes dos grupos amina do polimero (N) e a concentracao molar das cargas negativas

que advém dos grupos fosfato presentes no plasmideo (P).

No caso dos sistemas PEI/pDNA/MTX, 200 pyL de MTX nas diferentes concentracoes
estudadas (2, 4 e 6 pg/mL) foram adicionados a 200 pL de pDNA com uma concentracao final
de 20 pg/mL. Posteriormente, sao adicionados os 100 pL do polimero de forma a formar os

complexos, seguindo o procedimento descrito anteriormente para os sistemas PEI/pDNA.

3.2.5. Presenca do MTX nos sistemas PEI/pDNA/MTX

A avaliacao da presenca do MTX foi determinada por espectroscopia de infravermelhos
com transformadas de Fourier (FTIR). Os sistemas depois de formulados e congelados foram
liofilizados para eliminar ruidos nos espectros. A analise espectroscopica foi realizada
utilizando o espectrofotometro Nicolet i510 FTIR (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA),
operado no modo ATR (Smart iTR diamond ATR). Os espectros foram adquiridos em 120 scans

com uma largura espectral entre os 4000 e os 525 cm™' e uma resolucao espectral de 32 cm™.

3.2.6. Taxas de encapsulacao

As eficiéncias de encapsulacao do pDNA e da droga MTX foram calculadas para os diversos
sistemas formulados. Para tal, foi realizada a medicao da quantidade de pDNA e de MTX que
estavam no sobrenadante obtido apos centrifugacdao dos sistemas formados com o PEl e
comparada com a quantidade inicial usada para formular os sistemas. Esta quantificacdo foi
realizada através do Ultrospec 3000 UV-Visible Spectrophotometer (Pharmacia Biotech,
Cambridge, England) a 260 nm para o pDNA e a 303 nm para o MTX. As medicdes foram
realizadas em triplicados. As taxas de encapsulacao foram determinadas utilizando as

seguintes formulas:

%TE(bDNA) = Total de pDNA adicionado — pDNA livre no sobrenadante <100 (1)
OTE(p ) = Total de pDNA adicionado

O TE(MTX) = Total de MTX adicionado — MTX livre no sobrenadante % 100 2)
6TE( )= Total de MTX adicionado

27



Terapia do cancro do colo do Utero: Avaliacdo do efeito terapéutico da acdo combinada de uma droga e
do DNA plasmidico

3.2.7. Morfologia das nanoparticulas

A morfologia dos sistemas formulados foi avaliada depois da sua preparacao seguido da sua
precipitacdo por centrifugacdo e remocao do sobrenadante. As nanoparticulas foram depois
lavadas com 500 pL de agua Milli Q e centrifugadas a 13000 rpm, durante 12 minutos. Este
processo foi repetido 8 vezes. Posteriormente, o pellet de nanoparticulas foi ressuspendido
em 40 pL de tungsténio 2% e foi realizada uma diluicdo da amostra de 1:20 em agua Milli Q.
Desta solucao diluida, foram retirados 10 pL e colocados numa lamela redonda e deixou-se
secar “overnight” a temperatura ambiente. Quando a amostra ficou seca, esta foi revestida
com ouro usando o aparelho Emitech K550 sputter coater (London, England) e a morfologia
das nanoparticulas foi analisada por microscopia eletrdonica de varrimento (SEM) (Hitachi S-
2700, Tokyo, Japan).

3.2.8. Tamanho e potencial zeta ({) das nanoparticulas

Os tamanhos e potenciais zeta das nanoparticulas foram adquiridos utilizando o aparelho
Zetasizer Nano Zs, a 25°C. Para tal, os sistemas formulados foram centrifugados e o
sobrenadante resultante descartado. As nanoparticulas foram depois ressuspendidas em 600
pL de agua Milli Q. Para a determinacdo do tamanho dos complexos foi realizada a técnica de
Espalhamento Dinamico de Luz (Dynamic Light Scattering, DLS) com o laser He-Ne a 633nm
com non-invasive backscatter optics (NIBS). Para avaliarmos a carga superficial das
nanoparticulas ({) foi usado o modo de espalhamento eletroforético de luz utilizando um laser
denominado de M3-PALS (Phase analysis Light Scattering). O software Malvern Zetasizer foi
utilizado para obtencao e tratamento dos dados. Os valores médios dos tamanhos e potenciais

a superficie foram obtidos através de 3 medicdes e os desvios padrao apresentados como +DP

3.2.9. Cultura celular

As células utilizadas neste trabalho foram as células Hela, células cancerigenas
provenientes do colo do Gtero e os fibroblastos. As células foram cultivadas em meio
Dulbecco s Modified Eagle Medium, high glucose (DMEM-HG) (Sigma) e suplementado com
10% de soro fetal bovino inativado pelo calor, 0,5 g/L de bicarbonato de sédio, 1,10 g/L
HEPES, 100 pg/mL de estreptomicina e 100 unidades/mL de penicilina (Sigma). As células
foram mantidas numa incubadora que mimetiza as condicoes do corpo humano, temperatura

a 37°C e uma atmosfera humidificada com 5% de CO,.
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3.2.10. Citotoxicidade dos sistemas

A citotoxicidade dos sistemas PEI/pDNA e PEI/pDNA/MTX foi avaliada através do ensaio
com a resazurina, um corante azul que é redutivel a resorufina, indicando a ocorréncia de
uma oxirreducdo. Foram plaqueadas 1 x 104 células por poco em placas de 96 pocos. Foram
realizados quintuplicados para cada sistema. No dia seguinte mudou-se o meio para meio
simples para facilitar a transfecao, pelo menos 12h antes de transfetar. As células foram
transfetadas adicionando 0,14 pg de pDNA, encapsulado nos varios sistemas testados, a cada
poco. A transfecao foi terminada apds 6 horas trocando o meio simples em que ocorreu a
transfecao para meio completo. Ao fim de 48 horas de incubacao, retirou-se o meio e
adicionaram-se 120 pL de resazurina 0,1% a cada poco. Ao fim de 4 horas de incubacao com a
resazurina, 40 pL de cada poco foram adicionados numa placa de leitura. A absorvancia de
cada poco foi lida a 530 e 590 nm, utilizando o espetrofotometro XMark microplate. A

viabilidade celular de cada poco foi calculada utilizando a seguinte formula:

Viabilidade celular (%) Absorvancia 530nm — Abs. 590nm <100 ()
iabili r =
a ade celwar (70 Abs. do controlo 530nm — Abs. do controlo 590nm

3.2.11. Capacidade de transfecao dos sistemas

A avaliacao da capacidade de transfecao dos diversos complexos em estudo foi realizada
por técnicas de microscopia de fluorescéncia confocal por meio de imunocitoquimica e live

cell imaging. Para tal, efetuaram-se os seguintes procedimentos:

3.2.11.1. Marcacao do plasmideo com FITC

A marcacao do plasmideo com FITC ocorreu por adicao de 8 pL de pDNA, 75 L de labeling
buffer e 2 yL de FITC (Vf = 85 pL). As amostras foram colocadas em constante agitacao
durante 4 horas a temperatura ambiente e protegidas da luz. Adicionou-se 1 volume de 3 M
NaCl (85 pL) e 2,5 volumes de etanol 100% (212,5 pL). As amostras com o pDNA marcado
foram incubadas a -20°C overnight. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 4°C,
durante 30 minutos a 12 000 G, descartou-se o sobrenadante e o pellet foi lavado com etanol

75 %. Este procedimento foi repetido varias vezes até o pellet perder a coloracao laranja.
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3.2.11.2. Transfecao/aquisicao de imagem

3.2.11.2.1. Preparacao das laminas e marcacao dos nucleos
(Imunocitoquimica)

A preparacdao das laminas para observacdo no microscopio confocal comecou com a
lavagem dos pocos, 3 vezes, com PBS até cobrir as lamelas. De seguida, adicionou-se 1 mL de
paraformaldeido (PFA) e deixou-se atuar durante 10 minutos (com o objetivo de fixar/manter
a estrutura celular). O PFA foi lavado 3 vezes com PBS e para corar os nlcleos adicionou-se 60
ML de DAPI (diluicao de 1:1000) em cima da lamela e deixou-se atuar durante 10 minutos. De
seguida, retirou-se o DAPI e lavou-se 3 vezes com PBS. As lamelas foram fixadas nas laminas

utilizando Entellan e posteriormente seladas com verniz.

3.2.11.2.2. Imunocitoquimica

Foram plaqueadas 1 x 10° células por poco em placas de 12 pocos, contendo lamelas que
foram revestidas com poli-L lisina. No dia seguinte, mudou-se o meio para meio simples para
facilitar a transfecao, pelo menos 12 h antes deste processo. As células foram transfetadas
adicionando 8 pg de pDNA, encapsulado nos sistemas testados, a cada poco. A transfecao foi
terminada com diferentes end points (2, 4 e 6 horas). Através do microscopio confocal de
varredura a laser LSM710 (Carl Zeiss, Alemanha) e do programa ZEN 2010 foi possivel analisar
as diferencas de transfecao dos varios racios testados para os tempos em analise. Os nlcleos
das células foram marcados com DAPI e o pDNA com FITC. Todas as imagens foram obtidas

utilizando ao mesmo tempo os lasers correspondentes ao DAPI e ao FITC.

3.2.11.2.3. Live Cell Imaging

Inicialmente, foram plaqueadas pequenas quantidades (1 pL, 2 pL ou 3 pL) de células em

ressuspensao com uma concentracao de 3x10° células/mL de meio por poco em placas “p-
Slide 8 Well”. No dia seguinte mudou-se o meio para meio simples pelo menos 12 h antes da
transfecao. As células foram transfetadas adicionando 2,2 ug de pDNA, encapsulado nos
sistemas testados, a cada poco depois de adquiridas as imagens s6 com a marcacao do nucleo

corado com DAPI (controlo). A internalizacao celular foi acompanhada ao longo de duas horas.
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Através do microscépio confocal de varredura a laser LSM710 (Carl Zeiss, Alemanha), sob
uma ampliacao de 63x e do programa ZEN 2010, foi possivel acompanhar a entrada do pDNA
no nucleo utilizando a opcao Z-Stacks. Esta opcdo permitiu visualizar por camadas as células e
o respetivo nicleo. Para cada sistema avaliado foi inicialmente adquirida uma imagem das
células antes de serem transfetadas, estando apenas marcado o nicleo com o marcador DAPI.
Apods a transfecao foram adquiridas imagens para os diferentes racios N/P até duas horas
depois de adicionar as nanoparticulas as células. O laser LSM 710 da Zeiss (Carl Zeiss SMT,
Inc., Oberkochen, Alemanha) permitiu analisar a transfecao. Todas as imagens foram obtidas
utilizando ao mesmo tempo os lasers correspondentes ao DAPI e ao FITC e as células mantidas
a 37°C com 5% de CO2.

3.2.11.3. Quantificacao da fluorescéncia

As imagens obtidas através da microscopia de confocal foram tratadas de igual forma
utilizando o programa Fiji em que foi realizado um procedimento de selecao de canais e
regides de interesse de modo a analisar e quantificar apenas a fluorescéncia presente nos
nucleos das células. Neste sentido, e de acordo com as opcdes disponiveis no programa
mencionado, varias funcdes foram selecionadas (duplicate; rename; select channel and
change LUT; make a MIP; make a composite; split channels; gaussian blur clean noise;
threshold; convert to mask; watershed; filter for size and roundness; analyse particles to
detect nuclei). As células em divisdo e as que de alguma forma ficaram cortadas nas imagens
nao foram contabilizadas. A percentagem da intensidade de fluorescéncia relativa foi

calculada em relacao ao controlo dos respetivos sistemas utilizando a seguinte equacao:

Intensidade final — Intensidade do controlo (t0)

100
Intensidade do controlo (t0) X @

3.2.12. Transcricao do gene codificado no plasmideo

Apds verificacao da chegada dos sistemas de PEI contendo o pDNA aos nlcleos das células
Hela, foi avaliada a transcricdo do gene da p53 codificado no plasmideo através da técnica de
reacao da transcriptase reversa, seguida de reacao em cadeia da polimerase (RT-PCR). Para
tal, foram plaqueadas 2.4 x 10° células por poco em placas de 12 pocos. No dia seguinte
mudou-se o meio para meio simples para facilitar a transfecao, pelo menos 12h antes de
transfetar. As células foram transfetadas adicionando 8 pg de pDNA, encapsulado nos sistemas

testados, a cada poco. A avaliacdo dos transcritos foi realizada apos 12 e 24 horas.
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3.2.12.1. Extracao de RNA

Para realizar a extracao de RNA lavaram-se os pocos 3 vezes com PBS, adicionaram-se 250
pL de trisol para lisar as células e colocou-se a amostra num eppendorf. Apds 5 minutos a
temperatura ambiente, adicionaram-se 50 pL de cloroférmio, agitando-se vigorosamente.
Depois de incubar 10 minutos a temperatura ambiente, centrifugou-se a 4°C durante 15
minutos a 12000 RCF. Retirou-se a fase aquosa, adicionou-se 125 pL de isopropanol gelado
para precipitar o RNA e colocou-se no gelo durante 10 minutos. Centrifugou-se a 4°C durante
15 minutos a 12000 RCF. Descartou-se o sobrenadante e adicionaram-se 125 pL de etanol 75 %
em agua DEPC para retirar os compostos organicos. Centrifugou-se a 4°C durante 5 minutos a
12000 RCF, o sobrenadante foi rejeitado e deixou-se secar. Reidratou-se com 20 pL de agua
DEPC e as amostras foram quantificadas no nanodrop. As amostras foram corridas num gel de

eletroforese (1%) para despistar possiveis contaminacoes.

3.2.12.2. Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi efetuada utilizando o “Xpert cDNA Synthesis Kit” da grisp. Num tubo
RNase-free adicionou-se 1 pL de dNTP’s, 1 pL de Random primer, 1 pg de Template RNA e
RNase free water até perfazer o volume total de 14,5 pL. Incubou-se a 65°C durante 5
minutos e posteriormente amostra foi colocada no gelo durante 2 minutos. Depois adicionou-
se a mistura 4 pL de buffer, 0,5 pL de RNase inhibitor e 1 pL de Xpert RTase. Homogeneizou-
se suavemente e no fim realizou-se um mini-spin. Utilizando o termociclador, incubou-se a
amostra a 25°C durante 10 minutos, depois durante 50 minutos a 50°C e no fim para inativar
a enzima, 85°C durante 5 minutos. As amostras foram usadas como template para o PCR ou

armazenadas a -20°C.

3.2.12.3. RT-PCR

A cada reacao de PCR adicionou-se 3,95 pL de RNase free water, 0,40 pL de primer
reverse (5- CCT CAT TCA GCT CTC GGA AC -3) e primer forward (5- CCT CAC CAT CAT CAC
ACT GG -3) para detetar o transcrito da p53, 0,5 pL de MgCl,, 6,25 pL de Taq DNA polimerase
e 1 pL de cDNA. As amostras foram homogeneizadas e de seguida realizou-se um mini-spin. As
amostras foram colocadas no termociclador que é programado da seguinte forma: 95°C
durante 5 minutos, ciclos de 25 ou 30 vezes (95°C durante 40 segundos, 60°C durante 30
segundos e 72°C durante 1 minuto), no final do Ultimo ciclo 72°C durante 5 minutos e por
Ultimo deixou-se arrefecer até chegar aos 12°C. Os produtos de PCR foram depois injetados

num gel de agarose de 1% e analisados por eletroforese.
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3.2.13. Proliferacao celular

0 efeito terapéutico dos diversos sistemas foi avaliado indiretamente através da analise da
proliferacao celular. As células HeLa foram semeadas em placas de 24 pocos a uma densidade
de 3 x 10* células por poco. No dia seguinte, mudou-se o meio para meio simples para
facilitar a transfecao, pelo menos 12h antes de transfetar. As células foram transfetadas
adicionando 0,84 pg de pDNA, encapsulado nos varios sistemas testados, a cada poco. A
contagem das células aderentes e viaveis foi realizada utilizando o ensaio de exclusdao por
azul de tripano. Este ensaio baseia-se no facto das células mortas absorverem o azul de
tripano, corando o citoplasma por perda de seletividade da membrana, enquanto que as
células vivas permanecem intactas, ou seja, o nimero relativo de células mortas e vivas &
feito através da contagem das células coradas (mortas) e as incolores (vivas) com uma camara
de Neubauer (Strober, 2015). As células nao transfetadas foram usadas como controlo e
avaliou-se ainda o efeito da droga anticancerigena MTX diluida no meio, sem ser encapsulada.
Os ensaios foram realizados durante 5 dias, em triplicados e as células de cada poco foram
contadas duas vezes. A analise estatistica dos resultados obtidos foi feita através do calculo
da média do numero de células viaveis em cada dia para os diferentes ensaios e os dados

apresentados num grafico de linhas.
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4. Resultados/Discussao

4.1. Formulacao e caracterizacao dos sistemas

A primeira fase deste trabalho consistiu na formulacao de dois grandes grupos de sistemas
de entrega, os sistemas PEI/pDNA e PEI/pDNA/MTX. Os sistemas PEI/pDNA foram formulados
por adicao direta do polimero, gota a gota, a solucao de pDNA de concentracao e volume fixo
(de acordo com as condigcoes especificadas na secao experimental). A forte interacao
electroestatica entre os dois compostos induz a compactacao do pDNA em agregados, a escala
nanométrica, de elevada estabilidade (Costa et al., 2015). Estes poliplexos foram prepardos
tendo em conta os racios N/P de 1; 1,5; 2; 5 e 10. No caso dos sistemas PEI/pDNA/MTX, as
nanoparticulas foram produzidas considerando os racios N/P = 1; 1,5; 2; e 5, devido aos
resultados obtidos nos sistemas anteriores. O farmaco MTX neste ultimo sistema foi usado
com concentracoes de 2, 4 e 6 pg/mL. As nanoparticulas desenvolvidas foram caracterizadas
em termos da taxa de encapsulacao do pDNA, presenca do MTX, morfologia, tamanho e carga
de superficie. Para complementar esta informacado, a citotoxicidade dos complexos foi

também avaliada.

4.1.1. Encapsulacao dos agentes terapéuticos

4.1.1.1. Eficiéncia de encapsulacdao do pDNA

A encapsulacao do pDNA foi avaliada tendo em conta a equacao 1, apresentada na seccao
experimental. A medicao do pDNA nao incorporado, presente nos sobrenadantes resultantes
da centrifugacdo dos sistemas, foi feita através da leitura das absorvancias a 260 nm
recorrendo ao espectrofotometro UV. Os resultados podem ser consultados nas tabelas 3 e 4,
para os varios sistemas PEI/pDNA e PEI/pDNA/MTX, respetivamente. Os resultados da
eficiéncia de encapsulacao foram complementados através de eletroforese em gel de agarose

(Figura 8).
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Tabela 3 - Percentagens de encapsulacao do pDNA para os racios N/P= 1; 1,5; 2; 5 e 10 dos sistemas
PEI/pDNA.

Racio N/P % Eficiéncia de encapsulacao do pDNA
1 16,72 + 0,51
1,5 95,87 £ 0,58
2 94,45 + 0,23
5 87,94 + 0,61
10 86,84 + 2,63

Tabela 4 - Percentagens de encapsulacdo do pDNA para os racios N/P= 1; 1,5; 2 e 5 dos sistemas
PEI/pDNA/MTX utilizando trés concentracoes de farmaco (2, 4 e 6 pg/mL).

Racio N/P | [MTX] % Eficiéncia de encapsulacdo do pDNA
112 9,05+ 1,55
114 8,78 +1,23
116 8,13+ 0,81

1,5]2 87,61 + 1,05
1,514 84,07 + 0,43
1,516 80,09 + 0,31
212 83,04 + 0,84
214 78,60 + 0,49
216 71,60 + 0,72
512 79,65 + 0,55
514 77,43 + 0,74
5|6 71,24 + 0,68

A Rl Rl Rl R15 RL5RL5 R2 R2

Figura 8 - Eletroforese em gel de agarose da amostra de pDNA inicial (A) e do sobrenadante dos
sistemas formulados a varios racios. (R1 - Racio N/P = 1; R1.5 - Racio N/P = 1,5; R2 - Racio N/P = 2; R5 -
Racio N/P = 5; R10 - Racio N/P =10) para os sistemas sem (1) e com (2) MTX.
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Os resultados apresentados na tabela 3 revelam que o polimero de PEI a partir do racio 1,5
€ capaz de encapsular eficazmente o pDNA. Poliplexos preparados a racio N/P de 1 nao sao
eficientes na encapsulacdo do pDNA, mostrando taxas de eficiéncia de encapsulacao
inferiores a 20%. O aumento do racio na formulacdo dos sistemas PEI/pDNA aumenta a
compactacao do pDNA e conduz a valores superiores de taxa de encapsulacdo. Para racios
superiores, observa-se uma ligeira diminuicdo da encapsulacdao do plasmideo por parte do
polimero. No entanto podemos afirmar que a encapsulacao do pDNA neste sistema é quase
total, atingindo taxas de encapsulacdo na ordem dos 94 e 96 %, para os racios 2 e 1,5
respetivamente. Estes resultados sdao corroborados pelas imagens de eletroforese
apresentadas na figura 8, e que mostram a existéncia de pDNA livre apenas nos sistemas
PEI/pDNA a racio 1. A nao existéncia de bandas correspondentes ao pDNA para os vetores
formulados nos restantes racios considerados, revela a incorporacao deste biofarmaco nos
complexos poliméricos. A capacidade de compactar o pDNA por parte do polimero PEl de
25kDa evidenciada nas percentagens de encapsulacao alcancadas, esta de acordo com o que
se encontra descrito na literatura para sistemas semelhantes. Em estudos anteriores,
encontra-se descrito que o uso de PEl de maiores pesos moleculares leva a uma maior
condensacao de pDNA em comparacdo com polimeros de menor peso molecular (2 e 5 kDa)
(Mady et al., 2011). O facto do polimero usado apresentar estrutura ramificada em vez de
linear contribuiu igualmente para obter taxas de encapsulacao do plasmideo perto dos 90%.
Outros estudos demonstraram ainda que o uso de PEl ramificado permite uma maior
compactacao em comparacao com PEIl linear de pesos moleculares semelhantes (Costa et al.,
2018).

No caso dos sistemas PEI/pDNA/MTX (tabela 4), verifica-se a mesma tendéncia que nos
sistemas PEI/pDNA: o aumento do racio leva a uma ligeira diminuicdo da percentagem de
encapsulacao do pDNA. Em comparacado, os sistemas PEI/pDNA/MTX apresentam taxas de
encapsulacdo do pDNA mais baixas do que os sistemas PEI/pDNA para os mesmos racios N/P. A
diminuicdo da encapsulacdo do pDNA nos sistemas em que é encapsulado juntamente com
outro agente é um resultado ja verificado noutros estudos, podendo ser consequéncia da

competitividade entre o pDNA e o farmaco pelos locais de ligacdo (Mahor et al., 2011).

4.1.1.2. Eficiéncia de encapsulacao da droga MTX

A eficiéncia de encapsulacdo do farmaco anticancerigeno MTX foi calculada tendo em
conta a equacao 2, apresentada na seccao experimental. A medicao do MTX ndo encapsulado
nas nanoparticulas foi realizada através da leitura das absorvancias a 303 nm (Jingou et al.,
2011) dos sobrenadantes, recorrendo uma vez mais ao espetrofotometro UV, tendo sido

posteriormente calculadas as respetivas taxas de encapsulacao (tabela 5).
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Tabela 5 - Percentagens da eficiéncia de encapsulacdo do MTX para os racios N/P= 1,5; 2 e 5 dos
sistemas PEI/pDNA/MTX utilizando trés concentracdes de farmaco (2, 4 e 6 pg/mL).

Racio N/P | [MTX] % Eficiéncia de encapsulacao do MTX
1,512 23,00 + 0,11
1,514 27,70 + 0,52
1,516 31,00 + 0,33
2|2 41,64 + 0,27
214 42,30 + 0,84
216 44,60 + 0,93
5|2 40,90 + 0,31
514 45,46 + 1,19
5|6 53,33 +1,93

Os sistemas PEI/pDNA/MTX apresentam taxas de encapsulacao de MTX que variam entre os
23 e os 53%, existindo um aumento da eficiéncia de encapsulacdo com o aumento do racio
N/P e da concentracdo de MTX que é utilizada. Este resultado pode ser explicado devido ao
aumento da quantidade de aminas que estdo disponiveis para estabelecerem interacoes
quando adicionamos uma maior quantidade de PEl. A adicao de concentracdes mais elevadas
de MTX neste tipo de sistemas leva a que a diferenca entre a quantidade do pDNA e do MTX
seja menor, havendo uma maior ligacdo do MTX ao polimero. Curiosamente, esse aumento de
encapsulacdo do MTX para o racio N/P | [MTX] (53%) observado na tabela 5 é compensado
pela diminuicao da encapsulacao do pDNA para o mesmo sistema (71%) observado na tabela 4.
Este aumento das taxas de encapsulacdo do MTX é suportado por estudos anteriores em
sistemas semelhantes que envolvem igualmente grupos amina presentes em determinados

polimeros para formar ligagdes com os dois grupos carboxilo do MTX (Choi et al., 2013).

37



Terapia do cancro do colo do Utero: Avaliacdo do efeito terapéutico da acdo combinada de uma droga e
do DNA plasmidico

4.1.2. Detecao do farmaco MTX nos sistemas

A presenca da droga anticancerigena metotrexato foi avaliada através de espectroscopia
de infravermelhos com transformadas de Fourier (FTIR). Para confirmar a presenca/
incorporacao do farmaco foram adquiridos os espetros dos compostos isolados que compdem a
formulacao dos sistemas estudados e procedeu-se a comparacao dos picos caracteristicos com

os picos evidenciados no espetro das nanoparticulas formuladas (Figura 9).

A
B 2812
926
1024
1399

1566
C

1609

2351
3252

D

1566

3950 3450 2950 2450 1950 1450 950 450
Wavenumber (cm™)

Figura 9 - Espectro de FTIR (Transmittance (%) vs Wavenumber (cm™)) da polietilenimina (A), pDNA (B),
metotrexato (C) e do sistema PEI/pDNA/MTX de racio N/P=5 e concentracao de MTX de 6 pg/mL (D).
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0 espetro A da figura 9, correspondente ao polimero PEl, mostra bandas a 3274 e 1576 cm’
', que sao caracteristicas de movimentos de “stretching” e vibracdes dos grupos N-H e -NH,,
respetivamente. As bandas que se visualizam a 2812 cm™” e 1456 cm™ sdo devidas a
“stretching” do grupo C-H e vibracbes, respetivamente. A zona da banda a 2927 cm™ é
caracteristica da polietilenimina, tendo sido ja indicada na literatura (Bayramoglu et al.,
2008).

A regido de 2000 a 450 cm™, do espetro de pDNA (espetro B da figura 9), contem
informacao relevante acerca do arranjo conformacional desta molécula. Este espetro mostra
picos na regidao 1700-1500 cm™ que correspondem as bases nitrogenadas do plasmideo. A
banda visualizada a 1024 cm™ ¢ tipicamente atribuida a vibracdo de ribose (acucar C-C) e a

absorcao a 926 cm™ indica a presenca do pDNA (Mady et al., 2011).

O espectro C da figura 9 apresenta os picos caracteristicos da droga MTX neste tipo de
analise. As bandas a 3252 cm™ e 1609 cm™' correspondem a picos de absorcdo correspondente
ao MTX muito semelhantes a valores ja identificados em outros estudos (Kohler et al., 2006;
Rasouli et al., 2013)

O espetro D da figura 9, que corresponde ao espetro das nanoparticulas liofilizadas,
permite detetar que os sistemas PEI/pDNA/MTX nao s6 possuem na sua constituicdo a droga
MTX como também a presenca do pDNA. A presenca do MTX comprova-se pela observacao do
pico caracteristico deste farmaco de absorcdo a 3250 cm™ e 1403 cm™ no espetro das
nanoparticulas formuladas (Kohler et al., 2006; Rasouli et al., 2013). No caso do pDNA, a sua
presenca é comprovada pelos picos de absorcdo a aproximadamente 1018 cm™ que é
tipicamente atribuida a vibracao de ribose (actcar C-C) e a absorcdo a 921 cm™' que indica a
existéncia de DNA integro nos poliplexos formados (Mady et al., 2011). O polimero de PEI
também apresenta no espetro do sistema PEI/pDNA/MTX o seu pico de absorcao mais
importante a, aproximadamente, 1566 cm™, representando as ligagdes N-H que ocorrem da
encapsulacdo com os dois agentes terapéuticos. O pico que se observa a aproximadamente
2935 cm™ ja foi identificado noutros estudos como sendo um pico correspondente a este

polimero (Bayramoglu et al., 2008).
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4.1.3. Morfologia das nanoparticulas

A morfologia dos diversos sistemas foi analisada através da microscopia eletronica de
varrimento (SEM). As imagens representadas na figura 3 foram selecionadas a partir das
formulacoes preparadas a varios racios N/P = 1,5; 2 e 5, na auséncia e presenca de MTX com

concentracao de 6 pg/mL.

LME/CO-UBI 20.0kV 8.1mm x9.00k SE 11/

Figura 10 - Imagens SEM das nanoparticulas formuladas. A - PEl racio N/P =1,5; B - PEl racio N/P=1,5¢
MTX 6 pg/mL; C - PEI racio N/P = 2; D - PEl racio N/P = 2 e MTX 6 pg/mL; E - PEIl racio N/P = 5; F - PEI
racio N/P =5 e MTX 6 pg/mL.

Ao analisar a figura 10, podemos constatar que a interacdo de PEI com pDNA resulta na
formacao de poliplexos a escala nanométrica com morfologia definida. As nanoparticulas
formadas apresentam uma forma aproximadamente esférica ou oval com tamanhos, de forma
geral, inferiores a 400 nm. A presenca da droga nos sistemas formados parece nao influenciar
a sua morfologia. A morfologia/forma exibida pelas nanoparticulas indica que podem ser
consideradas viaveis para uso num processo de internalizacdo celular. Estudos anteriores
revelaram que a forma esférica de nano-transportadores de bioativos favorece a sua captacao
celular e internalizacao (Arnida et al., 2009). No entanto, ndo sé a morfologia dos sistemas de
entrega pode influenciar a eficiéncia destes processos celulares, mas também as suas

propriedades fisico-quimicas (Chen et al., 2018).
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4.1.4. Tamanho dos complexos

Os tamanhos dos poliplexos em estudo foram avaliados através do Zetasizer Nano Zs,
depois de confirmada a sua formulacdo por microscopia eletrénica de varrimento. Os
resultados correspondentes aos tamanhos dos sistemas foram apresentados nas tabelas 6, 7 e
8.

Tabela 6 - Tamanho das nanoparticulas de PEI/pDNA e PEI/pDNA/MTX (2, 4 e 6 pg/ml) formuladas a
racio N/P = 1,5.

Racio N/P | [MTX] 1,5 1,512 1,514 1,516

Tamanho (nm) 374+9,3 372+0,9 369 + 11,3 366 + 6,1

Tabela 7 - Tamanho das nanoparticulas de PEI/pDNA e PEI/pDNA/MTX (2, 4 e 6 pg/ml) formuladas a
racio N/P = 2.

Racio N/P | [MTX] 2 212 214 216

Tamanho (nm) 267 +7,2 263 + 10,3 262 + 8,5 258 + 12,3

Tabela 8 - Tamanho das nanoparticulas de PEI/pDNA e PEI/pDNA/MTX (2, 4 e 6 pg/ml) formuladas a
racio N/P = 5.

Racio N/P | [MTX] 5 52 514 516

Tamanho (nm) 158 + 10,6 156 + 8,4 153+ 3,9 151+ 7,1

A analise dos resultados evidenciados nas tabelas 6, 7 e 8 revela que o tamanho das
nanoparticulas para os sistemas PEI/pDNA diminui a medida que aumenta o racio N/P. Isto &,
as dimensoes destes sistemas passam de 374 nm para 158 nm quando se aumenta o racio N/P
de 1,5 para 5. A mesma tendéncia mantém-se quando dentro do mesmo racio N/P se
incrementa a quantidade do farmaco MTX usada para formular os sistemas PEI/pDNA/MTX.
Exemplificando com o racio N/P = 5, a medida que se utiliza MTX na formulacdao dos
poliplexos, ocorre uma ligeira diminuicao dos tamanhos, passando de 158 nm sem adicao de

MTX para 151 nm com adicao de 6 pg/mL da droga a formulacao dos sistemas.
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A reducédo das dimensdes dos complexos a medida que os sistemas sao formulados com
maiores racios N/P é um resultado que vai de encontro ao que ja foi descrito na literatura,
uma vez que isso leva a que haja uma maior quantidade de aminas primarias disponiveis para
condensar o pDNA e o MTX, resultando numa maior densidade de cargas e consequente

formulacao de complexos mais pequenos (Costa et al., 2018).

A avaliacdo dos tamanhos dos sistemas de entrega utilizados na terapia génica foi sempre
muito importante, uma vez que particulas mais pequenas podem favorecer e melhorar a
eficiéncia da transfecao e internalizacao celular, particularmente in vivo (Mady et al., 2011).
Polimeros cationicos como PElI podem ser combinados com o pDNA para formar complexos
adequados a este tipo de terapias em termos de dimensdes. A utilizacao do polimero PEIl de
25 kDa, escolhido para este trabalho, tinha ja demonstrado em testes anteriores, ser melhor
opcao na formulacao de complexos mais pequenos do que PEI de menor peso molecular (Mady
et al., 2011; Costa et al., 2018).

4.1.5. Potenciais de superficie

No desenvolvimento de um sistema de entrega adequado para terapia génica, a
informacao da carga superficial é relevante pois esta pode condicionar a atracdo do sistema
pela membrana da célula e o desempenho intracelular de tal sistema (Wang et al., 2013).
Neste sentido, o potencial zeta dos varios sistemas PEI/pDNA foi determinado e os resultados

estao presentes na tabela 7.

Tabela 9 - Potenciais Zeta dos sistemas PEI/pDNA para os diversos racios.

Racio N/P Potenciais (mV)
1 -9,09 + 1,88
1,5 21,90 + 1,47
2 25,07 + 1,68
5 32,20 + 0,53
10 35,97 + 0,49
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Os potenciais zeta dos complexos PEI/pDNA revelaram uma grande diferenca para os
diversos racios N/P testados. Pela analise dos valores descritos na tabela 9, é possivel
constatar que ocorreu um incremento da carga a superficie dos sistemas quando se aumentou
o racio N/P utilizado na formulacdo das nanoparticulas. O racio N/P = 1 apresenta valores
negativos (-9,09 mV) enquanto que os vetores de maior racio testado (racio N/P = 10)

possuem valores de potencial zeta positivos, aproximadamente +36 mV.

Este aumento dos potenciais de superficie resulta do incremento da densidade de cargas
positivas proveniente do polimero de PEI utilizado. Quanto maior a diferenca da quantidade
de aminas primarias provenientes do polimero em relacdo a quantidade de grupos fosfato
provenientes do plasmideo, maior sera a carga positiva a superficie dos sistemas. Resultados
semelhantes foram descritos na literatura, onde se verifica que os pesos moleculares e a
estrutura do polimero tém influéncia no potencial zeta das nanoparticulas (Mady et al., 2011;
Costa et al., 2018). Analisando resultados de estudos anteriores, os complexos formulados
usando PEl de 2, 5 e 25 kDa revelaram cargas médias a superficie de 12.4 + 1.4 mV, 17.6 + 3.1
mV e 27.9 + 0.6 mV, respetivamente (Mady et al., 2011). Os resultados demonstrados no
estudo de Mady e co-autores para PEIl de 25kDa sao muito idénticos aos resultados alcancados

neste trabalho e apresentados na tabela 9.

De maneira a avaliar a carga a superficie dos sistemas PEI/pDNA/MTX e verificar a
influéncia do farmaco nesta propriedade, foram medidos os potenciais zeta das
nanoparticulas preparadas com os diversos racios N/P em estudo e com diferentes

concentracoes de MTX. Os resultados estao sumariados na tabela 10.

Tabela 10 - Potenciais Zeta dos sistemas PElI/pDNA/MTX para os diversos racios.

Racio N/P | [MTX] Potenciais (mV)
1,512 25,60 + 0,73
1,514 26,33 + 2,09
1,516 27,83+ 2,49
2|2 30,47 + 1,18
214 31,77 £ 2,29
216 32,20 + 1,80
5|2 35,30 + 1,00
5|4 35,90 + 0,40
516 39,80 + 0,53
1012 39,93 + 0,49
10|14 41,60 + 0,67
1016 42,03 + 0,49
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A presenca da droga anticancerigena MTX na encapsulacdo dos sistemas induziu um
aumento do potencial zeta em relacao aos sistemas PEI/pDNA. Verifica-se que a presenca e o
aumento da concentracao da solucao de MTX levou a um incremento da carga superficial
positiva dos complexos. Por exemplo, a utilizacao do MTX na formulacao dos sistemas faz com
que a carga positiva a superficie de vetores de racio N/P = 2 e MTX com concentracao 6
pg/mL seja muito semelhante a carga dos vetores de racio N/P = 5 sem MTX. O incremento do
potencial zeta em sistemas de entrega devido a utilizacdo do MTX foi ja referenciado em
publicacoes anteriores. Este aumento do potencial zeta nos sistemas formulados com MTX
pode explicar-se com o facto de a pH baixo o MTX apresentar uma carga ligeiramente positiva
(Rasouli et al., 2013) e também pela capacidade do MTX receber/aceitar ligacdoes de
hidrogénio (Zhang et al., 2017).

De forma a visualizar melhor as diferencas de potencial a superficie dos sistemas PEI/pDNA
e PEI/pDNA/MTX e analisar a influéncia da presenca da droga MTX nos vetores, foi feita uma
representacao grafica dos resultados apresentados nas tabelas 9 e 10. O grafico dos potenciais

zeta pode ser analisado na figura 11.
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Figura 11 - Potencial zeta vs. racio N/P dos sistemas formulados. Os sistemas PEI/pDNA/MTX foram
formulados utilizando uma concentracdo de MTX de 6 ug/mL. A analise estatistica foi elaborada
recorrendo ao teste de “two-way ANOVA” de dados com n = 3.
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A analise grafica representada na figura 11 sobre os dados das tabelas 9 e 10 permite
afirmar que ocorre a encapsulacdo do pDNA por parte do polimero cationico em todos os
sistemas formulados uma vez que a carga final a superficie dos diversos sistemas € positiva
em contraste com a carga negativa correspondente a amostra de pDNA. A representacao
grafica da figura 11 permite ter uma melhor percecao da influéncia do aumento do racio N/P

assim como da concentracao de MTX no incremento dos potenciais zeta dos sistemas.

A entrada de vetores nao virais no interior das células é dificultada, entre outros aspetos,
pela barreira oferecida pela membrana celular. Para ultrapassar este obstaculo, diversas
estratégias podem ser consideradas de modo a promover a internalizacdo deste tipo de
vetores. Devido a sua bicamada lipidica, a membrana celular apresenta carga negativa, sendo
uma estratégia a utilizacdo de vetores com carga positiva a superficie para que possa existir
atracao entre cargas opostas e, deste modo, a captacao e internalizacdo nas células ser
facilitada (Wang et al., 2013).

4.1.6. Citotoxicidade

A biocompatibilidade de vetores é um aspeto fundamental no desenvolvimento de novos
sistemas para uso em protocolos de terapia génica. Deste modo, o perfil citotoxico das
nanoparticulas formuladas foi avaliado em células Hela e fibroblastos, através do ensaio da
resazurina. Este ensaio consiste na conversao da resazurina azul nao fluorescente em
resorufina fluorescente rosa que ocorre em células metabolicamente ativas saudaveis (Mallory
et al., 2016). A incubacdo dos varios sistemas formulados nas células HeLa e nos fibroblastos
foi feita durante 48 horas e a percentagem da viabilidade celular de cada sistema foi

calculada através do ensaio da resazurina (figura 12 e 13).
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Figura 12 - Percentagens da viabilidade celular das células HeLa e dos fibroblastos apds 48 h de
transfecao com os sistemas PEI/pDNA de racio N/P = 2 e 5. A analise estatistica foi elaborada
recorrendo ao teste de “two-way ANOVA” de dados com n = 4. A significancia estatistica foi calculada
em relacao ao controlo negativo (k-) e tem um valor p = 0,0223.
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Figura 13 - Percentagens da viabilidade celular das células HelLa apos 48 h de transfecao com os
sistemas PEI/pDNA/MTX de racio N/P =5 e concentracdes de MTX 2 e 6 pyg/mL. A andlise estatistica foi
elaborada recorrendo ao teste de “one-way ANOVA” de dados com n = 5. A significancia estatistica
representada pelos asteriscos “**” foi calculada em relacdao ao controlo negativo (k-) e tem um valor p =
0,0015 e 0,0011 para os sistemas de MTX 2 e 6 respetivamente.

A representacao grafica das percentagens de viabilidade celular para os racios N/P=2¢e 5
da figura 12 permite constatar que com o aumento do racio N/P existe um ligeiro efeito
citotdxico tanto para as células HeLa como para os fibroblastos. Este efeito citotdxico pode
dever-se nao so a toxicidade do racio N/P = 5 ser maior que a do racio N/P = 2 mas também
devido a maior carga superficial evidenciada pelos sistemas de racio 5, havendo maior

internalizacao das nanoparticulas nas células.

No entanto o efeito citotdxico foi maior nas células HeLa do que nos fibroblastos, efeito
este demonstrado pela significancia estatistica entre os valores da viabilidade celular dos
racios N/P = 2 e 5 e o controlo das células HelLa. A maior incidéncia da toxicidade nas células
tumorais em compara¢ao com os fibroblastos pode indicar que os sistemas PEI/pDNA estao a
internalizar em maior nimero nas células HelLa devido ao seu crescimento descontrolado,
induzindo a expressao do gene de interesse. Contudo, as percentagens da viabilidade celular
demonstram que os sistemas PEI/pDNA de racios N/P = 2 e 5 nao sao citotdxicos para as

células HelLa, uma vez que a viabilidade celular ronda os 91% e 84% respetivamente.

O polumero de PEI de 25 kDa usado neste trabalho nao é apenas mais eficiente em termos
de transfecao, mas também mais citotoxico do que os homologos de menor peso molecular.
Devido ao seu elevado peso molecular, este polimero apresenta uma grande densidade de
aminas primarias protonadas. Isto permite a lise do endossoma e confere uma elevada
capacidade de transfecao ao PEl de 25kDa (Cheraghi et al., 2017; Hall et al., 2015). No

entanto este elevado peso molecular pode apresentar citotoxicidade celular.
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A possivel citotoxicidade deste polimero deve-se ao grau de ramificacdo e peso molecular
que apresenta, contudo, o peso molecular em geral, leva a pequenas variacoes na viabilidade
celular. Esta relatado na literatura que a relacao N/P utilizada na formulacdo dos sistemas é
que tem um grande impacto e pode modificar profundamente o perfil citotdxico dos
complexos (Costa et al., 2018). Estas propriedades evidenciadas vao de encontro aos
resultados obtidos neste trabalho, uma vez que a utilizacdo de racios N/P baixos revelaram
sistemas que ndo apresentam citotoxicidade relevante e que este parametro aumenta quando

existe um incremento da relacao N/P.

Os sistemas PEI/pDNA/MTX representados na figura 13 revelam um maior efeito citotoxico
do que os sistemas PEI/pDNA. Esta diminuicdo da viabilidade celular podera estar relacionada
com a presenca do farmaco MTX. A primeira razdo deve-se ao facto do MTX ser uma droga
anticancerigena ja utilizada para o tratamento de diversos tipos de cancro, pelo que sera de
esperar que quanto maior a concentracao da droga, maior seja o seu efeito terapéutico
(Kohler et al., 2006; Infarmed, 2017). A segunda razao resulta da semelhanca do MTX com o
acido folico e consequentemente este se ligar aos recetores do acido félico, facilitando a
internalizacdo do polimero com os agentes terapéuticos encapsulados (Rubino, 2001). Deste
modo, os sistemas PEI/pDNA/MTX apresentam uma diminuicao da viabilidade celular em
relacao aos sistemas sem MTX e o sistema com 6 pg/mL de MTX apresenta menor viabilidade

celular do que o sistema com 2 pg/mL de MTX.

4.2. Eficiéncia de transfecao

O polimero PEI de 25 kDa foi escolhido para este trabalho devido a sua carga positiva, o
que permite encapsular os agentes terapéuticos como ja foi demonstrado. Para alem disto,
este polimero possui formular sistemas com capacidade de transfecdo elevada, ja identificada

em estudos anteriores (Hall et al., 2015; Mady et al., 2011).

Assim, para avaliar a capacidade de penetracao dos complexos formulados nas células
Hela, foram realizados ensaios de imunocitoquimica e de live cell imaging. Os ensaios de
imunocitoquimica serviram inicialmente para verificar se existia captacdo e internalizacao
celular dos sistemas PEI/pDNA e posteriormente foram realizados ensaios de live cell imaging,
para acompanhar a entrada nas células e no nucleo dos varios sistemas formulados. Ambos os
ensaios foram realizados utilizando a microscopia confocal de fluorescéncia, e os resultados
estao apresentados nas figuras 14, 15, 16 e 17. Como complemento, e para aprofundar o
estudo de transfecdo in vitro, a intensidade de fluorescéncia do pDNA nas imagens da figura

15 foi calculada e a analise grafica encontra-se na figura 18.
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Figura 14 - Imagens relativas a transfecao das células HelLa (6 horas de transfecdo) utilizando o pDNA
livre (A) e os varios sistemas PEI/pDNA de racio N/P = 1,5; 2 e 5, correspondendo as imagens B, C e D
respetivamente. As imagens foram obtidas através da técnica de imunocitoquimica, utilizando a
microscopia de confocal.
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Figura 15 - Imagens relativas a transfecao das células Hela utilizando os varios sistemas em estudo. As
imagens foram obtidas através da técnica de live cell imaging, utilizando a microscopia de confocal.
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Figura 16 - Imagem ortogonal relativa a transfecao das células Hela utilizando o sistema PEI/pDNA/MTX
de racio N/P = 5 e concentragao de MTX 6 pg/mL. A imagem foi obtida utilizando o programa ZEN e
analisada com a opcao “Ortho”.
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Figura 17 - Avaliacdo da diferenca de transfecdo dos vetores formulados a racio N/P = 5 para os
sistemas PEI/pDNA (A) e PEI/pDNA/MTX com concentracao de MTX de 2pg/mL (B) e 6ug/mL (C). As
imagens 1 correspondem apenas a marcacao dos nucleos das células Hela, enquanto que as 2
corresponde a marcacao do plasmideo e as 3 a co-localizacao.
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Figura 18 - Intensidade de fluorescéncia relativa do plasmideo marcado com FITC. A analise estatistica
foi elaborada recorrendo ao teste de “two-way ANOVA” de dados com n = 3. A significancia estatistica
representada pelos asteriscos “**” e “****” tem um valor de p = 0,0082 e p < 0,0001 respetivamente.

Os resultados da captacao e internalizacao nas células Hela dos sistemas PEI/pDNA,
presentes na figura 14, revelam que os vetores formulados a racios N/P = 2 e 5 conseguiram
ultrapassar a membrana celular e entrar no citoplasma das células. No entanto, as imagens
parecem indicar que, apos 6 horas de transfecdo, o pDNA ainda ndo se encontrava no nicleo,
sendo este facto essencial para haver transcricao do gene de interesse. Os complexos de racio
N/P =5 apresentam, ainda assim, uma maior capacidade de transfecao do que os sistemas de
racio N/P = 2, uma vez que as células transfetadas por estes poliplexos evidenciam uma maior
quantidade de vetores no citoplasma. Este resultado pode ser comprovado pela analise das
imagens B e C da figura 14. A entrada destes sistemas nas células pode ser explicada através
dos tamanhos e morfologia adequados para este tipo de vetores, mas essencialmente as
cargas superficiais positivas que possuem. Estas cargas positivas facilitam a captacao dos
sistemas pelas células devido a atracdo de cargas que ocorre com as cargas negativas da
membrana celular (Mady et al., 2011). Isto explica o facto dos poliplexos de racio 5
apresentarem melhores resultados do que os de racio 2, uma vez que ja foi demonstrado que

o seu potencial zeta é superior.
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As imagens da figura 15 demonstram as diferencas entre os sistemas PEI/pDNA e
PEI/pDNA/MTX. Os sistemas sem MTX apresentam uma baixa capacidade de transfecao,
revelando menor capacidade de fazer chegar o pDNA ao nucleo das células alvo. Em
contrapartida, os sistemas com MTX, mesmo os que foram formulados com a menor
concentracao da droga (2 pg/mL), apresentam melhor captacao por parte das células. No
entanto, pode verificar-se que € com a maior concentracao de MTX (6 pg/mL) e o maior racio
N/P testado (N/P = 5) que se observa uma transfecao significativa das células e que sao estes
os complexos que permitem a chegada de grandes quantidades de pDNA ao nlcleo das células
alvo. A analise da capacidade de transfecdo dos sistemas pela técnica de live cell imaging
(figura 15) permitiu concluir que o uso da droga MTX nao so facilita a entrega dos agentes
terapéuticos as células alvo como acelera o processo de transfecdo. A presenca do MTX nos
complexos permitiu diminuir o tempo de entrada nas células de duas horas para cerca de

quinze minutos.

A imagem da figura 16 foi apresentada para comprovar a localizacdo dos sistemas, isto é,
gue a marcacao observada se deve a presenca dos sistemas com pDNA dentro do nlcleo, onde
depois vai ocorrer a transcricao do gene de interesse em RNA mensageiro e traducao deste na

proteina p53.

As imagens da figura 17 permitem compreender melhor as diferencas de transfecao celular
por parte dos trés vetores de racio N/P = 5 analisados. Pode-se observar a influéncia da
presenca do MTX nos sistemas na capacidade de captacao e internalizacao celular destes
vetores. O incremento da concentracao de MTX usada na formulacao dos poliplexos leva a um
aumento do numero de vetores presentes no citoplasma e de pDNA no nlcleo das células
Hela.

Para compreender ainda melhor as diferencas de transfecao dos diversos sistemas
estudados, procedeu-se a quantificacdo da fluorescéncia do sinal correspondente ao pDNA nas
imagens da figura 15. A analise estatistica destes dados foi apresentada num grafico de barras
(figura 18). Ao analisarmos a figura 18, podemos verificar que quanto maior o racio N/P
utilizado para formular os sistemas, maior a capacidade de captacao e internalizacao por
parte das células. No entanto é evidente que o uso do farmaco MTX e o aumento da sua
concentracao induzem uma maior capacidade dos sistemas para entrarem e entregarem o
pDNA no nicleo das células cancerigenas. Este resultado vem reforcar a teoria referida
anteriormente, de que o MTX é estruturalmente muito semelhante ao acido folico, o que
permite que as nanoparticulas sejam reconhecidas pelos recetores do acido félico. O facto de
estes recetores estarem abundantemente presentes nas células cancerigenas facilita a
internalizacao dos sistemas PEI/pDNA/MTX (Kohler et al., 2006).
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4.3. Transcricao do gene da p53

Comprovada a internalizacdo dos sistemas nas células HeLa e a presenca do pDNA no
nucleo, pretendeu-se de seguida avaliar a presenca de transcritos do gene da proteina (p53).
Para avaliar a presenca de RNA mensageiro de p53 nas células transfetadas apds 12 e 24h, foi
efetuada a técnica de RT-PCR, comecando por extrair o RNA total, converter em cDNA e por
fim realizar um PCR com primers especificos. Os produtos de PCR obtidos foram visualizados
em gel de agarose. Os resultados, para a transfecdo mediada por nanoparticulas baseadas em
PEI/pDNA e PEI/pDNA/MTX, estdo representados na figura 19. Células Hela nédo tratadas

foram usadas como controlo.

MW (-) Hela PEI MTX
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Figura 19 - Resultados de RT-PCR para células HelLa apos 12 (A) e 24 (B) horas de transfecdao. (MW -
marcador de peso molecular; ( - ) - controlo negativo (todos os reagentes da reacao de PCR exceto a
amostra); Hela - células HelLa nao transfetadas; PEl - células transfetadas com nanoparticulas PEI/pDNA
de ratio N/P = 5; MTX - células transfetadas com nanoparticulas PEI/pDNA/MTX de ratio N/P = 5 com
MTX de concentracao 6 pg/mL).

Os resultados apresentados na figura 19 mostram a presenca de elevados niveis de RNA
mensageiro da proteina p53 proveniente das células transfetadas com ambos os sistemas, em
relacdo a banda observada para a amostra controlo. Por analise relativa da intensidade de
bandas, também parece existir maior quantidade de mRNA da p53 nas células que foram
transfetadas com os sistemas PEI/pDNA/MTX em comparagao com os sistemas PEI/pDNA apds
12 h (figura 19 A). No caso da figura 19 B (24 horas ap0s a transfecédo), a intensidade da banda
dos transcritos para o sistema PEI/pDNA parece ser ligeiramente mais intensa que a banda das

células que foram transfetadas com o sistema PEI/pDNA/MTX.
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Os resultados verificados na figura 19 A parecem acompanhar os resultados de microscopia
de confocal. Isto &, os sistemas PEI/pDNA/MTX apresentam maior capacidade de transfecao,
levando a uma maior quantidade de pDNA no interior do nlcleo das células e
consequentemente maior transcricao do gene da p53. Os resultados evidenciados na figura 19
B e as diferencas de intensidade entre as duas figuras podem ser explicados pelo facto de ter
sido feita a extracao dos transcritos apenas 24 horas depois da transfecao (em comparacao
com as 12 horas da figura 19 A), havendo mais tempo para se dar o efeito terapéutico do
farmaco MTX, uma vez que ja foi verificado acima que este agente apresenta citotoxicidade

para as células cancerigenas (Kohler et al., 2006).

A técnica de RT-PCR permitiu verificar que as nanoparticulas produzidas tém o efeito
pretendido, levando a um aumento da quantidade de mRNA da p53 no interior das células
Hela, essencial para a inducao da apoptose das mesmas. A transcricao do gene de interesse,
que esta presente no pDNA usado, revela também que os sistemas formulados protegem o

pDNA ao longo do processo de transfecdo e chegada ao nucleo.

4.4, Efeito terapéutico dos sistemas

Apds o desenvolvimento e caracterizacdo dos sistemas formulados e a analise da sua
capacidade de transfecdo in vitro, torna-se essencial avaliar o seu efeito terapéutico. Para
avaliar este efeito, realizou-se um estudo preliminar de proliferacao celular em células Hela
através da realizacdo do ensaio de azul de tripano. As células HelLa foram transfetadas com os
vetores PEI/pDNA e PEI/pDNA/MTX e a proliferacdo celular foi monitorizada ao longo do
tempo. Para comparacao, estas células foram também tratadas com a droga MTX. A tendéncia

de crescimento das células esta representada, em grafico, na figura 20.
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Figura 20 - Proliferacdo das células Hela transfetadas com os sistemas PEI/pDNA e PEI/pDNA/MTX,
incubadas em meio com MTX 6 pg/mL e nao transfetadas. A analise estatistica foi elaborada com um n =
5 e representada recorrendo a um grafico de linhas.

O grafico da figura 20 mostra a proliferacdo das células HeLa em funcdo do tempo
decorrido apés transfecdo com as varias nanoparticulas consideradas. Esta proliferacao
apresenta um ritmo diferente consoante o sistema usado para mediar a transfecdo. As células
tratadas com a adicao de MTX, com uma concentracao de 6 pg/mL, demonstraram uma
diminuicdo brusca inicial do nimero de células, no entanto com o passar dos dias as células
voltaram a crescer normalmente. O uso isolado do farmaco MTX demonstrou apenas efeito
numa fase inicial, levando a morte das células que estiveram em contacto com a droga, mas
esse efeito nao se perpetua ao longo do tempo. A diminuicdo do efeito do farmaco pode ser
explicada pela conhecida resisténcia das células cancerigenas a compostos toxicos. Depois de
estarem algum tempo em contacto com drogas, as células criam mecanismos de defesa e
através de transportadores de efluxo localizados na membrana celular, reduzem a
concentracao da droga no seu interior. Outro dos motivos da resisténcia a farmacos por parte
das células cancerigenas advém das mutacdes que ocorrem no genoma dessas células. O
aparecimento de genes mutados confere resisténcia as drogas, deixando as células menos

sensiveis a toxicidade do farmaco (Lin Kang et al., 2015).

Em relacdo aos vetores poliméricos, observa-se uma clara inibicdo do crescimento celular
nas primeiras 12 h, com um efeito mais pronunciado para o sistema PEI/pDNA/MTX 6 pyg/mL e
racio 5. Apos as primeiras 12 h, as nanoparticulas parecem induzir efeitos diferentes. O
tratamento com particulas baseadas em PEI/pDNA vai recuperando a capacidade de
proliferacao celular das células Hela, enquanto o sistema PEI/pDNA/MTX continua a inibir a
proliferacao destas células, pelo menos, até 3 dias apds a transfecao. Deste modo, o
PEI/pDNA/MTX 6 pg/mL formulado a racio 5 parece evidenciar um maior efeito terapéutico e

consequentemente uma menor proliferacao das células Hela.
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A co-entrega de genes e farmacos as células tumorais Hela tém revelado inibicdo da
proliferacao celular em outros estudos. A inducao da apoptose de células tumorais através da
aplicacao de vetores nao virais que carregam os dois agentes terapéuticos tem sido maior do
que em comparacdo com tratamentos individuais (Costa et al., 2014). A semelhanca do que
se encontra reportado na literatura, neste estudo também se pdde constatar o efeito
sinergético do uso de um sistema bifuncional gene/droga. A utilizacdo dos dois agentes
terapéuticos em simultaneo revelou melhores resultados do que as suas utilizacoes

individuais.
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5. Conclusao e perspetivas futuras

O desenvolvimento de novas terapias para o tratamento do cancro do colo do Utero tem
surgido como objeto de estudo em diversas investigacdes. O uso de terapias génicas de co-
entrega tem revelado enormes beneficios ao nivel da diminuicao dos efeitos secundarios,
aumento da eficacia dos tratamentos e na resolucdo dos problemas/limitagdes associados as

terapias convencionais.

Com o intuito de contribuir para o progresso de terapias oncoldgicas, nomeadamente
tendo como alvo o tratamento do cancro do colo do Utero, a abordagem deste projeto de
mestrado centrou-se no desenvolvimento de sistemas poliméricos para entregar
simultaneamente DNA plasmidico que codifica para o supressor de tumor p53 e a droga
anticancerigena MTX as células cancerigenas. A co-entrega direcionada e a consequente
promocdo de efeito sinérgico na inibicdo do crescimento tumoral foram a prioridade do

estudo.

As nanoparticulas baseadas em polietilenimina/pDNA e polietilenimina/pDNA/metotrexato
foram desenvolvidas a varios racios N/P e as suas propriedades estudadas. Os resultados
obtidos revelam que as nanoparticulas possuem elevadas taxas de encapsulacdo de pDNA,
tamanhos nanométricos, morfologia esférica e carga superficial positiva, caracteristicas
adequadas a protocolos de terapia génica para o tratamento do cancro do colo do Gtero. Com
o objetivo de aumentar o efeito terapéutico e direcionar os sistemas para as células alvo, foi
associado a esta terapia génica o uso de uma droga anticancerigena. Os sistemas
PEI/pDNA/MTX permitiram colmatar algumas lacunas dos sistemas PEI/pDNA, como por
exemplo, aumentar as cargas positivas a superficie dos vetores e consequentemente melhorar
a capacidade de captacdo e internalizacdao por parte das células tumorais. Os poliplexos
demonstraram ser biocompativeis, proteger o pDNA da degradagdo e condensar quantidades
adequadas e significativas em simultaneo dos dois agentes terapéuticos utilizados. Estas
propriedades podem ser adaptadas tanto pela relacdo molar (N/P) do azoto do polimero PEI
para os grupos fosfato do pDNA, quer pela quantidade de MTX que é utilizada para formular
os complexos. Os sistemas desenvolvidos mostraram ainda capacidade de entregar o pDNA,
que contem o gene da p53, ao nicleo das células Hela e levar a producdo de transcritos de
mRNA da proteina. Estudos que avaliaram a proliferacao celular de células transfetadas com
os sistemas PEI/pDNA/MTX demonstraram maior capacidade terapéutica e de inibicdo da

proliferacao das células tumorais.
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O presente trabalho demonstrou que os sistemas de entrega formulados com o polimero
PEl podem ser considerados como bons candidatos para desenvolver potenciais sistemas de
co-administracdo de farmacos e genes, a fim de alcancar o efeito sinérgico das terapias
quimicas e génicas, contribuindo para a evolucao e sucesso do tratamento médico contra o
cancro do colo do Utero. No entanto, é preciso ainda aprofundar a investigacdo nestes
sistemas a fim de complementar os resultados obtidos com a determinacao da proteina p53
pela técnica de western blot ou kit de ELISA. Os ensaios de proliferacdo que permitem avaliar
o efeito terapéutico dos sistemas podem ser complementados com o uso de kits de detecao
de apoptose como por exemplo o “Annexin V Apoptosis Detection Kit”. Outro dos temas que
pode ser futuramente explorado é a incorporacdo de diferentes residuos de aminoacidos
hidrofdbicos e ligantes de direcionamento na superficie do polimero PEI de 25k, com o intuito
de aumentar a sua eficiéncia de transfecao. De forma complementar, o desenvolvimento de
novas estratégias de combinacdo de bioagentes terapéuticos avancados pode também
representar uma area de investigacdo importante e promover a eficacia dos tratamentos na
area do cancro. O direcionamento dos agentes terapéuticos, diminuicao da toxicidade e dos
efeitos secundarios nas células saudaveis podem ser considerados para alcancar o objetivo

final de melhorar a qualidade de vida dos pacientes.
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7. Anexos
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Introduction

In the last decade, researchers have made a considerable effort to design and develop new and advanced gene delivery systems that can be
biocompatible, able of cell uptake/internalization and target-specific, thus, deeply contributing for the success of gene-based therapies. Additionally, the
co-delivery of different payloads, namely the simultaneous delivery of anticancer drugs and genes, has brought a tremendous progress on cancer
therapeutic efficacy, due to synergistic effect, and deserves to be further explored. Gene therapy mediated by non-viral vectors offer many advantages
and, already, reveals to be feasible and efficient. The functionalization of nanosystems with ligands may represent a powerful tool. Moreover, the

combination of cell targeting, chemotherapy and gene therapy represent an incredible asset in the development of advanced therapeutic interventions
greatly contributing for the evolution of cancer treatment [1, 2].

Materials and Methods

Formulation Scanning electron Confocal microscopy RT-PCR In vitro transfection assays

microscopy
®
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Results

Characterization of nanoparticles: Confocal Microscopy:

Expression of p53 mRNA

Spherical nanoparticles

Fig. 5 - PCR results for cels after 12 (A) and 24 (8) hours of
transfection (MW — marker; ( - ) - negative control; HeLa — Hela
cells; PEI - nanoparticles of ratio 5; MTX — nanoparticles of ratio 5
Fig. 3 - Images of the various formulated systems obtained by confocal microscopy. i M

Fig 1 - SEM images of the nanoparticles for the various ratios.
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Fig. 2 - Zeta potential of the formulated systems

Fig. 4 -Relative flucrescence intensity of systems with and without MTX. Fig. 6 - Evaluation of cell profferation forthe various conditions fested

Conclusion

In conclusion, the study showed that PEI polymer is capable of encapsulating two therapeutic agents, the resultant nanoparticles have charge and
sizes adequate to transfection, the MTX drug increased transfection efficiency and targeted delivery and the formulated systems containing MTX inhibited
the proliferation of HelLa cells more efficiently than the same systems with only the plasmid or simple addition of the drug.
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