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ABREVIATURAS

AAV — virus adeno-associado

COL - colesterol

DNA — acido desoxirribonucléico

DOPC - dioleilfosfatidilcolina

DC-Chol - 3B [N-(N’, N’-dimetilaminoetano) carbamaoil] colesterol
DOPE - dioleilfosfatidiletanolamina

DOTAP - 1,2-dioleoil-3-trimetil ambnio propano

DSPC - diestearilfosfatidilcolina

DSPE - diestearilfosfatidiletanolamina

DSPE-PEG - diestearilfosfatidiletanolamina-polietilenoglicol

EA — estearilamina

EHL — equilibrio hidréfilo-lipofilo

GFP — do inglés, green fluorescent protein- proteina verde fluorescente
MET — microscopia eletrénica de transmissao

MTT- brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio]
OA — oleilamina

PC - lecitina/fosfatidilcolina

PCR — do inglés, polymerase chain reaction- reagédo em cadeia da polimerase
pDNA — plasmideo

PE-PEG - fosfatidiletanolamina-polietilenoglicol

PEG - polietilenoglicol

PEG-NHS - polietilenoglicol N-hidroxisuccinimidil

PEI — polietilenimina

RNA — acido ribonucléico

TCM - triglicerideos de cadeia média

TCL - triglicerideos de cadeia longa

[+/-] — relacdo de cargas positivas (lipideo catidnico) e negativas (pDNA)



RESUMO

Nanoemulsdes catidnicas tém sido recentemente propostas como sistemas carreadores de
DNA. O presente trabalho teve por objetivo avaliar a influéncia de diferentes fosfolipideos
sobre propriedades dos complexos formados entre nanoemulsdes e pDNA (pTracer™-
CMV2). Em uma primeira etapa, nanoemulsdes catidnicas constituidas de triglicerideos de
cadeia média, estearilamina, lecitina de gema de ovo ou fosfolipideos isolados (DSPC,
DOPC, DSPE ou DOPE), glicerol e agua foram preparadas através do procedimento de
emulsificagdo espontanea. Independente do tipo de fosfolipideo empregado, esse
procedimento conduziu a obtencdo de nanoemulsdes catibnicas monodispersas com
didmetro de goticula e potencial zeta de cerca de 250 nm e +50 mV, respectivamente. A
complexagao do pDNA com as nanoemulsdes catibnicas, avaliada através do retardamento
de migragdo do pDNA em gel de agarose por eletroforese, foi total quando o complexo
apresenta uma relacdo de cargas [+/-] > 1,0. Nestas condigbes, os complexos formados
foram protegidos da degradagdo pela enzima DNase |. Em uma segunda etapa, a
citotoxicidade das nanoemulsdes e dos complexos com o pDNA sobre células Hep G2 foi
avaliada, através do ensaio de MTT. Os resultados obtidos demonstraram que a adicao de
quantidades crescentes das nanoemulsdes, conduz a uma toxicidade progressiva sobre as
células, independente do pH do meio. Dentre as formulagdes estudadas, aquelas
estabilizadas pelos fosfolipideos DSPC e DSPE, de elevada temperatura de transicdo de
fases, foram marcadamente menos téxicas, em comparagdo com as formulagdes obtidas
com lecitina, DOPC e DOPE. Essa mesma tendéncia foi detectada para os complexos
formados com o pDNA. Em uma Uultima etapa, foi realizado um estudo preliminar de
transferéncia génica em células Hep G2, utilizando a técnica de PCR em tempo real. Dentre
as diferentes formulacdes testadas, a maior quantidade de DNA de GFP detectada parece
ser para a formulagao obtida com o fosfolipideo DSPC, ilustrando as potencialidades de uso
das nanoemulsdes desenvolvidas como reagentes de transfecgdo de pDNA em células Hep
G2. Em conclusdo, o conjunto dos resultados obtidos demonstra o efeito dos fosfolipideos
empregados sobre propriedades fisico-quimicas, complexagéao, estabilidade, citotoxicidade e

transfeccao de nanoemulsdes catidnicas como sistemas carreadores de pDNA.

Palavras-chave: plasmideos, nanoemulsdes catibnicas, fosfolipideos, caracterizagao fisico-

quimica, citotoxicidade, transferéncia génica



ABSTRACT

Cationic nanoemulsions have been recently considered as potential delivery systems for DNA.
The aim of the present work was to evaluate the influence of different phospholipids on the
properties of complexes formed between nanoemulsions and pDNA (pTracer™-CMV2). First,
cationic nanoemulsions composed of medium chain triglycerides, stearlyamine, egg lecithin or
isolated phospholipids (DSPC, DOPC, DSPE or DOPE), glycerol and water were prepared
through spontaneous emulsification process. Independently of the type of phospholipid used this
procedure results in monodisperses cationic nanoemulsions with droplet size and zeta potential
of about 250 nm and +50 mV, respectively. The complexation of pDNA with cationic
nanoemulsions, analyzed by agarose gel retardation assay was total when the complex
possesses a charge relation [+/-] > 1.0. In these conditions the complexes were protected from
enzymatic degradation by DNase |. After that, the cytotoxicity of the nanoemulsion and the
complexes with pDNA in Hep G2 cells was evaluated through MTT assay. The results showed
that the addition of increasing amount of nanoemulsion leads to a progressive toxicity on the
cells independently of the media’s pH. Among the studied formulations the ones stabilized with
the phospholipids DSPC and DSPE, that have elevated phase transition temperatures, were
much less cytotoxic in comparison with the formulations obtained with lecithin, DOPC and
DOPE. This same trend was detected for the complexes formed with pDNA. Finally a preliminary
study of gene transfer to Hep G2 cells was performed using real-time PCR technique. Among
the different formulations tested, the major quantity of reporter DNA detected seems to be for the
formulation obtained with the DSPC phospholipid. This shows the potentialities of the use of
nanoemulsions as transfection reagents of pDNA in Hep G2 cells. In conclusion, the overall
results show the effect of the phospholipids on physicochemical properties, complexation,

stability, cytotoxicity and transfection of cationic nanoemulsions as delivery systems for pDNA.

Keywords: plasmids, cationic nanoemulsions, phospholipids, physicochemical characterization,

cytotoxicity, gene transfer



INTRODUCAO







O sequenciamento do genoma humano e a elucidagao de varios mecanismos
moleculares envolvidos em diversas doengas originaram o desenvolvimento de novas
terapias. Neste contexto, as terapias com acidos nucléicos representam um dos
maiores avancos nas ciéncias biomédicas e abrem interessantes perspectivas na
terapéutica (OPALINSKA E GEWIRTZ, 2002).

Dentre as terapias que envolvem acidos nucléicos encontra-se a terapia génica,
cujo conceito envolve a transferéncia de material genético para uma célula, tecido ou
um o6rgao inteiro, visando a cura de uma doenga, ou no minimo a melhora clinica do
paciente (VERMA e WEITZMAN, 2005). Tanto doencas hereditarias como adquiridas
tém sido alvos constantes de estratégias de terapia génica. O tratamento de doengas
através da transferéncia de genes foi originalmente direcionado para doencgas
hereditarias, causadas normalmente por defeitos num unico gene, como a fibrose
cistica, as hemofilias, as hemoglobinopatias e as distrofias musculares. Entretanto, a
maioria dos experimentos clinicos de terapia génica, atualmente em andamento, esta
direcionada para o tratamento de doencas adquiridas como a Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida, doencgas cardiovasculares e, em especial, diversos tipos de
cancer (NARDI et al., 2002; NATHWANI et al., 2004; SAAD, 2000).

Contudo, apesar das reconhecidas potencialidades terapéuticas dos acidos
nucléicos, diversas aplicagcdes permanecem limitadas pela sua reduzida penetragao
intracelular. O elevado peso molecular e o carater polianiénico limitam o seu transporte
intracelular em decorréncia da repulsao eletrostatica com as membranas celulares.
Apds a penetragdo, a mobilidade dos acidos nucléicos € restrita devido a diversos
fatores, como a presengca de agregados moleculares, obstaculos citoplasmaticos
imoveis e a associagao dos mesmos com proteinas citosolicas (LECHARDEUR et al.,
2005; WAGNER et al., 2004). Além disso, a instabilidade dos acidos nucléicos em
fluidos biolégicos devido a rapida degradacao frente ao ataque enzimatico limita o uso
destas moléculas in vivo (BROWN et al., 2001; CAMPBELL et al., 2001; LECHARDEUR
et al., 2005).



Neste contexto, na ultima década, a complexagao de acidos nucléicos (em fita
simples ou dupla) com nanoemulsdes catibnicas tem sido correntemente investigada
(BIVAS-BENITA et al., 2004; KIM et al., 2005; LIU et al., 1996; MARTINI, 2005; MIN et
al., 2005; TEIXEIRA et al.,, 1999, 2001, 2003; YI et al.,, 2000). Esses sistemas sao
constituidos de um nucleo oleoso (de origem natural ou sintética) estabilizado por uma
mistura binaria de fosfolipideos e lipideos catiénicos. Os acidos nucléicos interagem
espontaneamente em solugdo com os lipideos catidnicos de carga oposta formando um
complexo ibnico. As goticulas carregadas positivamente conduzem a um aumento da
penetracao intracelular dos acidos nucléicos devido as interacbes eletrostaticas
estabelecidas com as membranas das células carregadas negativamente (KIM et al.,
2005; MIN et al., 2005; TEIXEIRA et al., 2003). Além disso, a adsor¢cdo dos acidos
nucléicos em nanoemulsdes catidnicas pode reduzir a sua degradagdo enzimatica
pelas nucleases (BIVAS-BENITA et al., 2004; TEIXEIRA et al., 2003; Y1 et al., 2000).

Contudo, até o momento, ainda ndo foram realizados estudos comparativos
relativos a avaliagao da influéncia da composicao sobre as propriedades fisico-quimicas
e biolégicas de nanoemulsdes catibnicas como sistemas de liberagdo de acidos
nucléicos. Assim, a presente dissertacao visa a investigar o efeito de diferentes
fosfolipideos (co-tensoativos) sobre caracteristicas fisico-quimicas, citotoxicidade e
transfeccdo de complexos formados entre nanoemulsdes e um plasmideo (pDNA),
denominado pTracer™-CMV2, em células Hep G2, uma linhagem de células isoladas
de carcinoma hepatocelular humano, a qual vem sendo correntemente empregada em

estudos de transfec¢cdo de nanoemulsdes (CHOI et al., 2004; MIN et al., 2005).



OBJETIVOS







OBJETIVO GERAL

Desenvolvimento de nanoemulsdes catidnicas como sistema de liberagao para

um plasmideo comercial pTracer™-CMV2 em células Hep G2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Estudar as condicdes de obtencdo de nanoemulsées monodispersas através

do procedimento de emulsificacdo espontanea.

e Preparar e caracterizar as propriedades fisico-quimicas de nanoemulsdes

catidnicas estabilizadas por diferentes fosfolipideos.

« Avaliar a complexagdo do pDNA pTracer™-CMV2 com as nanoemulsdes

desenvolvidas.

e Investigar a estabilidade do pDNA pTracer'™-CMV2 complexado com as

nanoemulsodes frente a enzima DNase |.

o Caracterizar a citotoxicidade das nanoemulsbes e complexos com pDNA

pTracer™-CMV2 em células Hep G2, através do ensaio de MTT.

e Avaliar, preliminarmente, a eficiéncia de transfeccdo dos complexos

nanoemulsao/pDNA em células Hep G2 utilizando PCR em tempo real.
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Terapia génica

A terapia génica envolve o transporte intracelular de material genético que,
através da expressdo ou inibigdo de uma proteina no tempo, local e na quantidade
desejada resulte em beneficio terapéutico. Os ensaios de terapia génica exigem um
protocolo que assegure em primeira analise a seguranga e inocuidade do tratamento.
Assim, antes da aplicagdo em humanos, o gene terapéutico e o sistema de
transferéncia desenvolvido sdo testados em células em cultura e em animais. De
acordo com os resultados destes primeiros ensaios, passa-se entdo para 0os ensaios
clinicos em pacientes ou em individuos saudaveis (GLOVER et al., 2005; NARDI et al.,
2002; VERMA e WEITZMAN, 2005).

A terapia génica foi originalmente contextualizada para o tratamento de
desordens genéticas herdadas (NATHWANI et al., 2004). Entretanto, dos 1283 ensaios
clinicos existentes até abril de 2007, mais de dois tercos tém o foco voltado para
doencas adquiridas, no qual o cancer representa a grande maioria (67%), seguido de
doengas cardiovasculares, infecciosas e outros protocolos em proporgoes
aproximadamente iguais entre si. Poucos destes estudos tém progredido além da fase

I, a qual trata da avaliacéo de efeitos toxicos (www.wiley.co.uk/genmed/clinical).

As propriedades unicas dos tumores, como anormalidades no ciclo celular e
apoptose, migracao e metastase, neoangiogénese ou perfil antigénico exclusivo séo
alvos de estratégias anti-cancer. Além destas, especificidade para o tecido tumoral alvo
pode ser alcangada na terapia génica para o cancer de varias maneiras, como liberagao
direcionada, métodos fisicos e ainda a complexagdo com compostos lipidicos (nano,
poli e lipoplexos). Estudos clinicos nessa area tém sido realizados principalmente com
vetores virais (retrovirus e adenovirus), mas algumas estratégias n&o-virais tém sido

descritas, como por exemplo, através do uso dos lipoplexos (WAGNER et al., 2004).

11



Contudo, um avancgo que permita a aplicagao clinica da terapia génica além da
fase |, ainda permanece a ser alcangado. As razdes para tanto sdo a falta de seguranga
no uso dos vetores virais pela imunogenicidade nata apresentada por estes. Além
disso, o0 risco de mutagénese insercional € um grande obstaculo (THOMAS et al.,
2003). Este risco ficou evidenciado no estudo de Cavazzana-Calvo et al. (2000)
quando foi obtido o primeiro sucesso da terapia génica na cura de uma doencga fatal
(Sindrome da Imunodeficiéncia Severa Combinada-SCID), porém, dois pacientes de um
numero pequeno de participantes desenvolveram leucemia. Por outro lado, a baixa
eficiéncia de liberagao e expressao transitdria dos transgenes pelos vetores nao-virais é
o que limita seu uso (GLOVER et al., 2005; WAGNER et al., 2004). Segundo Thomas et
al. (2003), essas consideragdes indicam que O sucesso da terapia génica sera
encontrado através do total entendimento da biologia e farmacologia dos vetores

empregados.

As terapias com acidos nucléicos podem ser do tipo: corre¢ao, quando ocorre a
inser¢cao de um gene funcional no local de um né&o funcional ou a delecédo de um gene
deletério; complementagao, quando € feita a introducdo de uma copia normal sem
modificagdo do original; ou ainda adicdo, quando ha o acréscimo de um gene ausente
no genoma (MATTE e GIUGLIANI, 2004). Independente da abordagem, o material
genético a ser utilizado em experimentos de transferéncia génica € mais comumente
encontrado em duas formas: na forma plasmidial, onde um gene de interesse € inserido
em um plasmideo de expressao eucariota, promovendo assim a sintese da proteina
desejada nas células ou tecidos alvos, ou na forma viral, onde o transgene substitui
regides génicas de certos virus. Nestes vetores virais, o virus ao ser modificado é
atenuado e incapaz de causar qualquer quadro patolégico. O material genético a ser
introduzido também pode ser encontrado em algumas outras formas, como uma
sequéncia de DNA linearizada ou um oligonucleotideo. Esses fragmentos de acidos
nucléicos sao pouco utilizados uma vez que apresentam rapida degradagao pelas

nucleases citoplasmaticas (NARDI et al., 2002).
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A terapia génica pode ser ex vivo, na qual um tecido ou parte dele é retirado do
individuo e € submetido aos vetores de transferéncia no laboratorio, sendo
posteriormente reimplantado no paciente ou in vivo, na qual os vetores sao introduzidos
diretamente na corrente sanguinea (injegéao sistémica) ou no tecido do paciente (injecao
in situ) (NARDI et al., 2002; NATHWANI et al., 2004).

Os métodos de transferéncia génica sao geralmente divididos em trés categorias,
a) métodos fisicos: o transgene é introduzido mecanicamente nas células, b) métodos
quimicos: o vetor € alguma substancia de origem quimica e c¢) métodos bioldgicos:
emprego de organismos que naturalmente possuem a capacidade de transferir material
genético, como os virus ou algumas bactérias. A escolha do método a ser empregado é
feita de acordo com a doenga, a célula ou tecido-alvo, o tamanho e tipo de transgene a
ser expresso e o tempo e quantidade de expressao que se deseja obter, entre outros
(NARDI et al., 2002; WAGNER et al., 2004).

A terapia génica tem muitos obstaculos a superar, tais como: a célula alterada
geneticamente tem que permanecer funcional por um tempo longo, o tecido alterado
ndo deve se transformar em tecido canceroso, o vetor viral ndo deve ocasionar uma
ativagdo de fragmentos de genes adormecidos de outros virus e o vetor ndo deve ser
reconhecido por células do sistema imunolégico como sendo um antigeno, pois a
resposta imune ira destrui-lo antes de seu efeito, podendo causar até mesmo uma
reacao alérgica (NARDI et al., 2002; NATHWANI et al., 2004).

Plasmideos e Vetores de transferéncia

O plasmideo é o vetor mais simples e a sua administracdo na forma de DNA nu
ou complexado resulta na expressdo significativa do transgene (NISHIKAWA et al.,
2005). E estimado que no minimo 10° plasmideos por célula sejam requeridos no
compartimento extracelular para assegurar que poucas moléculas de DNA entrardo no
nucleo de células nao-mitéticas (LECHARDEUR et al., 2005).
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Os plasmideos sdao amplamente utilizados como vetores de clonagem, sendo
bem adaptados para receberem material genético com variagdo de tamanho desde 1
até 200 Kb (1 kilobase= mil pares de bases). Sdo moléculas de DNA circular de fita
dupla e extracromossémico que possuem capacidade de replicacdo autbnoma. Na
natureza, ocorrem em bactérias e em alguns organismos eucariéticos unicelulares,
sendo também manipulados pelo ser humano. Frequentemente, transportam genes que
conferem resisténcia a antibidticos, que s&o utilizados para distinguir entre as células

hospedeiras que receberam ou nao o vetor (ZAHA et al., 1996).

Desde que Wolff et al. (1990) relataram que produtos de transgene podem ser
obtidos em musculo esquelético através de uma simples injecdo intramuscular de
plasmideo nu, é atualmente amplamente aceito que plasmideo é um vetor nao-viral
promissor para transferéncia génica in vivo. Para melhorar a liberagdo e a captagcao
celular do pDNA apés administragao in vivo, uma variedade de sistemas de liberagao
catiénicos tém sido desenvolvidos. A adigado de reagentes catidbnicos ao pDNA tem por
objetivo decrescer a sua carga negativa e facilitar a sua interagdo com as membranas
celulares, bem como para proteger o DNA da hidrélise ocasionada pelas nucleases
presentes nos fluidos bioldgicos, para evitar interagdes indesejaveis com o sangue e
sitios que nao os alvos, e também para aumentar a captacdo pelas células-alvo
(NISHIKAWA et al., 2005; WAGNER et al., 2004). Diversos fatores, como por exemplo,
a via de administracao, o uso de vetores catidnicos e a técnica de administragao afetam
em grande propor¢do a distribuicdo tecidual dos plasmideos e a expressao
subsequente do transgene (NISHIKAWA et al., 2005).

Um sistema de liberagcdo deve ser capaz de transferir genes eficientemente
numa variedade de tecidos, sem causar nenhum efeito patogénico associado. O
processo de liberacdo e expressao génica € conhecido como transdugéo e os vetores
de transferéncia podem ser virais ou nao-virais, 0s quais apresentam caracteristicas

que se encontram resumidamente sumarizadas na tabela 1.
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Tabela 1. Caracteristicas dos vetores utilizados em terapia génica (adaptado de
NATHWANI et al., 2004 e VERMA e SOMIA, 1997).

Tipo de vetor

Caracteristicas N&o-viral Retrovirus Lentivirus Adenovirus AAV
Capacidade de Elevada ~80Kb - ~300Kb 46kB
empacotamento
Facilidade de Facil Média Nao Facil Dificil
producao conhecida
Integracao no Rara Sim Sim Nao Rara
genoma hospedeiro
Duracgédo da Transitoria Curta Longa Transitoria Longa
expressao
Transducéo de Sim Nao Sim Sim Sim
células
pos-mitdticas
Imunidade pré- Nao Nao Nao Extensa Média
existente
Aspectos quanto a Seguroem Mutagénese Mutagénese  Resposta Nao
seguranga relagdo aos insercional insercional inflamatdria,
virais Toxicidade

Rota de liberacdo do Ex/In vivo Ex vivo Ex/In vivo Ex/In vivo Ex/In
gene vivo
Estabilidade Dependente Boa Nao testada Boa Boa

do sistema
Problemas Nao Poucos Poucos Extenso Nao
imunolégicos descritos sabido

Os vetores virais sdo derivados de virus com genoma de RNA ou de DNA e sdo
representados como vetores de integragdo e vetores que nao se integram ao genoma
hospedeiro, respectivamente. O primeiro promete uma expressédo duradoura do produto
génico deficiente. Porém, transdugao génica eficiente também pode ser alcangada por
vetores que sdo mantidos como epissomos, especialmente em células quiescentes
(VERMA e WEITZMAN, 2005). Existem, no momento, cinco classes principais de
vetores virais com aplicagao clinica, que sao retrovirus, lentivirus, adenovirus, virus
adeno-associados (AAV) e herpes simplex-1 (LUNDSTROM et al., 2003; THOMAS et
al., 2003; VERMA e WEITZMAN, 2005). Devido as varias propriedades de cada vetor
viral, a definicdo da sua faixa de aplicacdo depende de fatores como capacidade de
empacotamento, especificidade celular ou tecidual, competéncia de replicacao,
integracdo no genoma e duragcdo da expressao do transgene (LUNDSTROM et al.,
2003).

15



Os virus de RNA mais usados séo derivados dos retrovirus e estes estdo entre
0s primeiros sistemas de liberagdo desenvolvidos para terapia génica. Estes podem se
integrar permanentemente no genoma da célula infectada, mas requerem células em
divisdo para transducdo. Além disso, a maior preocupacido no uso dos retrovirus esta
no fato de poder causar mutagénese insercional. Dos vetores derivados de virus com
genoma de DNA, os mais promissores sao os adenovirus e AAVs. Os primeiros sao
capazes de liberar genes eficientemente a uma grande variedade de tipos celulares em
divisdo e quiescentes, mas a forte resposta imune e toxicidade frente as células
infectadas, limitam a expresséo génica in vivo. Os AAV também infectam muitos tipos
de células, tanto em divisdo quanto quiescentes, apresentam baixa toxicidade, mas
possuem uma limitada capacidade de empacotamento. Os herpes virus liberam
grandes quantidades de DNA exdgeno, entretanto, a citotoxicidade e a manutengao da
expressao do transgene ainda sao obstaculos para esse sistema viral (KOOSTRA e
VERMA, 2003; ROBBINS et al.,, 1998; VERMA e WEITZMAN, 2005). Retrovirus,
adenovirus e AAV tém sido avaliados em varios ensaios clinicos fase | para o
tratamento de doengas como cancer, fibrose cistica, doenca de Gaucher e artrite
(ROBBINS et al., 1998).

Os vetores virais tém sido amplamente empregados para atingir expressao
génica eficiente, porém problemas relacionados a seguranga no uso dos mesmos, bem
como a forte resposta imune gerada por estes, tém limitado seu uso. Assim sendo,
vetores nao-virais tém se tornado uma opcgado promissora, justamente pelo fato de
serem mais seguros, estaveis, faceis de produzir e simples de manipular (KIM et al.,
2001 e 2002; LI e HUANG, 2000; LIU et al., 1996; MIN et al., 2005;).

Os vetores nao-virais sao divididos basicamente em trés grandes grupos,
envolvendo a combinagdo de acidos nucléicos com polimeros catiénicos (poliplexos),
com lipideos (lipoplexos) ou ainda a associagdo ou o encapsulamento em
nanoparticulas (nanoplexos) (NISHIKAWA et al., 2005; WAGNER et al., 2004). Os
lipoplexos s&o os mais utilizados e sdo compostos por um lipossoma catiénico o qual é

formado por uma bicamada fechada de lipideos catidnicos preenchida por agua. Essas
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vesiculas sao positivamente carregadas e interagem com as moléculas de DNA que
s&o negativamente carregadas para formar um complexo estavel (CHOI et al., 2002). A
aplicacao de lipoplexos como agentes de transfecgdo tem sido correntemente descrita
por diversos grupos (BURLAMAQUE-NETO, 2005; ELOUHABI et al., 2005; WASUNGU
et al., 2006; ZHANG et al., 2004).

O vetor ideal possui algumas caracteristicas desejaveis, entre as quais podemos
destacar as seguintes: capacidade de acomodacdo de um transgene de tamanho
ilimitado; baixa imunogenicidade e citotoxicidade; expressao estavel do transgene;
direcionamento para tipos especificos de células ou tecidos; baixo custo; facil produgao
e manipulagado, entrada em células em divisdo ou quiescentes e ainda a possibilidade
de regular a expressédo do gene exdégeno no tempo e/ou na quantidade (NARDI et al.,
2002; SOMIA e VERMA, 2000; VERMA e WEITZMAN, 2005).

Apos administragao in vivo os genes encontram varios obstaculos que precisam
ser superados para uma terapia génica de sucesso. Primeiramente, os genes devem
estar veiculados em uma forma farmacéutica compativel com a via de administracao, e
de acordo com essa via, diferentes fenbmenos podem ser observados. Quando a
administragcado é feita de forma localizada o obstaculo maior € intracelular, ou seja,
encontrar um caminho para o interior da célula-alvo; escapar da degradagao
endolisossémica e ser transportado até o nucleo sao pontos criticos. Em contrapartida,
quando a administracdo é sistémica, outros obstaculos referentes a possibilidade de
adesao (ligacao néo-especifica) aos tecidos, agregagao, embolizacao e fagocitose, bem

como o extravasamento devem ser considerados (NISHIKAWA et al., 2005).

Durante a década passada tornou-se evidente que além das barreiras
extracelulares e celulares, os obstaculos intracelulares com caracteristicas especificas
a tecidos e orgaos, reduzem a eficiéncia de transfec¢céo de vetores ndo-virais. Enquanto
a interpretacao original enfatiza o papel do envelope nuclear como uma das maiores
barreiras intracelulares, dados recentes sugerem que a mobilidade restrita, bem como a

instabilidade metabdlica dos plasmideos, em conjunto com o aprisionamento

17



endolisossomal, contribuem para a reduzida eficiéncia de transfeccéo dos plasmideos.
A contribuigdo individual de cada um destes componentes parece ser dependente do
tipo celular e do tipo de vetor (LECHARDEUR et al., 2005).

Existem diversas barreiras que dificultam o transporte do pDNA até o nucleo,
entre elas, a internalizacdo e degradagdo de DNA no compartimento endolisossémico.
O tamanho e a composicdo dos complexos influenciam no mecanismo de
internalizacdo. Os lipoplexos grandes (até 500 nm) entram preferencialmente na célula
por receptores e endocitose independente de clatrinas, enquanto que complexos
menores (< 200nm) podem ser internalizados por processo de endocitose clatrina
dependente ndo especifico (LECHARDEUR et al., 2005; MONTIER et al., 2004). O
escape endolisossébmico € considerado uma das principais barreiras para liberagao do
pDNA no nucleo. Estudos tém demonstrado que a liberagdo citoplasmatica de
lipoplexos internalizados envolve a neutralizagdo do lipideo catibnico por
macromoléculas aniénicas como lipideos e proteoglicanos, a fusdo dos lipideos
catibnicos ou ainda a desestabilizacdo da membrana por lipideos pH sensiveis
(LECHARDEUR et al., 2005).

Outra barreira que também ¢é encontrada pelos plasmideos é representada pelo
sequestro e degradagao dos mesmos no citoplasma. Propriedades fisico-quimicas e
biolégicas do citosol podem impor obstaculos adicionais a liberagdo génica por vetores
sintéticos, a estrutura na forma de malha do citoesqueleto, a presenga de organelas e a
alta concentracao de proteinas no citoplasma limitam a difusdo de moléculas de grande
tamanho como os plasmideos (LECHARDEUR et al., 2005). O envelope nuclear é o
ultimo obstaculo para a entrada no nucleo do pDNA. Moléculas de tamanho inferior a 40
kDa difundem passivamente através do complexo de poros nuclear (CPN), contudo, as
de tamanho superior a 60 KDa ou contém sinais alvo-especificos, a sequéncia de
localizacdo nuclear (SLN) ou associam-se com outros polipeptideos para atravessar o
CPN de uma maneira dependente de energia. A maior transfectabilidade das células
em divisdo comparada as células quiescentes, sugere que o pDNA entra no nucleo
preferencialmente apdés desagregacdo do envelope celular durante a mitose
(LECHARDEUR et al., 2005; WAGNER et al., 2004).
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Nanoemulsdes catidonicas

Composicao das nanoemulsdes

O desenvolvimento de nanoemulsdes catibnicas como um potencial sistema para
liberacdo de acidos nucléicos tem merecido atencdo por parte de diversos
pesquisadores nos ultimos anos. Nanoemulsbes sdo geralmente compostas por um
nucleo oleoso de origem vegetal ou semi-sintética estabilizado na sua superficie por
uma mistura binaria de fosfolipideos e lipideos catibnicos. A adicdo de um lipideo
catidnico confere carga positiva a superficie da goticula, permitindo a associacao dos
acidos nucléicos a interface das nanoemulsdes através da formacdo de um par idénico
em meio aquoso (FRONZA et al., 2004; MARTINI, 2005). Varios fatores afetam a
eficiéncia da transfecgdo de sistemas de liberagdo de genes mediados por lipideos
catidnicos, tais como: composicdo quali/quantitativa, propriedades fisico-quimicas

(como diametro e carga) e razdo de cargas do complexo lipideo/DNA (MIN et al., 2005).

O nucleo oleoso das nanoemulsdes catibnicas utilizadas como sistemas de
liberagao de acidos nucléicos varia entre 5 e 35 % da composicao final das formulagbes
(CHOI et al., 2004; OTT et al., 2002). A selecdo do dleo é geralmente realizada com
base nas propriedades fisico-quimicas desejadas e estabilidade das formulagdes.
Oleos de origem vegetal ou semi-sintética autorizados para uso parenteral, constituidos
de triglicerideos de cadeia média (TCM) e longa (TCL), tém sido correntemente
empregados (KLANG e BENITA 1998). Mais recentemente Yoo et al. (2004)
descreveram o uso de um 6leo de elevada densidade, o lipiodol, visando a avaliar a
influéncia desta propriedade sobre a eficiéncia de transfeccdo de pDNA em células

aderentes.

Desde a primeira descricdo da transfeccdo in vitro, de sucesso, utilizando
lipideos catibnicos por Felgner et al. (1987), a literatura, nos ultimos anos, tem
demonstrado um progresso substancial na aplicagdo de sistemas sintéticos de

liberagdo de genes. Um dos aspectos para este progresso € a sintese de lipideos
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catiénicos (LI e HUANG, 2000). Um lipideo catiébnico € composto por trés dominios:
uma cabega polar, uma regido de ligagdo e uma cauda hidrofobica. Os dominios polar e
hidrofébico dos lipideos catidnicos podem ter efeitos tanto na transfeccdo como na
toxicidade. Dentre os lipideos catidbnicos mais empregados na composi¢cao das
nanoemulsdes catidbnicas como sistemas de liberagdo de polinucleotideos encontram-
se a estearilamina (EA), o 1,2-dioleoil-3-trimetil aménio propano (DOTAP) e o 33 [N-(N’,
N’-dimetilaminoetano) carbamoil] colesterol (DC-Chol). Lipideos catiébnicos com ligagdes
éster na regido de ligagado, como € o caso do DOTAP, séo biodegradaveis e associados

com menor citotoxicidade em cultura de células (DASS, 2004).

Apesar do relato da obtencdo de nanoemulsdes catibnicas apenas com a adigao
de lipideos catibnicos (KIM et al., 2003), a grande maioria utiliza esses em misturas
binarias com fosfolipideos. Os fosfolipideos podem ser originarios de fontes naturais,
como as lecitinas, e semi-sintéticos, como dioleilfosfatidiletanolamina (DOPE) e
diestearilfosfatidilcolina (DSPC). O seu uso tem sido correntemente descrito por sua
biocompatibilidade e biodegradabilidade (BENITA e LEVY, 1993; FLOYD, 1999). Além
das cadeias hidrocarbonadas que podem ser saturadas (DSPC) ou insaturadas
(DOPE), os fosfolipideos apresentam um grupamento polar dependente do pH do meio.
Desta forma, um dos objetivos da utilizagado destes lipideos em combinagdo com os
lipideos catidnicos € a otimizagao da relagcdo de cargas positivas (lipideos catiénicos) e
negativas (acidos nucléicos). Adicionalmente, segundo Kim et al. (2001), a adicédo de
fosfolipideos semi-sintéticos, como DOPE, é capaz de melhorar a atividade de
transfeccao in vitro e in vivo de nanoemulsdes catidnicas devido as suas propriedades

fusogénicas.

O uso de fosfolipideos ligados covalentemente ao polietilenoglicol (PEG), como o
diestearilfosfatidiletanolamina-polietilenoglicol (DSPE-PEG), em associagdo com outros
fosfolipideos, tem sido relatado na composicao de emulsdes como veiculo de acidos
nucléicos (CHESNOY et al., 2001; TEIXEIRA et al., 2001a, 2001b; YI et al., 2000). A
incorporacao desses lipideos nas nanoemulsdes tem alguns objetivos, entre eles,

aumentar a estabilidade fisica das formulagdes e reduzir as interacdes de proteinas
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com as nanoemulsdes catidnicas. De fato, tem sido demonstrado que a presenga de
lipideos-PEG na interface de sistemas coloidais cria uma barreira estérica ao acesso de
proteinas, prevenindo assim a agregacgao das nanoestruturas (HUNG et al., 2005; LIU
et al., 1996).

Com os mesmos objetivos da incorporagéo de lipideos-PEG, alguns autores
descrevem o uso de tensoativos ndo-idnicos na preparagao de nanoemulsdes contendo
DNA (CHOI et al., 2004; HARA et al., 1997; KIM et al., 2001; LIU et al., 1996; MIN et al.,
2005). Os tensoativos propostos nessas formulagdes sao geralmente os ésteres de
acidos graxos do sorbitano, como a série dos Tweens® e Spans®, que de maneira geral,
sdo aprovados para uso parenteral (BENITA e LEVY, 1993). O Span 80® apresenta o
mesmo grupamento hidrofébico do Tween 80®, contudo, diferindo na presenca de trés
cadeias de polioxietileno por molécula no Tween 80®. Aos tensoativos como o Tween
80®, tém sido atribuida a formacdo de uma barreira estérica na interface através de
suas cadeias de carater hidrofilico, impedindo a aproximacdo e agregacdo das
nanoemulsdes com proteinas (CHOI et al., 2002; HARA et al., 1997).

A adicao de adjuvantes na fase aquosa de nanoemulsdes € necessaria a fim de
ajustar algumas propriedades das formulagdes, como a isotonicidade e o pH, de modo
que seja compativel com os fluidos biolégicos, de acordo com a via de administragédo
pretendida. Apesar do relato de uma atividade hemolitica do glicerol superior a outros
isotonizantes como o xilitol e sorbitol, descrito por Jumaa e Muller (1999), o glicerol é
atualmente o isotonizante mais utilizado na composicao de emulsdes de uso parenteral
e pode ser encontrado em algumas das formulagdes catidnicas (ARIl et al., 1999;
TEIXEIRA et al., 1999; TRIMAILLE et al., 2001, 2003). O uso de eletrélitos como
isotonizantes de emulsdes € desaconselhado uma vez que esses podem interagir
fortemente com coldides, influenciando a sua estabilidade (WASHINGTON, 1996).
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Métodos de preparacédo

De maneira geral, quatro procedimentos tém sido descritos para a produgéo de
nanoemulsdes catidnicas como sistemas de transferéncia génica. Esses procedimentos
utilizam como equipamentos homogeneizadores de alta pressdo, ultra-som ou
microfluidizadores (BIVAS-BENITA et al., 2004; MAA e HSU, 1999; NAINI e SINGH,
2002) ou ainda a técnica pode ser baseada na mistura de solventes organicos, caso da
emulsificacdo espontanea (TEIXEIRA et al., 2002; TRIMAILLE et al., 2003).

As técnicas de microfluidizagdo e homogeneizacao a alta pressao para o preparo
de sistemas lipidicos sdo amplamente descritas na literatura (BIVAS-BENITA et al.,
2004; TEIXEIRA et al., 1999, 2001, 2003; YI et al., 2000). Essas técnicas permitem a
obtencdo de emulsdes monodispersas de didmetro de goticula reduzido em grande
escala. A obtengao de nanoemulsdes por estes meétodos requer a preparagao prévia de
uma emulsdo primaria, geralmente a quente (~70 °C), seguida da homogeneizagao por
microfluidizador ou homogeneizador de alta pressdo. Os homogeneizadores de alta
pressao consistem basicamente de uma bomba de deslocamento positiva a qual injeta
o liquido a ser homogeneizado sob pressao elevada em uma valvula homogeneizadora,
enquanto que os microfluidizadores s&o constituidos de uma camara de interagado onde
o fluido é injetado e homogeneizado por corte, impacto ou cavitacdo (LACHMAN et al.,
2001). Dependendo do tipo de equipamento utilizado, a homogeneizagao através dessa
técnica fica limitada a preparacao de grandes volumes de produto final, reduzindo a sua
aplicacdo em estudos de bancada. Além disso, a utilizagcado de elevadas temperaturas
pode representar uma desvantagem no uso deste procedimento para o preparo de

sistemas lipidicos termossensiveis (TEIXEIRA et al., 2002).

O uso de ultra-som também tem sido descrito por varios autores para o preparo
de nanoemulsdes catibnicas (BARUT et al., 2005; CHOI et al, 2004; KIM et al., 2001,
2002, 2003, 2005). Nesta técnica o fluido é primeiramente conduzido através de um
orificio de didmetro reduzido com pressdo moderada e orientado em dire¢do a uma

ldmina vibratoria onde sofre impacto. Quando o sistema atinge uma fase estacionaria
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entra em cavitagao, proximo da extremidade da lamina e a vibragao desta produz ondas
ultrasbnicas, que sdo capazes de exercer um efeito cortante, produzindo goticulas de
didmetro reduzido (BOLDYREN, 1995; MAA e HSU, 1999; MIZUKOSHI et al., 1999).
Esse procedimento apresenta como desvantagens o aquecimento excessivo da
amostra, contaminagao do produto com residuos de titanio provenientes da sonda,
formagdo de goticulas de tamanho polidisperso e dificuldades de transposicédo de
escala (SORGI e HUANG, 1996; WASHINGTON e DAVIS, 1988).

Mais recentemente foi descrito o procedimento de emulsificacdo espontanea
para o preparo dos sistemas lipidicos. Esse procedimento baseia-se na emulsificagao
espontanea dos constituintes da fase interna (previamente solubilizados em um
solvente organico hidromiscivel) em agua, seguido da retirada do solvente geralmente
por destilagdo sob pressao reduzida. A formagao das goticulas ocorre quando a fase
organica € vertida na fase aquosa, provocando uma turbuléncia interfacial que ocorre
durante a difusdo do solvente na agua, observando-se rapido espalhamento da
interface, como resultado da difusdo mutua entre os solventes, o que fornece energia
suficiente para a formagcdo das goticulas (BOUCHEMAL et al., 2004; PARK et al.,
1999;). Diversos parametros podem influenciar as propriedades fisico-quimicas das
nanoemulsdes obtidas, entre eles, a composicdo quali e quantitativa das formulacdes e
as condigbes de emulsificagdo empregadas (BOUCHEMAL et al., 2004; MARTINI et al.,
2007; MOSQUEIRA et al., 2000; TEIXEIRA et al., 2002). Esse procedimento apresenta
como vantagens a possibilidade de preparagao de pequenos volumes de amostra em
baixas temperaturas, o que pode ter interesse para sistemas lipidicos termossensiveis,
além de ser rapida, simples e de menor custo (TEIXEIRA et al., 2002). Entretanto, esta
técnica apresenta como desvantagem a utilizagao de solventes organicos na obtencao
de nanoestruturas (KELMANN et al., 2007). A viscosidade do nucleo oleoso, o equilibrio
hidréfilo-lipdfilo (EHL) dos tensoativos e a miscibilidade do solvente organico com a
agua representam parametros importantes na determinagdo da qualidade da
nanoemulsao final obtida pelo processo de emulsificagao espontadnea (BOUCHEMAL et
al., 2004).
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Propriedades fisico-quimicas

Dentre as principais propriedades dos sistemas multifasicos encontram-se o
didmetro e a distribuicdo de goticulas da fase interna. Nanoemulsdes apresentam
geralmente uma distribuicdo unimodal e diametro médio compreendido entre 100 e 300
nm (HASKELL et al., 1998). Varias metodologias tém sido empregadas com o proposito
de avaliar o didametro de goticula de nanoemulsdes, sendo que o valor esperado € o
principal critério para a selegcdo do método a ser utilizado (WESTESEN E WEHLER,
1993). A técnica de espalhamento de luz dindmico é a principal destas metodologias
empregadas (BENITA e LEVY, 1993; TIAN e LI, 1998). Diversos fatores podem
influenciar a distribuicdo e o didmetro médio de goticula de nanoemulsdes catibnicas
utilizadas como sistemas de liberacdo de acidos nucléicos, como a composicdo das
formulagbes e as condigbes experimentais utilizadas nas metodologias de preparagao
(CHUNG et al., 2001; ISHII et al., 1990; JUMAA e MULLER, 1998).

Considerando a bem documentada influéncia dos constituintes do filme interfacial
no didmetro de nanoestruturas, estudos relativos a otimizagdo do didametro de goticula
de nanoemulsdes, em fungao da adicdo de concentragdes crescentes de tensoativos
catidnicos, tém sido realizados. Kim et al. (2001) demonstraram a influéncia da adigéo
do lipideo catibnico DOTAP no didmetro de goticula de nanoemulsbes. Foram
preparadas diversas formulagdes constituidas de um nucleo oleoso de esqualeno
estabilizadas por concentragdes crescentes de DOTAP (3 a 30 mg/mL). Nas mesmas
condigbes de homogeneizagdo por ultra-som, os resultados demonstraram que o
didmetro de goticula das formulag¢des diminui a medida que se aumenta a concentragao
de DOTAP até 24 mg/mL (~260 a 130 nm), sendo que a partir desta concentragéo o
diametro atinge um platd, sem apresentar uma redugédo suplementar do diametro de
goticula. Além disso, os autores relacionaram o maior didmetro das nanoemulsées
obtidas com menores concentragdes de DOTAP (até 9 mg/mL) com a instabilidade do
sistema em funcao do tempo e em presenca de meio tampéao fosfato. Ainda, no trabalho
de Martini et al. (2007) foi observado que a adigao de quantidades crescentes de lipideo

catidnico levou ao aumento do tamanho de goticula até um ponto maximo onde a carga
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de superficie das goticulas se encontra préximo da neutralidade, sugerindo uma

influéncia sobre a estabilidade fisico-quimica das nanoemulsoes.

A associacdo de acidos nucléicos com nanoemulsdes catibnicas também pode
influenciar o diametro e distribuicdo das goticulas, podendo conduzir a desestabilizagao
do sistema. Contudo, a formagao de agregados da fase interna das nanoemulsdes tem
sido relacionada principalmente com a associacdo de elevadas concentracbes de
acidos nucléicos (HARA et al., 1997; KIM et al., 2002; LIU et al., 1996; TEIXEIRA et al.,
2001b). De maneira geral, estudos preliminares prevéem uma zona de concentragao na
qual o acido nucléico veiculado nao interfere na estabilidade da estrutura coloidal
(BIVAS-BENITA et al.,, 2004; OTT et al., 2002; SILVA et al.,, 2006; TEIXEIRA et al.,
2003). Uma relacédo de cargas positiva é geralmente utilizada, ou seja, um excesso de
carga positiva aportada pelos lipideos catibnicos em relagdo aos grupamentos fosfato
dos acidos nucléicos. Trimaille et al. (2003) descrevem, entretanto, a manutengao do
diametro de goticula de nanoemulsdes contendo oligonucleotideos e DNA mesmo em
relacbes de carga negativas, apés uma passagem por uma zona de agregagao das
goticulas da fase interna, na qual a estabilidade das nanoemulsbes seria assegurada

pela repulsao eletrostatica dos acidos nucléicos adsorvidos na interface O/A.

O uso de microscopia tem sido utilizado para avaliar o didametro de goticula de
nanoemulsoes, incluindo a transmissdo ou a criofratura (BENITA e LEVY, 1993;
HASKELL, 1998). Nos trabalhos de Kim et al. (2003) e Martini at al. (2007) foram
detectados didmetros de goticula de cerca de 200-300 nm por microscopia eletrénica
de transmissao (MET), corroborando os resultados observados por espalhamento de
luz dindmico. No que se refere a morfologia, nanoemulsbes catidbnicas geralmente
apresentam-se como goticulas esféricas (BOUCHEMAL et al., 2004), contudo, foram
previamente descritas estruturas do tipo cromatina (KIM et al., 2003) e tipo bolsa de
mao (TEIXEIRA et al., 2001b). Recentemente, Lee et al. (2005) observou por MET a
condensacgao do DNA pelo uso de quitosana, uma vez que houve uma grande redugao
do tamanho das goticulas apds a adicdo de quitosana. Em todos estes trabalhos o

agente de contraste negativo utilizado € o acetato de uranila 2%.
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A avaliagdo da viscosidade de nanoemulsbes tem sido pouco descrita na
literatura, contudo, essa propriedade reveste-se de especial importadncia no
desenvolvimento de nanoemulsdes de uso parenteral, para as quais uma elevada
viscosidade pode representar uma limitacdo no momento da administracdo. Diferentes
parametros como a concentracdo da fase interna (JUMAA e MULLER, 1998), o
didametro de goticula (SILVA et al., 2006; SILVANDER et al., 2003,) e a viscosidade do
6leo formador do nucleo oleoso (CHUNG et al., 2001; JUMAA e MULLER, 1998) podem
influenciar a viscosidade de nanoemulsdes. As nanoemulsdes liquidas apresenta
geralmente um comportamento reoldégico do tipo newtoniano (ISHII et al., 1990;
ROLAND et al., 2003; SILVANDER et al., 2003).

A avaliacdo da carga de superficie das nanoemulsdes utilizadas como vetores de
acidos nucléicos tem sido correntemente descrita. A determinagao do potencial zeta
reflete a composi¢cao da interface das nanoemulsdes, seja em relagao aos tensoativos
formadores do filme interfacial ou em relagdo a presenga de moléculas com carga
localizadas na interface. A determinagdo do potencial zeta é geralmente realizada
através de técnicas eletroforéticas especificas. Um elevado valor de potencial zeta em
modulo (> 30mV) é importante para a estabilidade fisico-quimica das emulsdes, uma
vez que forgas repulsivas tendem a evitar possiveis agregagdes da fase interna
(BENITA e LEVY, 1993; KLANG e BENITA, 1998; ROLAND et al., 2003).

Em estudo recente, Martini et al. (2007) demonstrou que a adicdo de
quantidades crescentes de lipideos catidbnicos aumenta progressivamente o potencial
zeta até atingir um platd, sugerindo uma saturagdo da interface O/A causada pelo
lipideo catibnico. Recentemente Rabinovich-Guilatt et al. (2004) demonstrou que
valores constantes de potencial zeta obtidos para nanoemulsdes catiénicas contendo
diferentes concentragbes do lipideo catibnico oleilamina (OA) € um resultado da

reducao da ionizagao devido ao elevado pH da interface nesse tipo de sistema.

Apesar dos estudos de associacdo de polinucleotideos com nanoemulsdes

catidbnicas serem realizados geralmente em excesso de carga positiva, cujo potencial
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zeta permanece inalterado (BARUT et al., 2005; TEIXEIRA et al.,, 1999), estudos
relativos a caracterizacdo do potencial zeta de nanoemulsbées em funcdo da
concentracdo de acido nucléico tém sido recentemente descritos na literatura (MIN et
al.,, 2005; OTT et al., 2002; YI et al., 2000; YOO et al.,, 2004). Geralmente, os
experimentos sao realizados com a adicdo de concentragdes crescentes de DNA, em
solugcdo aquosa, a nanoemulsdées de concentracdo conhecida de lipideo catibnico. O
potencial zeta positivo decresce progressivamente até valores negativos, indicando a
associacdo dos acidos nucléicos com a interface das nanoemulsées. Fendmenos de
instabilidade das nanoemulsées também tém sido descritos quando a relagdo de carga
[+/-] aproxima-se da unidade, uma vez que os fendmenos de repulsdo das goticulas da
fase interna tornam-se reduzidos para os complexos formados nessa relagéo de cargas
(TRIMAILLE et al., 2003; MIN et al., 2005).

O pH das nanoemulsdes catidnicas esta geralmente situado em valores préximos
a 7,4, principalmente por razdes fisioldgicas. A avaliagdo do pH de nanoemulsées tem
sido correntemente descrita no monitoramento da estabilidade de nanoemulsdes
lipidicas. O ajuste do pH de nanoemulsdes catibnicas com acidos diluidos tem sido
descrito para formulacbes compostas de lipideos catidbnicos que apresentam na sua
estrutura quimica grupamentos aminas primarias como a EA (TEIXEIRA et al., 1999,
2001a, 2003) e a OA (RABINOVICH-GUILATT et al., 2004). De fato, o pH final das
nanoemulsdes pode exercer influéncia na extensao de ionizacdo dos componentes da
interface. Relatos da redugao da ionizagao do lipideo catiénico OA (pK~10) tém sido
descritos para nanoemulsées em valores de pH alcalinos (RABINOVICH-GUILATT et
al., 2004), podendo assim reduzir os sitios de interagao da interface para a associagéao

dos acidos nucléicos.

A associagdo dos acidos nucléicos com nanoemulsdes catibnicas tem sido
investigada através de diferentes metodologias. Alguns estudos tém como foco a
comprovacgao indireta da associagao, seja através das modificagbes das propriedades
fisico-quimicas das nanoemulsdes (i.e. potencial zeta e didmetro de goticula) ou na

avaliacdo da estabilidade do complexo formado. Outros avaliam o retardamento da
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migracdo do DNA em gel de agarose por eletroforese (BARUT et al., 2005; KIM et al.,
2005; Yl et al,, 2000). A avaliagdo da associagdo do DNA com nanoemulsbes é
geralmente determinada experimentalmente utilizando-se diversas razdes entre o
lipideo catidnico e o acido nucléico. O gel é feito de agarose, um polimero natural,
formando uma malha através da qual o DNA, caso esteja livre, pode migrar. Este gel
geralmente é utilizado na concentracdo de 1%. O complexo selecionado é aquele que
ndo apresenta nenhuma banda caracteristica de migracdo de DNA livre no gel de
agarose, indicando a associagao de 100% do DNA com a nanoemulsdo (HUNG et al.,
2005; KIM et al., 2002; MIN et al., 2005; Y| et al., 2000).

Citotoxicidade

A avaliacdo da toxicidade celular € uma etapa fundamental prévia para a
realizacado de estudos de transfeccao. De fato, é necessaria a determinagao da faixa de
concentragdo do reagente de transfecdo que se pode utilizar sem que este apresente
toxicidade intrinseca. Na literatura esta descrito que valores de viabilidade celular entre
70 e 80% sé&o aceitaveis para a seguranca de vetores de transferéncia génica (HUNG
et al., 2005; KIM et al., 2002; YOO et al., 2004).

A citotoxicidade é associada com a natureza catidnica dos vetores, a qual é
principalmente determinada pela estrutura do seu grupo hidrofilico. A por¢ao polar
geralmente consiste de aminas primarias, secundarias ou terciarias, ou ainda de sais de
amonio quaternario, contudo, grupos guanidino e imidazol ja foram testados (HEYES et
al., 2002). Os lipideos catidnicos podem tornar-se citotdxicos através da interagdo com
enzimas como a proteina quinase C (BOTTEGA e EPAND, 1992).

O brago espacador dos lipideos catidnicos também pode influenciar a toxicidade
dos mesmos. Na maior parte dos casos, esses sdo compostos de ligagdes éter, éster
ou amida. Embora os compostos com éter apresentem melhor eficiéncia de
transfeccdo, eles sdo muito estaveis para serem biodegradados, logo causam

toxicidade. Lipideos catidnicos com grupo éster, como DOTAP, s&o biodegradaveis e,
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portanto, associados com menor citotoxicidade em células em cultura (CHOI et al.,
2001), mas estes com ligantes éster ou amida séo suscetiveis a degradagéo no sistema
circulatorio (LV et al., 2006).

Os sistemas lipidicos catibénicos tém na toxicidade o principal obstaculo para o
seu emprego. A fim de superar este problema muitos compostos catidbnicos novos tém
sido desenvolvidos. A eficiéncia de transfeccdo destes sistemas de liberagdo in vitro,
em parte, € determinada pela estabilidade e tamanho de goticula dos mesmos. A
toxicidade destas moléculas positivamente carregadas pode vir de uma interagao direta
dos componentes da formulagdo com as membranas celulares. Tem sido demonstrado
que polications, que se ligam a superficie negativamente carregada das membranas
celulares de mamiferos, podem causar neutralizagdo de cargas, distor¢cao celular, lise e
aglutinagdo. Ainda mais, polications também podem se ligar ao nucleo celular e
membranas internas e interferir em enzimas e na fungao celular. Além disso, a
toxicidade destas moléculas pode ser uma consequéncia da estimulacdo do sistema
imune (BRAZEAU et al., 1998). Na tabela 2 estdo descritos os ensaios de citotoxicidade

utilizados para avaliar a toxicidade de complexos pDNA/nanoemulsoes.
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Tabela 2. Estudos de citotoxicidade pDNA-nanoemulsées/método de avaliagao.

DNA Célula Resultado/ Ensaio Referéncia
pEGFP-C1 HelLa Aumento da concentracdo de lipideo Choietal., 2004
Hep G2 catiénico (DC-Chol) aumenta a
CHO citotoxicidade/ MTT
pCMV-3 COs-1 Presenca tensoativos nao-ibnicos (DOPE, Kim et al., 2002
tween 80, Span 80, série Brij, Montanide
80) aumenta a citoxicidade/ MTT
pCMV-luc B16F10 Oleos de maior densidade (lipiodol, Yoo et al., 2004
Hep3B esqualeno e mistura dos dois) aumentam
H1299 a citotoxicidade/ MTT
HelLa
COS-1
pCMV-3 COSs-1 O nucleo oleoso esqualeno apresenta Kim et al., 2003
CV-1 toxicidade inferior ao 6leo de soja e de
linhaga/ MTT
pV1dns Callu-3 Auséncia de toxicidade das nanoemulsées Bivas-Benita et
Ag85B na faixa de concentracdo estudada/ Cell al., 2004
Titer 96° Aqueous
pCMV-B CV-1 A toxicidade dos complexos ternarios Kim et al., 2005
COS-1 (DOTAP/polication/DNA) € menor do que
NIH3T3 a dos binarios (DOTAP/DNA)Y MTT
H1299
pCMV-LacZ COS-1 Aumento da concentracdo de lipideo Hung et al., 2005
A549 catiénico (DOTAP) aumenta a
HaCaT citotoxicidade. Os co-tensoativos DOPE e
COL apresentam menor toxicidade que
Tween 80, Tween 20, PEl e EA/ MTT
pCMV-luc COS-1 A presenca de PEG-NHS com a PEIl reduz Hong et al., 2004
a toxicidade do complexo/ MTT
pSV-B-Gal  SF-767 O sistema de lipoproteina é menos téxico Pan et al., 2003

que lipossoma comercial/ MTT

A toxicidade destes sistemas lipidicos catibnicos, em parte, resulta do tamanho

elevado dos complexos e do alto potencial zeta positivo requerido para sua penetragao

celular. A toxicidade € normalmente estreitamente associada com a razado de cargas

lipideo catidénico/DNA, bem como com a dose dos lipoplexos administrados. Razdes de

carga mais elevadas s&o geralmente mais toxicas a uma variedade de tipos celulares,

sendo que a toxicidade é um parametro célula-especifico (LV et al., 2006).
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Como pode ser observado na tabela 2, as técnicas utilizadas nos ensaios de
citotoxicidade sdo colorimétricas, entre elas, o ensaio com sal de tetrazolio brometo de
[3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio] (MTT) e os kits comerciais. O ensaio de
MTT é amplamente utilizado para quantificar, através de ensaio colorimétrico, a
citotoxicidade de preparagdes. Os sais de tetrazolio sdo metabolicamente reduzidos a
produtos finais corados, denominados cristais de azul de formazan, pelo sistema
enzimatico succinato-tetrazolio redutase, o qual pertence a cadeia respiratoria
mitocondrial e é ativo apenas em células viaveis (MOSMANN, 1983). Por sua vez, o kit
comercial CellTiter 96 AQueous One Solution Cell Proliferation Assay utiliza um novo
composto tetrazélio, chamado 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoéxifenil)-2-(4-
sulfofenil)-2H-tetrazdlio (MTS), o qual em combinagdo com etosulfonato de fenazina
(PES) um reagente de acoplamento de elétrons, produz uma mudancga colorimétrica. O
uso de kit comercial tem como principal vantagem a maior rapidez da realizagdo da

reacao colorimétrica.

Um estudo de Choi et al. (2004) com nanoemulséo catibnica composta por oleo
de ricino, DOPE, Tween 80 e DC-Chol como lipideo catibnico descreve que a
citotoxicidade de células transfectadas pode ser influenciada pelo aumento da
quantidade de lipideo catidnico (DC-Chol). Todos os complexos lipideo/DNA
apresentaram baixa toxicidade (em torno de 80% de viabilidade celular) e a presenga
de soro leva a um aumento na viabilidade celular (~90%). No trabalho de Hung et al.
(2005) também se verifica que a quantidade de lipideo catibnico empregada deve ser
otimizada para que a nanoemulsao catibnica ndo seja citotoxica, pois o0 aumento da

quantidade de lipideo catidbnico conduz a um aumento da toxicidade.

Nas formulagdes de nanoemulsdes catibnicas tém sido correntemente descrito o
uso de tensoativos nado-ibnicos como co-emulsificantes. No trabalho de Kim et al.
(2002) observa-se que as formulagbes contendo tensoativos nao-idnicos (Tween 80,
Span 80, Montanide 80 e a série Brij) sdo mais téxicas que sem 0os mesmos, porém a

toxicidade encontrava-se numa faixa toleravel (abaixo de 20%) e formulagbes contendo
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DOTAP/DOPE/Tween 80 parecem mais toxicas que as formulacbes DOTAP/DOPE,
mas esta toxicidade parece relacionada com o aumento da razdo lipideo catidbnico/DNA.

No trabalho de Hung et al. (2005) também ¢é feita a avaliagdo do uso de
diferentes co-emulsificantes na citotoxicidade e eficiéncia de transfeccdo de
nanoemulsdes catidnicas. De acordo com este estudo, dependendo do tipo de co-
emulsificante diferentes fendmenos podem ser observados. O uso de EA e
polietilenimina (PEI), que sdo compostos catidnicos, leva a redugédo da viabilidade, ja

DOPE e colesterol (COL) apresentam boa tolerancia.

Muito embora os lipideos catidbnicos sejam considerados importantes nos
estudos de citotoxicidade, o nucleo oleoso € um constituinte essencial das emulsdes
lipidicas. E evidenciado por varios estudos que as propriedades fisico-quimicas, bem
como a estabilidade e a viscosidade das emulsdes € determinada pela mudanga do
nucleo oleoso (CHUNG et al, 2001). Yoo et al. (2004) demonstraram que o0 uso de um
Oleo de elevada densidade, lipiodol, na auséncia de soro é muito toxico (ensaio de
MTT) isto pelo fato de que sua elevada densidade permite um maior contato com
células aderentes, porém na presenca de soro essa toxicidade reduz drasticamente. Os
autores explicam que isto ocorre pelo fato de que sem soro ndo ha fatores de
crescimento, 0s quais sao essenciais para a sobrevivéncia das células. Assim a
utilizacdo de um oleo de alta densidade na presenca de soro € numa razao
DOTAP/DNA igual a 4, a citotoxicidade é tolerada e a eficiéncia de transfeccédo é
aumentada. No estudo de Kim et al. (2003) foram testados os 6leos esqualeno, de soja
e de linhaca. O primeiro se mostrou o menos toxico tanto na presenca quanto na
auséncia de soro, justificado pelo fato que este 6leo aumenta a estabilidade das

nanoemulsdes catidnicas.

Apesar do fato de muitas formulacdes lipidicas catibnicas demonstrarem boa
eficiéncia de transfeccao, sua aplicagcao tém sido limitada in vitro e, especialmente in
vivo, devido a sua toxicidade intrinseca, causada principalmente pelos lipideos

catibnicos. Em contrapartida a condensagao prévia do DNA com polications como
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sulfato de protamina, espermina e poli-I-lisina, conduz a um aumento da eficiéncia de
transfecgdo. Esses resultados também foram relacionados com a menor citotoxicidade
dos complexos ternarios, lipideo catibnico/polication/DNA, do que os complexos
binarios lipideo catidnico/DNA (KIM et al., 2005).

Um outro tipo de sistema lipidico empregado na liberacdo de genes consiste na
adicao de polimeros. No trabalho de Hong et al. (2004) é empregado o ensaio de MTT
para verificar a reducdo da citotoxicidade de um sistema lipidico composto por PEI,
utilizando lipideo polietilenoglicol N-hidroxisuccinimidil (PEG-NHS). A elevada carga
catidnica do polimero PEI freqientemente resulta em alta toxicidade, um dos maiores
fatores limitantes do seu uso in vivo. Com isso, varios esforcos tém sido feito para
minimizar este efeito por meio de ligagdo covalente de polimeros n&o-ibnicos e
hidrofilicos como PEG, transferrina e poli [N-(2-hidroxipropil) metacrilato]. Quanto maior
a razdao PEI/DNA maior a toxicidade. Somente PEI é tdxico devido ao grupo amino
protonado. PEI/PEG/DNA apresenta menor toxicidade que sé PEI/DNA, ou seja, a

peguilagéo reduz a citotoxicidade.

Diversos autores tém descrito a toxicidade dos complexos formados entre
lipossomas catidnicos e DNA. Desta forma, atualmente, outros sistemas carreadores de
genes tém sido propostos e investigados. Uma das abordagens € o desenvolvimento de
um sistema de liberagado de genes que de alguma forma mimetiza carreadores naturais
do corpo humano. Pan et al. (2003) descreve o uso de um sistema baseado em uma
lipoproteina artificial. Neste trabalho fica evidenciado que a eficiéncia de transfeccao
desse novo sistema é similar a de um lipossoma comercial, mas muito menos

citotoxico.
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Estudos de transfeccao

Diversos sistemas nao-virais baseados no uso de lipideos catidnicos tém sido
empregados como sistemas de transfecgdo de genes. Geralmente, estes sistemas sao
encontrados na forma de lipossomas catiénicos (CHANG et al., 2004; TRIMAILLE et al.,
2003). Contudo, essas nanoestruturas apresentam geralmente baixa estabilidade na
presenca de quantidades pequenas de soro. Esse fendbmeno tem sido atribuido a
neutralizagdo das cargas positivas disponiveis nos complexos, as quais sdo essenciais
para ligagao do complexo lipidio/DNA na superficie das células. Ainda, os lipossomas,
formam agregados e a sua eficiéncia de transfecgado tem sido considerada reduzida
(LIU et al., 1996; YI et al., 2000).

Diversas vezes na literatura encontra-se descrita a propriedade de maior
resisténcia das nanoemulsdes catibnicas frente aos componentes do soro, sendo esta
uma grande vantagem quando a transfecgado é feita em meio contendo soro, como na
aplicagcdo ex vivo. Uma das razbes para possuirem essa propriedade deve ser a
estabilidade do complexo emulsdo/DNA. Além disso, também foi demonstrado que
emulsdes catibnicas contendo DOTAP apresentam estabilidade contra a
descomplexagdo do DNA quando em presenca do acido poli-l-aspartico (PLAA) e
protecdo do DNA frente a digestdo por DNase |, o que néo foi observado no caso dos

lipossomas em estudo (Yl et al., 2000).

De maneira geral, a literatura da area relata que quanto maior a concentragéo de
lipideo catiénico, como o DOTAP, menor € o tamanho de particula e maior € o potencial
zeta das nanoemulsdes catibnicas. Assim, uma maior atividade de transfecg¢ao pode ser
obtida, até uma determinada concentracdo 6tima. E sugerido que a estabilidade do
carreador € um pré-requisito necessario para formacao de complexos estaveis com
DNA, e que a estabilidade do complexo parece estar correlacionada com a atividade de
transfecgdo in vivo. Por outro lado, Kim et al. (2003) relatam que o complexo entre
nanoemulsdes catibnicas e pDNA é mais estavel quando o mesmo é formado por

particulas menores.
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Para formacao do complexo as moléculas de DNA precisam ligar-se a superficie
das particulas das emulsdes através de interagdes eletrostaticas entre as cargas
negativas dos grupamentos fosfato do DNA e as cargas positivas dos lipideos
catiénicos. Funcionando como um polimero aniénico, uma molécula de DNA deve ligar-
se a mais de uma particula da emulsdo formando agregados. A formacado destes
agregados é provavelmente facilitada se as cargas positivas da superficie das
particulas estao acessiveis. Entretanto, a formagéo destes agregados pode n&o ocorrer
se houverem estruturas na superficie que previnam estericamente a ligacédo de uma
molécula de DNA a mais de uma particula de emulsdo. Assim sendo, acredita-se que
tensoativos nao ibnicos apresentando cadeias de polioxietilieno em sua estrutura como
a série dos polissorbatos estabiliza estericamente a estrutura, sem, contudo interferir na
chegada do DNA a interface (HARA et al., 1997; LIU et al., 1996).

No estudo de Liu et al. (1996), todas as formulagdes das nanoemulsdes testadas
com diferentes tensoativos nao-ibnicos e o lipidio catibnico DC-Chol, com excec¢io da
que continha Brij 700 apresentaram alta atividade de transfecgdo na auséncia de soro.
Na presenca de soro, entretanto, a atividade de transfeccao de cada formulagao variou
significativamente. Neste mesmo estudo foi demonstrado que o tamanho da particula
dos complexos emulsdo/DNA e a sua habilidade de transfectar células € dependente da
concentragdo do tensoativo ndo-idnico na formulagdo. Além disso, foi sugerido que a
estrutura da porcao hidrofilica dos tensoativos n&o-ibnicos na emulsdo é importante
para determinar como as moléculas de DNA interagem com as emulsdes e a extensao

na qual o DNA é transferido para o interior das células.

Kim et al. (2000) foi um dos primeiros a propor uma emulsdo O/A catidnica
contendo DOTAP, DOPE e fosfatidiletanolamina-polietilenoglicol (PE-PEG) como um
carreador efetivo de genes in vivo. A incorporagao do lipidio DOPE foi feita pela sua
conhecida propriedade fusogénica, faciltando o escape endossomal e assim,
aumentando a atividade de transfecgdo in vitro e in vivo, como demonstrado por
Felgner et al. (1994) para lipossomas. No referido estudo foi demonstrado que esta

emulsao catidnica foi capaz de liberar um pDNA na presenca de 90% de soro in vitro e
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também de liberar com sucesso 0 mesmo plasmideo nas células do epitélio nasal de
ratos in vivo. E ainda foi verificado que a atividade de transfeccao foi superior do que

com o uso de lipossomas comerciais.

A incorporacdao de PE-PEG é uma maneira de superar o problema da
instabilidade na presencga de soro e de prolongar o tempo de circulagdo dos complexos
no sangue, isto pelo fato de fornecer uma barreira para as cargas positivas e por gerar
uma superficie mais hidrofilica (CHESNOY et al., 2001). Em um estudo de Yi et al.
(2000) foi adicionado PE-PEGyo00 para aumentar a estabilidade fisica da formulagao,
pois os lipideos-PEG criam uma barreira estérica e previnem a agregacao das

particulas lipidicas induzida pelo DNA.

Na mesma linha, Liu et al. (1996) demonstraram que tensoativos n&o-ibnicos
apresentam diferentes fungcbes nas emulsdes, entre elas, bloqueio do aumento do
tamanho das particulas da emulséo pelo DNA, influéncia na atividade de transfeccéo e
resisténcia ao efeito de inibicdo dos componentes do soro. Entretanto, o uso de
tensoativos ndo-ibnicos pode diminuir a interagdo das nanoemulsées com o DNA e
afetar a transfeccao, dependendo do tamanho da cadeia e do conteudo de PEG no
tensoativo (HUNG et al., 2005; KIM et al., 2002). Aumentando a fracdo hidrofilica do
Tween (20 a 80) ou do Span (20 a 80) foi aumentada a liberagdo do DNA do complexo
(dissociagao), indicando que o PEG no tensoativo nao-idnico inibe a interagao
eletrostatica entre o DNA e a emulséo, por exercer obstaculo estérico. Com isso, foi
sugerido nesse estudo que é necessaria uma detalhada otimizagcdo do conteudo de
PEG nas formulagdes a fim de que este tensoativo ndo influencie negativamente na

eficiéncia de transfeccao.

Em dois estudos recentes foi verificada a expressdo aumentada e prolongada da
Green Fluorescent Protein (GFP), em células Hep G2 utilizando plasmideos que
possuem o gene que codifica para esta proteina e uma nanoemulsdo composta por
Oleo de ricino, DOPE, Tween 80 e DC-Chol como lipidio catiénico (CHOI et al., 2004;

MIN et al., 2005). Nestes estudos ficou evidenciado que o aumento da concentragédo do
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lipideo catibnico aumenta a eficiéncia da transfeccao até uma concentragcédo ideal
corroborando com outros trabalhos como o de Kim et al. (2003) e, além disso, nos
referidos estudos observa-se a maior atividade de transfeccdo das nanoemulsdes
quando comparadas com lipossomas e a obtencdo de uma expressao génica

prolongada com esse sistema carreador.

Recentemente, um estudo de Bivas-Benita et al. (2004), demonstrou que apos
48 horas da administragdo de uma emulsdo catidbnica submicrométrica contendo
fosfatidilcolina (PC), poloxamero e o lipidio catiénico estearilamina, a expressao da
proteina GFP foi detectada em células Calu-3. Os achados sugerem que o DNA foi
liberado do compartimento endolisossomal, penetrou no nucleo e resultou na expressao
da proteina. Foi previamente demonstrado que os lipideos catibnicos desestabilizam a
membrana lisossdmica in vitro, provavelmente pela interacdo com lipideos anidnicos da

membrana lisossomal e induzem a fusao entre as bicamadas lipidicas.

O trabalho de Yoo et al. (2006) é o primeiro relato da utilizagdo de nanoemulsdes
catibnicas como vetores de um gene terapéutico, o gene da pro-insulina, para o
tratamento da diabete mellitus tipo 1. A nanoemulsao catibnica empregada foi composta
pelo lipideo catidbnico DOTAP. Neste trabalho foi demonstrada a redugao dos niveis de
glicose a niveis normais por sete dias em camundongos fémea C57BL/6 com diabete
mellitus dependente de insulina. Entretanto, 0 aumento dos niveis de glicose apds sete
dias é justificado pelos autores, como uma resposta imune, uma vez que, sao

realizadas multiplas inje¢des e trata-se do uso de uma proteina transgénica.

A liberagcao de vacinas de DNA nas mucosas das vias areas seria um método
ideal de imunizacdo. Entretanto, existem poucos relatos de um sistema de liberagao
génico satisfatorio para esta aplicagdo. No estudo de Kim et al. (2006) foi utilizada uma
nanoemulsdo catibnica para imunizar camundongos pela via intranasal com um
plasmideo, pCMV-S, codificando para o antigeno de superficie do virus da hepatite B
(HBsAg). A complexacdo do pDNA com a nanoemulsdo catidnica contendo

DOTA/DOPE aumentou significativamente a expresséo do antigeno HBsAg tanto no
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tecido nasal quanto pulmonar. Além disso, foi associado com aumento nos niveis de

anticorpos especificos HBs no soro e nos fluidos da mucosa.

Baseado no fato de que a quitosana, um polissacarideo catibnico natural, é
capaz de formar um complexo iébnico com DNA, no qual o DNA é condensado e assim
protegido da degradagdo por nucleases, o grupo de Lee et al. (2005) utilizou uma
nanoemulsao catiénica contendo DC-Chol e DOPE ja testada, mostrando previamente
eficiéncia de transfeccdo e baixa toxicidade agora adicionada de quitosana para
aumentar a eficiéncia de transfecg¢ao. Neste trabalho fica demonstrado que a adicéo de
quitosana leva a redugédo do tamanho dos complexos, devido a condensagao que esta
promove, bem como expressao prolongada do gene adicionado, sugerindo que o uso
de quitosana aumenta a eficiéncia de transfecgcado in vitro e estende a transferéncia

génica in vivo.

Existem diversas maneiras de se determinar a eficiéncia de transferéncia génica,
sendo que a escolha do melhor método depende da disponibilidade de recursos do
laboratério e dos sistemas em teste (JEYASEELAN et al., 2001). O mais comum nos
estudos que envolvem transfecgao € o uso de genes reporteres, os quais sao inseridos
em plasmideos, a fim de se quantificar o acido nucléico que se espera que tenha sido
internalizado nas células. Os genes repdrteres geralmente codificam para uma proteina
ou enzima especifica, a qual é ausente na linhagem celular testada e pode ser
facilmente detectada. Existe uma variedade de sistemas de genes repérteres que foram
estabelecidos para medir expresséo génica. Estes incluem os genes que codificam para
as enzimas cloranfenicol acetiltransferase (CAT), luciferase de vaga-lume e J-
galactosidase (JEYASEELAN et al., 2001), além da proteina GFP (KAIN et al., 1995).

A atividade da CAT nos lisados celulares é determinada ou pela auto-radiografia
da cromatografia em camada delgada ou pela leitura da radioatividade com um
analisador de imagem especifico. A atividade da CAT é expressa como a atividade
relativa baseada no percentual de conversdao dos cloranfenicois acetilados em

cloranfenicois totais utilizando cloranfenicol com 'C marcado como substrato
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(JEYASEELAN et al., 2001; KIM et al., 2000; YI et al., 2000). No ensaio com a enzima
luciferase ocorre uma reagao luminescente catalisada pela mesma. O equipamento
utilizado € um lumindmetro, sendo que o pico de emissado de luz é medido por 20
segundos a temperatura ambiente (CHOI et al., 2002; HARA ert al, 1997; KIM et al,
2001, 2003, 2005; LIU et al., 1996; YOO et al., 2004). O método para medir a atividade
da p-galactosidase é uma reagdo colorimétrica com leitura realizada em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 420 nm (PAN et al., 2003) ou em 580
nm (CHUNG at al., 2001; FELGNER et al., 1994; KIM et al, 2001, 2002, 2003, 2005) ou
em 595 nm (HUNG et al., 2005).

Um gene reporter que vem sendo correntemente utilizado nos estudos de
transfecgdo é o gene que codifica para a proteina GFP (KAIN et al., 1995). A proteina
GFP foi extraida da agua-viva Aequorea victoria (SHIMOMURA et al., 2005) e emite luz
verde brilhante (comprimento de onda maximo de 509 nm) quando excitada com luz UV
ou azul (comprimento de onda maximo de 395 nm). Diferente de outros reporteres
bioluminescentes, o croméforo no GFP € intrinseco a estrutura primaria da proteina e a
fluorescéncia da GFP nao requer um substrato ou cofator. A fluorescéncia da GFP é
estavel, independente de espécie e pode ser monitorada nao invasivamente em células
vivas (ESCRIOU et al., 1998; KAIN et al., 1995). Os niveis de GFP podem ser avaliados
por citometria de fluxo e/ou microscopia confocal (BIVAS-BENITA et al., 2004; CHOI et
al., 2004; LEE et al., 2005; MIN et al., 2005).

Além da deteccdo da presenca ou atividade da proteina, a eficiéncia de
transferéncia pode ser medida em relagao aos niveis de expressdo génica (numero de
copias de mRNA que sao transcritas para o gene de interesse) ou em relagdo a
quantidade de DNA diretamente transferida para a célula (numero de cépias do pDNA).
Em ambos os casos, a deteccdo € baseada na deteccdo de sequéncias especificas

através da técnica da reagao em cadeia da polimerase (PCR).

Atualmente a técnica de PCR em tempo real é a metodologia mais inovadora no
ambito da analise de expressdo génica. Os processos de amplificagdo e detecgéo

ocorrem simultaneamente no mesmo tubo de reagdo. Além disso, mediante a detecgao
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por fluorescéncia se pode medir durante a amplificagdo a quantidade de DNA
sintetizado em cada momento, ja que a emissao de fluorescéncia produzida na reagéao
€ proporcional a quantidade de DNA formado. As vantagens desta técnica sdo a sua
sensibilidade e especificidade, sem risco de contaminacéao, facilidade de realizacéo e
rapidez (COSTA, 2004; ESPY et al., 2006; JEYASEELAN et al., 2001; KUBISTA et al.,
2006).

Os sistemas de detecgao por fluorescéncia empregados na PCR em tempo real
podem ser de dois tipos, agentes intercalantes ou sondas especificas marcadas com
fluorocromos e desenhadas de maneira especial (COSTA, 2004; ESPY et al., 2006;
JEYASEELAN et al., 2001; KUBISTA et al., 2006).

Agentes intercalantes sao fluorocromos que aumentam muito a intensidade de
emissao de fluorescéncia quando se unem ao DNA dupla-fita. O mais empregado em
PCR em tempo real é o SYBR Green. As sondas de hibridizacdo especificas sao
sondas marcadas com fluorocromos, um doador e um receptor. O processo se baseia
na transferéncia de energia fluorescente mediante ressonancia (FRET). As sondas
podem ser de hidrélise, também chamadas sondas TagMan® (Applied Biosystems),
molecular beacons e ainda as sondas FRET. Em todos esses sistemas de sondas de
hibridizagdo, o incremento de DNA em cada ciclo corresponde a um aumento na
hibridizacdo das sondas, o que corresponde a um aumento de mesma propor¢cao da
fluorescéncia emitida (COSTA, 2004; ESPY et al., 2006; JEYASEELAN et al., 2001;
KUBISTA et al., 2006).

A quantificagao do acido nucléico na amostra é realizada através do uso de um
programa de informatica, o qual calcula o numero do ciclo em que o leitor comecga a
detectar um incremento significativo de fluorescéncia, com respeito ao sinal de base. O
ciclo limite no qual um aumento estatisticamente significativo na fluorescéncia é
primeiramente detectado pelo sistema de detecgdo se denomina Ct (threshold cycle) e
este é inversamente proporcional a concentracao inicial de DNA na amostra (COSTA,
2004; ESPY et al., 2006; JEYASEELAN et al., 2001; KUBISTA et al., 2006).
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MATERIAIS E METODOS
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Materiais
Acido nucléico

. Plasmideo pTracer™-CMV2 (Invitrogen Corp., San Diego, CA, USA), o qual
contém o gene de resisténcia GFP-Zeocin™ sob o controle do promotor de
citomegalovirus (CMV) e o gene de resisténcia a ampicilina.

Matérias-Primas

. DOPC (1,2-dioleil-3-fosfatidilcolina) (Lipoid AG, Alemanha);

. DOPE (1,2-dioleil-3-fosfatidiletanolamina) (Lipoid AG, Alemanha);

. DSPC (1,2-diestearil-3-fosfatidilcolina) (Lipoid AG, Alemanha);

. DSPE (1,2-diestearil-3-fosfatidiletanolamina) (Lipoid AG, Alemanha);
. EA (estearilamina) (Sigma, EUA);

. Glicerol (Merck, Alemanha);
. Lecitina de gema de ovo (LIPOID E-80®) (Lipoid AG, Alemanha);
. Triglicerideos de cadeia média (caprico/caprilico) (Lipoid AG, Alemanha).

Aparelhos e Equipamentos

. AB| PRISM® 7500 Sequence Detection System (Applied Biosystems, USA);
. Agitador magnético TE-085 (Tecnal, Brasil);

. Balancga analitica AB204 (Mettler Toledo, Suica);

. Banho com sistema de refrigeragao (B. Braun, International, Alemanha);

. Bomba de vacuo VAC® V-500 (Buchi, Labortechnik AG, Suiga);

. Centrifuga Eppendorf 5417 R (Eppendorf, Alemanha);

. Espectrofotdmetro de varredura (Hewlett-Packard 8452A);

. Estufa de CO, - CO, Water Jacketed Incubator (NuaireTM US Autoflow);

. Evaporador rotatério Buchi B-480 (Buchi, Flawil, Suiga).

. Leitora de placas de ELISA (Hantos, Alemanha);

. Microscopio eletronico de transmissao JEM-1200 ExII (Jeol, Japao);
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. Potencidometro B474, (Micronal, Brasil);
. Quantificador de DNA — GeneQuant (Pharmacia Biotech, USA);

. Tensidmetro Kriss K8600 (Hamburgo, Alemanha);

. Transiluminador UV (UVITEC, Inglaterra);

. Viscosimetro capilar Durchlaufzeit 20-75s (Normschliff Glasgerate, Alemanha);
. Zetasizer (Malvern, Inglaterra).

Reagentes e Solventes

. 20x Assay GFP Mix (Applied Biosystems, USA);
. 3-[4,5 Dimetiltiazol-2-il]-2,5- Brometo de Difeniltetrazélio (MTT) (USB Corp);

. Acetato de uranila P.A (Reagen, Brasil);

. Acetona P.A (Quimex Ind. Quimicas, Brasil);

. Acido bérico P.A (Synth, Séo Paulo);

. Acido cloridrico P.A (Nuclear, Brasil);

. Agarose ultrapura (Invitrogen, Espanha);

. Brometo de etidio (Pharmacia Biotech, Suécia);
. Cloreto de sodio P.A (Merck, Alemanha);

. Cloroférmio (Synth, Sdo Paulo);

. Dimetilsulfoxido (DMSO) (Merck, Alemanha);
. DNase | (Invitrogen, USA);
. EDTA sal dissodico P.A (Nuclear, Sdo Paulo);

. Etanol P.A (Quimex Ind. Quimicas, Brasil);
. Fenol P.A. (Sigma-Aldrich, USA);
. Fosfato de potassio Dibasico (Synth, Brasil);

. Hidréxido de sédio P.A (Merck, Alemanha);

. Meio Essencial Minimo (DMEM) (GIBCO, USA);

. Soro Fetal Bovino (SFB) (GIBCO, USA);

. TagMan®PCR master MIX, no AmpErase® UNG (2x) (Applied Biosystems, USA);
. TE (Tris-HCI/EDTA) (Promega, USA);

. Tripsina (GIBCO, USA);

. Tris (hidroximetil) amino metano P.A (Nuclear, Sao Paulo).
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Métodos

Preparacdo das nanoemulsdes

As nanoemulsdes foram obtidas através do procedimento de emulsificagado
espontanea com base nas condi¢cdes experimentais descritas previamente por Silva et
al., 2006 e Martini et al., 2007. Nesse procedimento, os constituintes da fase oleosa e
aquosa foram solubilizados em etanol e agua, respectivamente. Em seguida, a fase
organica foi lentamente vertida através de funil, sob agitacdo moderada e constante,
sobre a fase aquosa. Apds, foi realizada a retirada dos solventes até o volume
desejado, através de destilagdo a pressdo reduzida em evaporador rotatério em

temperatura inferior a 50°C.

Em uma primeira etapa, foi avaliada a quantidade dos solventes utilizados na
preparacdo das formulagdes. Para tanto, foram obtidos diferentes lotes utilizando-se
quantidades crescentes (10/20, 20/40, 30/60, 40/80 e 50/100) dos solventes,
etanol/agua (mL), na proporcao 1/2. Apés, partindo-se da relagdo 30 mL de etanol e 60
mL de agua (90 mL), foram preparados diferentes lotes de formulagado utilizando-se
diferentes volumes (10/80, 20/70, 30/60, 40/50 e 50/40) dos solventes etanol/agua (mL).
Esta etapa foi realizada apenas para a formulagao controle composta de TCM, lecitina e
agua, codificada como PC, cuja composig¢ao quantitativa esta apresentada na tabela 3.
A relacdo etanol/agua 30/60 foi selecionada para a obtencdo das nanoemulsdes nos

estudos subsequentes.

Apds, partindo-se das condi¢gdes de emulsificagdo espontanea descritas acima
foram preparadas nanoemulsdes catibnicas, variando-se a concentragao do lipideo
catidnico estearilamina (0,02 a 20 mM). A concentragao 2 mM de estearilamina foi
selecionada para os estudos subsequentes. As formulacdes finais foram entdo
compostas por TCM, estearilamina, lecitina de gema de ovo ou pelos fosfolipideos
isolados (DSPC, DOPC, DSPE ou DOPE), glicerol e agua. Os diferentes componentes
de fase interna foram previamente solubilizados em etanol. A composicao final das

formulagdes esta apresentada na tabela 3.
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Tabela 3. Composicao final das nanoemulsdes contendo os diferentes fosfolipideos e o
lipideo catidénico estearilamina (%, p/p).

Formulagdes

PC PC/EA DSPC/EA DOPC/EA DSPE/EA DOPE/EA

Estearilamina - 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Lecitina 2,00 2,00 - - - -
DSPC - - 2,00 - - -
DOPC - - - 2,00 - -
DSPE - - - - 2,00 -
DOPE - - - - - 2,00
TCM g.s.p. 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00
Glicerol 2,25 2,25 2,25 2,25 2,25 2,25
Agua q.s.p. 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

Foram preparados lotes de 10 mL das cinco diferentes nanoemulsdes catidnicas
(PC/EA, DSPC/EA, DOPC/EA, DSPE/EA, DOPE/EA) em triplicata. Uma formulagao
controle obtida na auséncia de lipideo catiénico (PC) foi igualmente preparada. Logo
apos o preparo, o pH das formulag¢des foi ajustado ao valor de 7,4 e as propriedades

fisico-quimicas avaliadas.

Caracterizacéo fisico-quimica das nanoemulsdes

Determinacéo do pH

A determinacdo do pH das nanoemulsbes foi realizada diretamente nas

formulacdes através da utilizagcdo de um potenciémetro calibrado com pH 4 e 7 antes e

apos o ajuste das nanoemulsdes para pH 7,4.
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Determinacgédo do didametro de goticula

As diferentes formulacdes foram caracterizadas em termos de didmetro médio de
goticula e indice de polidispersidade, através de espalhamento de luz dindmico. Essa
determinacao foi realizada observando-se o espalhamento a 90° apds adequada
diluicdo das amostras em agua purificada, previamente filtrada em membrana de 0,2
pum (Millipore®).

Determinacédo do potencial zeta

O potencial zeta das nanoemulsdes foi determinado através da mobilidade
eletroforética das goticulas. As medidas foram realizadas apds calibragdo com uma
solugdo padrao a -55mV (latex poliestireno carboxilato). Todas as analises foram

realizadas ap6s diluicdo em solugao de NaCl 1mM.

Avaliacdo morfologica das nanoemulsdes

Para avaliar a morfologia das goticulas de nanoemulsdes, as diferentes
formulagbes foram diluidas em agua na proporgédo de 1:10 (nanoemulsao:agua). Apos
diluicdo, as amostras foram adicionadas em suportes metalicos (200 mesh) de cobre
com revestimento de carbono e Formvar, sendo o contraste negativo realizado com
acetato de uranila a 2 %. Em seguida, as amostras foram mantidas armazenadas em
dessecador a vacuo por um periodo de 24 horas, e entdo submetidas a analise através

de microscopia eletrénica de transmissao.
Determinacéo da viscosidade

A viscosidade das formulagcdes foi determinada através da técnica de
viscosimetria capilar (viscosimetro de Ostwald- viscosimetro capilar Durchlaufzeit 20-

75s, Normschliff Glasgerate, Alemanha); conforme descrita na Farmacopéia Brasileira

IV edicdo (1988). Para a determinagao, transferiu-se, separadamente, um volume de
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5mL de cada formulagao para o viscosimetro e observou-se o tempo de escoamento da
amostra através do capilar. As analises foram realizadas a uma temperatura de 20° C,
em triplicata, sendo que a variagdo aceita entre as leituras é igual ou menor a um

segundo. A viscosidade relativa foi determinada através da equacéao 1.

n=Kktp (equacao 1)

Onde: n = viscosidade absoluta (cP)
k = constante do viscosimetro
t = densidade do fluido a temperatura de 20° C (g/mL)

p =tempo de escoamento (s)

O valor da constante de Ostwald (k) foi determinado experimentalmente (k =
0,0212), medindo-se o tempo de escoamento de um liquido padrdo, neste caso a agua,
e aplicando na férmula acima o valor da viscosidade da agua a temperatura de 20° C
(1,0087 cP). Para todas as amostras, a densidade foi determinada experimentalmente,
através do uso de picnémetro, sendo de 1g/mL. Os resultados foram expressos como a

meédia de trés determinagdes de dois lotes preparados de cada formulagao.

Determinacédo da tensdo superficial

A tensao superficial das formulacdes foi determinada através da utilizacdo de um
tensiébmetro interfacial Kriss modelo K8600 (Hamburgo, Alemanha), pelo método do

anel (Lecomte duNolly), calibrado com agua em aproximadamente 70mN/m.

Apos calibrado, transferiu-se, separadamente, um volume de 5mL de cada
nanoemulsao para o tensibmetro e abaixou-se o anel até mergulhar o mesmo na
formulagdo. Observou-se, entdo, a tensdo exercida pelo equipamento para romper a
interface formulagao/ar. As analises foram realizadas a uma temperatura de 20° C, em

triplicata, sendo que a variagcao aceita entre as leituras € igual ou menor a TmN/m.
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Complexacao plasmideo-nanoemulséo

Obtenc&o do plasmideo de DNA pTracer™-CMV2

O plasmideo comercialmente disponivel pTracer™-CMV2 (Invitrogen, USA) foi
transformado em células competentes de Escherichia coli DH5a (Invitrogen, Brasil). A
extragao plasmidial foi realizada utilizando o Kit Invitrogem Maxi (Invitrogen, Brasil) de
acordo com as instrugdes do fabricante. O DNA plasmidial foi precipitado em etanol
70% e reconstituido em TE (Tris-HCI/EDTA). A concentracdo de DNA plasmidial foi
determinada em espectrofotometro de UV (Pharmacia Biotech, USA), no comprimento
de onda de 260nm.

Complexacéo do plasmideo pTracer™-CMV2 com as nanoemulsdes

Foram avaliadas concentragcbes crescentes das nanoemulsées produzidas, com
uma quantidade fixa de DNA de maneira a formar complexos com diferentes relacoes
de carga [+/-]. As relagbes de carga [+/-] testadas foram 01; 0,5; 1,0; 2,0 e 3,0. As
nanoemulsdes e o plasmideo foram incubados por trinta minutos para facilitar a
formagao do complexo e entdo aplicados em gel de agarose a 1%. Como controle foi
utiizado somente o plasmideo sem nanoemulsdo associada. A eletroforese foi
realizada com tampado TBE (Tris-borato-EDTA) a 50mV. Brometo de etidio foi
empregado para visualizagado das bandas no gel de agarose e a visualizagao foi feita
através de um transiluminador de UV (UVITEC, Inglaterra). A formacado de complexo
entre o plasmideo pTracer ™M-CMV2 e as nanoemulsdes catidnicas foi verificada através

do ensaio de retengdo em gel de agarose por eletroforese.
Ensaio de estabilidade dos complexos frente a enzima DNase |
A avaliagdo da estabilidade do complexo entre o plasmideo pTracer™-CMV2 e

as nanoemulsdes catidnicas foi verificada através do ensaio com a enzima DNase |

(Invitrogen, USA). Esta enzima é capaz de digerir acidos nucléicos e foi utilizada como
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representante das nucleases do organismo humano. Apds a formagao dos complexos
nas diferentes relagdes de carga [+/-], como descrito acima, estes foram incubados por
trinta minutos com a enzima DNase | a 37 °C na presenga de tampao para enzima.
Além dos complexos foi incubado somente o pDNA, sem enzima, para verificar se as
condigdes de reagcao nao influenciavam no resultado e pDNA, com a enzima, para
mostrar a digestdo do mesmo e comprovar o bom funcionamento da enzima. Apos o
periodo de incubagao todas as amostras foram submetidas a extracdo do DNA com

fenol-cloroférmio, segundo a técnica descrita por Sambrook et al. (1989).

A verificagado de que o DNA estava protegido da acdo da enzima DNase | pela
formagao do complexo foi feita através da aplicagdo das amostras em gel de agarose
1%. Como controle foi utilizado somente o plasmideo sem nanoemulsédo associada. A
eletroforese foi realizada com tampao TBE (Tris-borato-EDTA) a 50mV. Brometo de
etidio foi empregado para visualizagado das bandas no gel de agarose e a visualizagcao

foi feita através de um transiluminador de UV (UVITEC, Inglaterra).

Caracterizacao fisico-quimica dos complexos pDNA/nanoemulsdes

A fim de avaliar a influéncia do plasmideo pTracer™-CMV2 nas propriedades
fisico-quimicas, as nanoemulsdes selecionadas foram analisadas quanto a sua
morfologia, potencial zeta e didmetro das goticulas conforme as metodologias descritas

anteriormente.

Avaliacéo da citotoxicidade das nanoemulsdes com sal de tetrazélio (MTT)

A avaliacdo da citotoxicidade das nanoemulsdes foi realizada em células de
hepatoma humano Hep G2 disponiveis no laboratério do Centro de Terapia Génica,
Centro de Pesquisas do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Essas células foram
cultivadas em meio de cultura minimo essencial (DMEM) contendo 10% de soro fetal
bovino (SFB). Em confluéncia, as células Hep G2 foram subcultivadas por tripsinizacao

com 0,25% de tripsina estéril na razdo de 1:4 a cada 4 a 5 dias.
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Em um primeiro momento foi realizada a otimizagdo do numero de células a
serem cultivadas nas placas de 96 pocos através de uma curva de numero de células x
absorvancia, bem como da concentracdo de MTT a ser utilizada e a necessidade de
ajuste de pH com tampéao Sorensen’s glicina. As células foram entdo cultivadas numa
densidade de 1x10* células/mL e incubadas a 37°C em estufa umidificada contendo 5%

de CO; por 48 horas. Foi realizado o ajuste do pH com o tampao Sorensen’s glicina.

Apos incubagéo das células Hep G2 com as nanoemulsdes da tabela 3, em seis
diferentes concentracdes, durante um periodo de 24 horas em placas de 96 pocos, o
meio foi removido e substituido por 0,5 mg/mL de solugao estéril de MTT. A solucao de
MTT foi preparada extemporaneamente em PBS 1x. As placas contendo a solugdo de
MTT foram envolvidas em papel aluminio e colocadas em estufa a 37°C com 5% de
CO; por 4 horas. A solugcdo de MTT foi removida e foram adicionados 100 uL de DMSO
a cada pocgo a fim de dissolver os cristais de azul de formazan. A densidade optica foi
medida no comprimento de onda de 570 nm utilizando um leitor de placas (Hantos,

Alemanha), antes e apds o ajuste do pH com o tampao Sorensen’s glicina.

Como controle de 100% de viabilidade celular foram utilizadas células incubadas
em meio de cultura (DMEM), enquanto que 0% de viabilidade celular foi realizado apos

incubacgéo das células com Triton x (2%).

Avaliacéo da transferéncia génica por PCR em tempo real

O DNA das amostras foi extraido com o kit Easy DNA (Invitrogen, Brasil). A
sonda e os primers utilizados no ensaio foram desenhados e sintetizados pela empresa
Applied Biosystems através de um Assay-by-Design®™ Service para ensaios de
expressdo génica. A sonda utilizada foi do tipo TagMan® MGB probes, FAM™ dye-
labeled. Os primers foram desenhados para o gene da GFP. A sequéncia do primer
forward foi 5-CCACATGGTCCTTCTTGAGTTTGTA-3’ e do primer reverse foi 5'-
GAACGGCACTGGTCAACTTG-3". A seqiiéncia da sonda TagMan® para o gene GFP
foi 5-TCCATGCCATGTGTAATC-3' e esta foi marcada com corante fluorescente FAM

na extremidade 5’ e NFQ na extremidade 3’ como quencher.
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Cada reacdo de PCR continha 10 uL de TagMan® Universal PCR Master Mix, No
AmpErase® UNG (2x), 1 uL de 20x Assay Mix (contendo os primers e sonda), 100 ng de
pDNA ou DNA da amostra, sendo o volume final de reagcdo 20uL. As condi¢des de
reagcao foram 10 minutos a 95° C, seguidos de 40 ciclos de 15 segundos a 95° C
(desnaturacdo) e 1 minuto a 60° C (anelamento e extensao). Todas as reagdes foram
realizadas em duplicata utilizando o equipamento ABI PRISM® 7500 SDS (Applied
Biosystems, USA).

Andalise estatistica

Para todos os experimentos, os resultados obtidos foram avaliados através da
Andlise da Variancia (ANOVA) e a comparagdo dos resultados obtidos entre as
formulagdes foram analisados através de teste “t” de Student, considerando-se um nivel

de significancia de 0,05.
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Otimizac&o das nanoemulsdes obtidas por emulsificagdo espontanea

A figura 1 apresenta o didmetro de goticula e indice de polidispersidade das
nanoemulsoes, isentas do lipideo catidnico estearilamina (PC), em fungdo do volume
(A) e relagdo de volume dos solventes etanol e agua (B) utilizado durante o

procedimento de emulsificacdo espontanea.
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Figura 1. Diametro médio (barras) e indice de polidispersidade (simbolos) das
nanoemulsdes obtidas em auséncia de lipideo catidnico, utilizando
diferentes quantidades (A) ou relagdes (B) dos solventes etanol/agua.
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Como pode ser observado na figura 1A, o aumento progressivo da quantidade
dos solventes etanol e agua (10/20 a 50/100), empregado na obtencdo das
nanoemulsdes, conduz a uma redugao progressiva do didametro médio das goticulas, de
cerca de 500 a 250 nm, até a relagdo 30/60, a partir da qual o didmetro médio das
goticulas permanece praticamente inalterado. O uso de quantidades adicionais de
ambos os solventes (nos volumes 40/80 e 50/100) nado influenciou de maneira
significativa (p<0,05) o didametro médio das goticulas. De maneira similar, o indice de
polidispersidade decresce com o aumento progressivo da quantidade de etanol e agua
utilizada até a relagdo 30/60. A partir desta condigao, foi detectado um indice de

polidispersidade proximo a 0,2.

Partindo-se da relacdo 30/60, perfazendo um volume total de 90 mL, em uma
segunda etapa foi avaliada a influéncia da relagdo entre os solventes etanol e agua
sobre o diametro médio e indice de polidispersidade (figura 1B). Os resultados
demonstram uma pequena redugdo do diametro médio de goticula com o aumento
crescente da quantidade de etanol e redugcdo do volume de agua empregado, até a
relagdo 30/60. Nesta condicao observa-se que o indice de polidispersidade permanece
préximo a 0,2. Em contrapartida, para os volumes 40/50 e 50/40, detectou-se um
aumento significativo (p<0,05) do didmetro médio das nanoemulsdes atingindo cerca de
700 nm na maior relagdo 50/40 (etanol/agua) utilizada. Para esta relacéo detectou-se,
também, o maior indice de polidispersidade das formulagcdes de cerca de 0,8. O
conjunto dos resultados obtidos nesta etapa permitiu selecionar a relagao 30/60 para os

estudos subsequentes.

Propriedades fisico-quimicas das hanoemulsdes catidnicas

Utilizando-se as condi¢des de emulsificagdo espontanea, estabelecidas na etapa
anterior, foram preparadas nanoemulsdes catidnicas contendo quantidades crescentes
do lipideo catidnico estearilamina de 0,02 até 20 mM, bem como da formulacéo controle
isenta do lipideo catibnico. Os resultados relativos a determinagdo do pH estao

apresentados na figura 2.
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Figura 2. pH das nanoemulsbes contendo concentragées crescentes do lipideo
catibnico estearilamina.

Conforme pode ser observado na figura 2, o pH da formulagéo isenta do lipideo
catibnico estearilamina é de cerca de 6,0. A adicdo crescente de estearilamina conduz
a um aumento significativo (p<0,05) e progressivo do pH final das nanoemulsdes
catibnicas. Este aumento estd compreendido entre cerca de 8,0 (para a menor
concentragdo de estearilamina: 0,02 mM) e 10,0 (para a maior concentragdo de

estearilamina: 20,0 mM).

Independente da concentracéo de estearilamina utilizada (0,02 até 20 mM), o pH
de todas as nanoemulsdes catibnicas foi ajustado até cerca de 7,0, com solugéo de
acido cloridrico, previamente a caracterizacdo das propriedades fisico-quimicas das
nanoestruturas. A figura 3 apresenta os resultados obtidos na avaliagdo do didmetro
médio de goticulas (3A), da viscosidade (3B), do potencial zeta (3C) e da tensao
superficial (3D) das nanoemulsdes contendo quantidades crescentes do lipideo
catiénico estearilamina, bem como da formulagdo controle isenta de lipideo catiénico
(PC).
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Figura 3. Diametro médio de goticula (A), viscosidade (B), potencial zeta (C) e

tenséo superficial (D) das nanoemulsdes em fun¢do da concentracdo de
estearilamina utilizada.

Conforme a figura 3A, excetuando-se a concentracdo 0,2 mM de estearilamina,
todas as outras apresentaram didametro médio e indice de polidispersidade inferiores a
300 nm e 0,2, respectivamente. Independente da quantidade de estearilamina

adicionada, a viscosidade das formulacdes foi inferior a 2,0 cP (3B). Da mesma forma,
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a tensdao superficial (3D) observada foi similar para todas as formulagdes,
compreendida entre 29 e 32 mN/m. Em relagdo aos resultados do potencial zeta (3C),
observa-se um valor negativo, de cerca de -30 mV, para a formulagao isenta de lipideo
catibnico. De forma similar, as formulagdes contendo as menores concentragdes de
lipideo catiénico (0,02 e 0,2 mM) apresentaram valores negativos. Em contrapartida, a
adicdo de 1, 2 e 20 mM de esterilamina conduziu a inversdo do potencial zeta, para
valores positivos, até cerca de + 50 mV para as concentracdes mais elevadas de lipideo

catiébnico.

Com base nos resultados obtidos, em especial nos estudos de potencial zeta, a
concentragéo do lipideo catidénico estearilamina 2 mM foi selecionada para os estudos
subsequentes. A tabela 4 apresenta as propriedades fisico-quimicas das formulacdes
compostas dos fosfolipideos isolados, DSPC, DOPC, DSPE e DOPE, bem como das
formulagcoes PC/EA e PC. Todas as formulagdes foram obtidas utilizando-se a relagao

etanol/agua 30/60, conforme condigbes previamente estabelecidas neste estudo.

Em uma etapa prévia a avaliacdo das propriedades fisico-quimicas das
nanoemulsdes, o pH das formulagcbes DSPC e DOPC foi ajustado a cerca de 7,4.
Contudo, no caso especifico das formulagbes DSPE e DOPE, foi necessario o ajuste do
pH da fase aquosa previamente ao procedimento de emulsificacdo espontanea a fim de
viabilizar a formacao da nanoestrutura. Desta forma, o pH final de todas as formulagdes
foi ajustado a cerca de 7,4. Os resultados relativos a avaliacdo do diametro médio de
goticula, potencial zeta, tensao superficial e viscosidade das nanoemulsdes catidnicas

estao apresentados na tabela 4.
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Tabela 4. Propriedades fisico-quimicas das nanoemulsdes catidnicas contendo os
diferentes fosfolipideos.

Diametro Potencial zeta  Tensao superficial Viscosidade
(nm) (mV) (mN/m) (cP)
PC/EA 264119 +5415,0 32+0,7 1,840,12
DSPC/EA 267133 +67+1,7 36+0,1 3,8+0,02
DOPC/EA 271+12 +67+2,8 36+0,3 3,5+0,05
DSPE/EA 27710 +61+7,6 39+3,5 1,740,03
DOPE/EA 286121 +68+3,0 29+0,3 2,4+0,37

Os resultados representam a média + desvio padrao de trés experimentos.

Os resultados obtidos demonstram valores compreendidos entre cerca de 260 e
280 nm independente do uso de lecitina de gema de ovo ou dos fosfolipideos isolados
na composicdo das nanoemulsdes. Entretanto, a viscosidade das formulacdes
utilizando os fosfolipideos de porgéo polar PC foi fortemente influenciada chegando a
3,8 cP para a formulacdo DSPC/EA. Independente do tipo de fosfolipideo isolado
empregado, observa-se, em todos os casos, valores de potencial zeta superiores para
as formulacbes em relacdo aquela estabilizada pela mistura binaria lecitina e
estearilamina (PC/EA). No que se refere a tensao superficial, os valores variaram entre

29 e 39 mN/m, similares ao observado para a formulagdo PC/EA.
Complexacdo do pDNA com as nanoemulsdes
A figura 4 apresenta os experimentos de retardamento de migragdo do pDNA em

gel de agarose por eletroforese em diferentes relagdes de carga [+/-] lipideo
catibnico/pDNA: 0,1; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0.
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Figura 4. Migracao do pDNA a partir dos complexos formados entre o pDNA e as
nanoemulsdes PC (A), PC/EA (B), DSPC/EA (C), DOPC/EA (D), DSPE/EA
(E) e DOPE/EA (F) em gel de de agarose 1% por eletroforese. Legenda:
(M): marcador de peso molecular de 1Kb, (DNA): plasmideo, (0,1; 0,5; 1; 2;
3): relagcédo de cargas nanoemulsdes/pDNA.
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A figura 4A demonstra, primeiramente, a migragdo do pDNA a partir das
nanoemulsdes isentas do lipideo catibnico estearilamina (PC), independente da
quantidade de fase interna utilizada. Este resultado indica que nao existe complexagcao
do acido nucléico com as nanoestruturas, estando o pDNA soluvel na fase externa das
nanoemulsdes. Em contrapartida, independente do tipo de fosfolipideo utilizado, para
todas as nanoemulsdes catidnicas, contendo estearilamina, observa-se a retencdo do
complexo no ponto de aplicagdo a partir da relagdo de cargas [+/-]=0,5, indicando a
formacdo do complexo. Contudo, para a formulacdo DSPE/EA, a retencédo total da

migragao ocorre a partir da relagéo de cargas [+/-]=1,0.

Em uma segunda etapa, foram caracterizados os complexos formados entre o
pDNA e as nanoemulsdes catidnicas através da determinacdo do didmetro médio de
goticula e potencial zeta (tabela 5), bem como através da caracterizacdo da morfologia
dos complexos formados através de microscopia eletronica de transmissao (figura 5)
com contraste negativo obtido com o uso de acetato de uranila a 2 %. Esses estudos

foram realizados com complexos preparados na relagao de cargas [+/-]=2,0.

Tabela 5. Propriedades fisico-quimicas dos complexos pDNA/nanoemulsdes catidnicas
contendo os diferentes fosfolipideos na relagao de cargas [+/-]=2,0.

Diametro de goticula Potencial zeta
(nm) (mV)
PC 325+6 -47+11
PC/EA 296+2 +5242
DSPC/EA 307+4 +52+3
DOPC/EA 301+23 +61+4,5
DSPE/EA 300+28 +55+3,5
DOPE/EA 309+2 +57+3,8

Os resultados representam a média + desvio padrao de trés experimentos.

62



Figura 5. Fotomicrografias (MET) dos complexos formados entre o pDNA e as
nanoemulsdes PC (A), PC/EA (B), DSPC/EA (C), DOPC/EA (D), DSPE/EA
(E) e DOPE/EA (F) na relagao de cargas [+/-]=2,0. Aumento de 100.000x.
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Como pode ser observado na tabela 5, os complexos pDNA/nanoemulsdes
catidnicas apresentaram diametro médio de goticula compreendido entre 296 e 309 nm.
A formulacao isenta de lipideo catidnico (PC) apresentou o maior didametro médio de
325 nm. Estes resultados sao, em todos os casos, superiores aos observados para as
formulagdes antes da complexacdo do pDNA, conforme pode ser observado na tabela

4. Contudo, o indice de polidispersidade, permaneceu entre 0,2 e 0,3.

Em relacdo a carga de superficie, detectaram-se valores de potencial zeta
positivo dos complexos obtidos a partir das nanoemulsdes catidnicas, de acordo com a
relacdo de cargas [+/-]=2,0. O potencial zeta foi reduzido (em mdédulo) em até cerca de
15 mV no caso especifico da formulacdo DSPC/SA. A formulacdo PC apresentou um
valor de potencial zeta negativo, de cerca de -47mV, em maodulo, significativamente

superior ao encontrado antes da complexacao.

Em relagdo ao estudo de microscopia, as fotomicrografias revelam goticulas de
Oleo dispersas de forma esférica com borda definida e corada pelo acetato de uranila
(reagente de contraste). Nao foi detectada uma influéncia marcante do tipo de
fosfolipideo utilizado, da presenga do lipideo catidnico estearilamina, ou ainda, da
presenca o pDNA sobre a morfologia das estruturas. As fotomicrografias revelam
goticulas de 200-300 nm, da mesma ordem de grandeza, dos valores detectados

através da técnica de espalhamento de luz dindmico.

Estabilidade frente a DNase |

A figura 6 apresenta os resultados relativos ao estudo de estabilidade do pDNA
complexado com as nanoemulsdes obtidas a partir dos diferentes fosfolipideos frente a
enzima DNase |, bem como da nanoemulsao controle PC. Os complexos foram
preparados em diferentes relagées de carga [+/-] lipideo catibnico/pDNA de 0,1; 0,5;
1,0; 2,0; 3,0. Apds, 30 minutos de incubacdo dos complexos com a enzima DNase |,

estes foram depositados em gel de agarose e submetidos a eletroforese.
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Figura 6. Migragao do pDNA a partir dos complexos formados entre o pDNA e as
nanoemulsdes PC (A), PC/EA (B), DSPC/EA (C), DOPC/EA (D), DSPE/EA
(E) e DOPE/EA (F) em gel de de agarose 1% por eletroforese, apoés 30
minutos de incubagdo com a enzima DNase |. Legenda (M): marcador de
peso molecular de 1Kb, (DNA): plasmideo, (a):pDNA controle da reagao de
digestéo, (b): pDNA+DNase I, (0,1; 0,5; 1; 2; 3): relagdo de cargas
nanoemulsdes/pDNA.
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A figura 6 demonstra a presenca de bandas caracteristicas do pDNA intacto,
apoés incubacdo com a DNAse |, obtido apds a extragdo dos complexos formados com
as nanoemulsdes catidnicas. Os resultados foram similares para as formulacdes
obtidas com os diferentes fosfolipideos. Em contrapartida, ndo foi detectada banda
caracteristica do pDNA complexado com a nanoemulsido isenta de lipideo catidnico
(PC), demonstrando a completa degradacdo do acido nucléico nas condigbes

experimentais estudadas.
Avaliacao da citotoxicidade

Nesta etapa do trabalho foi avaliada a toxicidade das nanoemulsdes e seus
complexos com pDNA sobre células Hep G2, utilizando o ensaio de MTT. Em uma
etapa prévia, contudo, foi necessaria a otimizagdo das condi¢cbes experimentais em
relacdo ao nimero de células a serem cultivadas por ponto da placa (3x10° a 30x10%) e
a concentragao de reagente MTT (0,5 e 5 mg/mL) a ser utilizada (figura 7), bem como a

influéncia da adicao do tampao Sorensen’s glicina sobre o pH final (figua 8).
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Figura 7. Relagéo entre absorvancia e numero de células Hep G2 antes da adi¢do do
tampao Sorensen’s glicina. As células Hep G2 (2x10° a 30x10°) foram

plaqueadas, incubadas durante 24 horas, tripsinizadas e incubadas com
MTT 0,5 mg/mL (o) ou 5 mg/mL (m).
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Figura 8. Relagédo entre absorvancia e numero de células Hep G2 apds adigédo do
tampao Sorensen’s glicina. As células Hep G2 (2x10° a 30x10%) foram
plaqueadas, incubadas durante 24 horas, tripsinizadas e incubadas com
MTT 0,5 mg/mL (o) ou 5 mg/mL (e).

A figura 7 demonstra que existe uma relagao linear entre a quantidade de células
e a absorvancia medida nas condi¢cdes experimentais avaliadas, com coeficiente de
correlacdo superior a 0,99. Os resultados obtidos sdo similares para as duas
concentracdes da solugcao de MTT utilizadas, indicando que nao existe uma influéncia
significativa da concentragdo do reagente sobre a absorvancia detectada. Por outro
lado, independente da concentragdo de MTT, a adigado do tampé&o de ajuste de pH nao
conduz a variagdes dos valores de absorvancia medidos. Quanto ao numero de células
foi selecionada a quantidade de 1x10* células, uma vez que esta quantidade encontra-
se na faixa de linearidade do ensaio. Por razées econémicas, a concentragdo de MTT

utilizada nos estudos subsequentes foi de 0,5 mg/mL com e sem ajuste de pH.
Os resultados relativos a toxicidade das nanoemulsdes e seus complexos com

pDNA em diferentes relagdes de carga [+/-], antes e apds o ajuste de pH, estdo

apresentados nas figuras 9 e 10, respectivamente.
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Figura 9. Viabilidade das células Hep G2 apds incubacao durante 24 horas com
quantidades crescentes das nanoemulsées PC (¢), PC/EA (o), DSPC/EA
(A), DOPC/EA (A), DSPE/EA (o) e DOPE/EA (m) antes (A) e apés (B) o
ajuste com o tampé&o Sorensen’s glicina.
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Figura 10.Viabilidade das células Hep G2 apds incubacéo durante 24 horas com as
nanoemulsdes PC (¢), PC/EA (o), DSPC/EA (A), DOPC/EA (A), DSPE/EA
(o) e DOPE/EA (m) complexadas com o pDNA em diferentes relagdes de
carga [+/-] antes (A) e ap0s (B) o ajuste com o tamp&o Sorensen’s glicina.



Os ensaios de citotoxicidade apresentados na figura 9 demonstraram que a
adicdo de quantidades crescentes das nanoemulsdes catidnicas, e consequentemente,
do lipideo catibnico estearilamina, conduz a uma toxicidade progressiva sobre as
células Hep G2, independente do pH do meio. Dentre as formulagdes estudadas,
aquelas obtidas a partir da lecitina de gema de ovo (PC/EA) e dos fofolipideos isolados
DOPC (DOPC/EA) e DOPE (DOPE/EA) mostraram-se como as mais toxicas,
observando-se, para a concentracdo mais elevada de fase interna, a reducédo da
viabilidade celular em até 80 %. Em contrapartida, a viabilidade celular, apds a
incubagao das células Hep G2 com nanoemulsées DSPC/EA e DSPE/EA, foi de cerca
de 60 e 40 % para a concentracao de 500 ug/mL de fase interna, respectivamente. A
formulagéo controle PC apresentou viabilidade de cerca de 80 % na concentragdo mais

elevada de fase interna.

A figura 10 indica a maior toxicidade dos complexos de maior relagédo de cargas
[+/-] nanoemulsdes catidnicas/pDNA sobre as células Hep G2. Os resultados, de
maneira global, demonstram a mesma tendéncia detectada para as nanoemulsdes;
uma reducao mais acentuada da viabilidade celular das formulagcdes PC/EA, DOPC/EA
e DOPE/EA em relacdo a DSPC/EA e DSPE/EA. A formulagao PC apresentou a menor

toxicidade nas condi¢gdes estudadas.

Avaliacao da transferéncia génica

Na ultima etapa do trabalho foi realizado um ensaio preliminar para verificar as
potencialidades do uso das nanoemulsdées como um sistema de transferéncia génica,

através da técnica de PCR em tempo real.

Neste estudo foi utilizada uma sonda TagMan® (Applied Biosystems, USA)
desenhada especificamente para o gene GFP, isto porque o emprego das sondas
garante a especificidade da detecgdo. Em uma etapa prévia a determinagéo da
quantidade de DNA, a sua extracao foi realizada manualmente, utilizando-se um kit
comercial. A tabela 6 demonstra os resultados obtidos para as formulagées, bem como

para o controle positivo lipofectamina.
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Tabela 6. Quantidade de DNA do gene GFP detectada no ensaio de transfecgdo das
células Hep G2 com os complexos pDNA/nanoemulsdes catibnicas através da
determinagao por PCR em tempo real.

Formulagao Quantidade de DNA do gene GFP
pg £ d.p.

PC® 0,94 + 0,82

PC/EA® 22,6 + 54

DSPC/EA® 38,0+ 9,4

DSPE/EA® 17,0 £ 2,1

DOPC/EA® 5,5+0,85

DOPE/EA® 4,0 + 0,64

Lipofectamina 55+ 60,8

Células® 24+23

IO complexo com a formulacéo controle PC foi realizado com quantidade equivalente de fase interna da
relacdo de cargas [+/-]=2,0.

® Todos os complexos nanoemulsdes/pDNA foram obtidos na relacio de cargas [+/-]=2,0.

10 numero de células utlizado no estudo de transfecgéo foi de 2x10° / pogo.

Dentre as diferentes formulagdes testadas, a maior quantidade de DNA de GFP
detectada (38 pg) foi a partir do uso da nanoemulsdo DSPC/EA. As formulagdes
DSPE/EA e PC/EA apresentaram valores infeiores entre 17 e 22 pg. Para as emulsdes
DOPC/EA, DOPE/EA, bem como para a formulacdo PC controle, observam-se as
menores quantidades de DNA de GFP, similar ao valor das células. Em contrapartida, a
maior eficiéncia de transfeccdo detectada foi para o controle positivo lipofectamina, um

lipossoma comercial contendo DOSPA/DOPE, em torno de 55 pg.
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A primeira etapa deste estudo descreve a otimizagdo das condigcdes de
emulsificacdo espontanea visando a obtencdo de nanoemulsbées monodispersas de
reduzido didmetro de goticula. Para tanto, foi avaliada a influéncia da quantidade e
relacdo dos solventes (etanol e agua) sobre o didmetro médio das nanoemulsbes. O
etanol foi selecionado uma vez que € um solvente miscivel com agua, classificado
como de baixo potencial toxico (B.P., 1999) no qual os componentes da fase oleosa séo
soluveis (SHCHIPUNOV, 2002). Os resultados demonstram que o aumento crescente
da quantidade de solventes conduz a redugédo progressiva do diametro das
nanoestruturas. Este pode estar relacionado com o aumento da velocidade de difusao
do etanol em agua, em consequéncia da redugcao da concentragcdo dos componentes
da fase interna no sistema. A velocidade de difusdo do solvente organico em agua tem
sido descrita como uma das principais propriedades que influencia o didmetro de
estruturas obtidas a partir de metodologias de deslocamento de solvente, como a
emulsificagao espontanea e nanoprecipitacao (BOUCHEMAL et al., 2004; WHERLE et
al., 1995). Contudo, esta reducéo é progressiva, até a relagdo 30/60, a partir da qual,
nao se observa uma redugdo suplementar do didmetro de goticula. Esse resultado
sugere que a partir de uma determinada concentragdo, o soluto ndo exerce uma
influéncia significativa na velocidade de difusdo do solvente organico em agua. Em
contrapartida, partindo-se do volume total de solvente de 9 mL, as diferentes relagdes
entre etanol e agua ndo conduziram a uma redugcéo marcante do didmetro de goticula.
Contrariamente, o aumento da quantidade de etanol, e consequente reducao de agua,
conduzem a um aumento significativo do diametro e polidispersdo da amostra,
indicando a necessidade de uma relagédo 6tima entre a quantidade de solvente organico

e 0 meio de difusdo (agua) no controle do diametro das nanoemulsdes.

Nas condi¢cbes otimizadas, etanol/agua na relacdo 30/60, foram preparadas
nanoemulsdes catibnicas contendo quantidades crescentes de estarilamina. Esta fase
teve por objetivo otimizar a quantidade de estearilamina a ser utilizada, uma vez que
estes tensoativos conduzem a uma carga de superficie positiva na interface 6leo/agua
disponivel para a complexagéao dos acidos nucléicos, atraveés de interacéo eletrostatica.
Uma maior carga de superficie positiva esta relacionada com um maior numero de

sitios de interacao para o pDNA.
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Em uma primeira etapa, o pH das nanoemulsdes catibnicas foi determinado
(figura 2). A adicéo crescente de estearilamina conduz a um aumento progressivo do
pH final das formulagdes até cerca de 10, indicando o efeito do grupamento amina
primaria deste tensoativo catibnico sobre esta propriedade. Considerando-se o pK do
lipideo catibnico estearilamina de 10,6 (ELBAZ et al.,, 1996), o pH de todas as
nanoemulsdes catidnicas foi ajustado a cerca de 7,0, previamente a avaliagdo das
propriedades fisico-quimicas, visando a obtengdo de uma interface, em teoria,

completamente ionizada.

Nestas condicbes, o potencial zeta detectado para as formulacdes isentas de
lipideo catibnico € negativo de cerca de -30 mV (figura 3). Esse resultado pode ser
atribuido & presenca de fosfolipideos acidos da lecitina de gema de ovo (Lipoid E-80®),
carregados negativamente na interface das goticulas, como a fosfatidilserina, acido
fosfatidico, lisofosfatidilcolina e fosfatidilinositol (CHANSIRI et al., 1999; LI e TIAN,
2002; YANG e BENITA, 2000), no pH final das formulag¢des. A adicdo de estearilamina
a nanoemulsdo conduz a inversdo do potencial zeta para valores positivos,
demonstrando a localizagdo deste lipideo catibnico na interface o6leo/agua. Nas
menores concentracbes de estearilamina (0,02 e 0,2 mM) observa-se um valor de
potencial zeta negativo sugerindo que o numero de espécies carregadas negativamente

€ superior aos de moléculas de carga positiva.

A carga de superficie das nanoemulsées contendo o lipideo catibnico
estearilamina aumenta progressivamente até cerca de 50 mV para a concentragao 2
mM, de acordo com resultados descritos previamente por Martini (2005). Contudo,
quantidades suplementares de estarilamina (20 mM) ndo conduzem a um aumento do
potencial zeta das formulagdes. Esses resultados sugerem a saturacdo da interface
pelo lipideo catidnico, conforme proposto por alguns autores (KIM et al., 2003; JEONG
et al., 2001). Recentemente, entretanto, Rabinovich-Guilatt et al. (2004) demonstraram
que a manutencado do potencial zeta constante de nanoemulsdes catidnicas contendo
concentragdes crescentes do lipideo catidnico oleilamina pode ser consequéncia do

elevado pH de interface desses nanosistemas. Em um pH final de 7,7 os autores
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descreveram para as emulsdes contendo 9,3 mM de oleilamina um pH de interface de
9,6. A OA é um lipideo catibnico que apresenta grupo funcional amina primaria como a
estearilamina, diferindo desta, apenas na cadeia hidrocarbonada monoinsaturada.
Desta forma, os autores sugerem que neste ambiente alcalino na interface oleo/agua
pode ocorrer uma redugao da ionizacdo das moléculas de lipideo catibnico e assim
reduzir a sua contribuicdo para a carga global positiva do sistema, mantendo o
potencial zeta constante.

Com base nestas observagdes e considerando a potencial toxicidade intrinseca
dos lipideos catibnicos (BRAZEAU et al., 1999), a menor concentragdo do lipideo
catidnico estearilamina (2 mM) que conduz ao maior potencial zeta foi selecionada para
os estudos subsequentes. A substituicdo da lecitina de gema de ovo pelos fosfolipideos
isolados (DSPC, DOPC, DSPE e DOPE) conduziu, em todos os casos, a valores
superiores de potencial zeta em comparacdo ao detectado para a formulagcdo PC/EA
(tabela 4). Esses resultados sugerem que nas formulagdes utilizando fosfolipideos
isolados nao existe a neutralizagdo de uma parcela das moléculas de estearilamina
pelos fosfolipideos carregados negativamente presentes na lecitina de gema de ovo,

como mencionado anteriormente.

A adi¢ao de quantidades crescentes do lipideo catidbnico conduz a valores que
sdo, em todos os casos, compreendidos entre 250 e 350 nm, de acordo com a
literatura, indicando uma influéncia preponderante das condicbes de emulsificacdo
espontanea sobre o didmetro das goticulas das nanoemulsdées (ALVES et al., 2006;
BOUCHEMAL et al., 2004; MARTINI et al., 2007). O maior didametro médio e indice de
polidispersidade foi detectado para a formulagcdo contendo estearilamina na
concentragédo de 0,2 mM, de cerca de 350 nm e 0,6, respectivamente. Esse resultado
pode estar relacionado com o menor valor de potencial zeta detectado podendo indicar

a formacgéao de agregados das goticulas da fase interna.

A substituicdo da lecitina de gema de ovo pelos fosfolipideos isolados exerce

apenas uma pequena influéncia no didmetro de goticula das nanoemulsdes (tabela 4),
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indicando, mais uma vez, a influéncia do procedimento de emulsificacdo sobre o
diametro. Contudo, observa-se o efeito da natureza do fosfolipideo empregado sobre a
viscosidade das nanoemulsdes. As formulagcdes obtidas a partir do uso dos
fosfolipideos isolados DSPC e DOPC apresentaram viscosidade significativamente
superior as outras formulagdes, sugerindo o efeito da cabega polar fosfatidilcolina sobre
esta propriedade. Esses resultados podem estar relacionados com a ionizagdo da
porcao polar (colina ou etanolamina) sobre a viscosidade do sistema e necessitam de

uma investigacdo mais aprofundada.

Independente da natureza do fosfolipideo empregado na composi¢cdo das
nanoemulsdes, a complexagdo do pDNA com as nanoestruturas foi verificada através
do ensaio de retardamento de migragcdo do pDNA em gel de agarose. As interagdes
eletrostaticas entre os grupamentos carregados positivamente dos lipideos catiénicos e
os grupamentos fosfato dos acidos nucléicos carregados negativamente tém sido
consideradas como a forga principal na complexagdo de nucleotideos na interface
Oleo/agua das nanoemulsdes (TEIXEIRA et al., 2001a, 2001b; TRIMAILLE et al., 2003).
Neste estudo, a elevada carga de superficie compreendida entre cerca de +54 a 68 mV
conduziu a adsorcdo completa do pDNA as nanoestruturas a partir da relagdo de
cargas [+/-]=1,0. Contrariamente, a figura 4A demonstra a migragcdo do pDNA
associado com a formulacdo controle isenta do lipideo catibnico estearilamina,
indicando o envolvimento das interagdes eletrostaticas na adsorcdo do pDNA com as

nanoemulsodes.

Essas interagdes eletrostaticas estabelecidas entre os grupamentos fosfato do
pDNA e os lipideos catibnicos presentes na interface O/A das nanoemulsdes
protegeram a degradacdo do pDNA pela enzima DNAse | (figura 6). Nas mesmas
condicdes experimentais, o pDNA associado com a nanoemulsdo controle PC foi
completamente degradado n&do sendo detectada banda caracteristica do mesmo. Esses
resultados demonstram que o pDNA associado aos grupamentos amina primaria do
lipideo catidnico estearilamina forma um complexo estavel protegendo a degradacgao do

acido nucléico. Podem ser visualizadas as trés isoformas do pDNA, circular aberto,
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linear e super compactada, mesmo apods a extragcdo das nanoemulsdes catidnicas e
migragdo nos geéis de agarose. Relatos da protecdo da degradacdo de plasmideos
complexados com emulsdes catidnicas, frente ao ataque de nucleases, tém sido feitos
por outros autores (BARUT et al., 2005; BIVAS-BENITA et al., 2004).

A avaliacdo da citotoxidade do vetor € uma condic&o prévia essencial ao estudo
de transferéncia génica. Diversas técnicas colorimétricas tém sido empregadas com
esta finalidade. O ensaio de MTT tem sido amplamente utilizado uma vez que é
considerada uma técnica versatil, rapida e precisa para a quantificacido da toxicidade
em diferentes linhagens celulares. O sinal gerado nesse ensaio € dependente do grau
de ativacdo das células podendo este método ser utilizado para medir a citotoxicidade
ou proliferacdo. O ensaio baseia-se na habilidade de células vivas, sob acdo da enzima
desidrogenase de mitocOndrias ativas, de reduzir de maneira quantitativa um corante
amarelo soluvel em agua, MTT, a um produto formazan roxo insoluvel em agua, o MTT
formazan (MOSMANN, 1983; PLUMB et al., 1989). Desta forma, no ensaio de MTT nao
sdo0 necessarias etapas de lavagem para a remogdo do MTT do meio de cultura
previamente a solubilizagdo do produto formado (MTT formazan) uma vez que o
produto e o substrato absorvem em diferentes comprimentos de onda (MOSMANN,
1983). Contudo, varios parametros devem ser otimizados visando a padronizagao das
condicdes experimentais para cada produto estudado, como por exemplo, o nimero de
células utilizadas, a concentragado do reagente MTT, o tempo de incubagao e o tempo

de exposicao a substancia teste.

Sabe-se que o espectro de absor¢do do MTT formazan varia de acordo com o
numero de células. Diversas tentativas de utilizar o ensaio falharam em demonstrar
uma relacao linear entre a produgao do MTT formazan e o numero de células em altas
densidades e valores de absorvancia maiores que 0,8. Isto €& particularmente
importante, uma vez que, neste ensaio 0 maior numero de células ocorre no controle. A
viabilidade das células, apds tratamento, é portanto determinada como um percentual
de viabilidade relativo ao controle. Neste sentido, Plumb et al. (1989) sugerem o uso de

até 2x10* células por poco visando a linearidade do método. Neste estudo, o método
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mostrou-se linear para concentracdes de células compreendidas entre 3x10% e 30x10°,
com coeficientes de correlagcado superiores a 0,99 para as duas concentracdes de MTT
testadas (0,5 e 5 mg/mL). Por outro lado, a adicdo de uma concentragdo 10 vezes
superior do reagente MTT conduziu apenas a um pequeno aumento das absorvancias
medidas, indicando, provavelmente, uma saturagdo do sistema. Desta forma, um
numero de 1x10* células por poco e o uso da concentracdo final de 0,5 mg/mL foram

consideradas como as condi¢gdes padronizadas de analise.

Em uma etapa subsequente, foi avaliada a influéncia do pH sobre as
absorvancias medidas, uma vez que o espectro de absorcdo do MTT formazan pode
variar de acordo com o pH do meio (PLUMB et al., 1989). Em baixa quantidade de
células e alto pH, o maximo de absorcao é detectado no comprimento de onda de 560 a
570 nm. Entretanto, em alta quantidade de células e baixo pH, existem dois maximos
de absor¢dao, um em 510 e o outro em 570 m. De acordo com Plumb et al. (1989), a
adicdo de um tampao com pH 10,5 ao produto de MTT formazan solubilizado pode
sobrepor os efeitos de densidade celular e presenca de meio de cultura na absorgao.
Contudo, os resultados obtidos foram similares aqueles detectados antes da adi¢ao do
tampao Sorensen’s glicina, sendo portanto facultado na curva de numero de células o

uso do tampao.

Nas condicbes experimentais padronizadas foi avaliada a toxicidade das
diferentes nanoemulsdes sobre as células Hep G2, através do ensaio de MTT. Os
resultados (figura 9) demonstram a redugdo progressiva da viabilidade das células Hep
G2 com a adigdo crescente das nanoemulsdes catibnicas. No caso especifico da
formulagcao PC/EA, a viabilidade das células Hep G2 decresce progressivamente com a
incubagdo de concentragdes crescentes da nanoemulsao até cerca de 20 % para a
maior concentragdo de emulséo; o ICsy foi de 130 ug/mL (tabela 7). Em contrapartida, a
formulacao controle isenta de lipideo catibnico PC nao se mostrou tdéxica na faixa de
concentracdo utilizada. Esses resultados indicam o efeito preponderante do lipideo
catibnico estearilamina sobre a toxicidade da formulacdo. Existem relatos da interacao

de lipideos catidnicos a superficie carregada negativamente das membranas celulares

80



podendo causar neutralizagao de cargas, distor¢ao celular, lise e aglutinacédo, e além
disso, os lipideos catibnicos podem se ligar ao nucleo celular e membranas internas e
interferir em fungdes enzimaticas (BRAZEAU et al.,, 1998; SENIOR et al.,, 1991). A
toxicidade intrinseca de lipideos catibnicos monocatenarios como a estearilamina, em
outros sistemas lipidicos, como os lipossomas e nanoparticulas lipidicas sélidas, foram
descritos por outros autores. Senior et al. (1991) relacionam esta toxicidade celular com
a labilidade destes lipideos monocatenarios nas interfaces e a possibilidade de

migracao desta regido e interagdo direta com as membranas das células.

Tabela 7. IC5y das diferentes nanoemulsées e complexos com pDNA antes e apds
adicdo do tamp&o Sorensen’s glicina (SG).

ICs0 (ng/mL)? ICs0 [+/-]°
Formulagcao Sem SG Com SG Sem SG Com SG
PC/EA 130 120 4,0 4,0
DSPC/EA ND® ND° ND° ND°
DOPC/EA 100 100 4,0 4,0
DSPE/EA 350 350 ND° ND°
DOPE/EA 125 125 4,5 4,5

1O 1Cs representa a quantidade de fase interna (ng/mL) que reduz a viabilidade celular em 50%.
P10 ICx, representa a relacéo de cargas dos complexos (50 ng pDNA) que reduz a viabilidade em 50%.
[IND: n&o detectada. A redugéo da viabilidade n&o alcanga 50%.

Muito embora a toxicidade das nanoemulsdes catibnicas esteja fortemente
relacionada com a presenca e quantidade do lipideo catibnico estearilamina, o efeito
dos fosfolipideos, considerados como co-tensoativos, foi igualmente observado. A
viabilidade das células Hep G2 decresce até cerca de 20 % com a adigdo progressiva
das formulacbes DOPC e DOPE, de modo similar a formulagdo PC/EA. Em
contrapartida, o uso dos fosfolipideos DSPC e DSPE conduz a uma reducido da
toxicidade dos sistemas (tabela 7), em alguns casos nao tendo sido possivel a detecgao
de 50 % da viabilidade celular. A estrutura quimica dos fosfolipideos empregados esta

apresentada na figura 11.
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Figura 11.Estrutura quimica dos fosfolipideos utilizados neste estudo.

Esses resultados podem ser relacionados com a temperatura de transicdo de
fases desses fosfolipideos; para a DOPC e DOPE o valor é negativo de -16 e -22° C,
respectivamente, enquanto que para DSPC e DSPE, o valor é positivo de 58 e 74 ° C,
respectivamente. A lecitina de gema de ovo nao apresenta uma temperatura unica uma
vez que é composta de uma mistura de fosfolipideos saturados e insaturados, contudo,
a sua temperatura € considerada negativa (FATTAL et al., 1993). A temperatura de
transicao de fases pode ser definida como a temperatura na qual uma membrana passa
da forma gel para a fase liquido-cristalina na qual os fosfolipideos tém maior fluidez.
Assim, os menores valores de ICso (100-130 pg/mL) foram detectados para as
formulagdes estabilizadas por fosfolipideos “fluidos” na temperatura de realizagao dos

experimentos. Em contrapartida, a presenca do fosfolipideo DSPE (nanoemulséo
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DSPE/EA) conduziu a um ICsy cerca de trés vezes superior ao seu analogo fluido,
DOPE. De modo similar, mesmo na concentracdo mais elevada de fase interna (500
ug/mL), a formulacdo DSPC/EA nao reduz a viabilidade celular em 50 %,
contrariamente a formulacdo DOPC/EA, para a qual foi observado um ICso de 100
ug/mL. O conjunto desses resultados pode estar relacionado com a maior estabilidade
do lipideo catibnico estearilamina na interface das nanoemulsdes contendo os
fosfolipideos “rigidos” na interface Oleo/agua, podendo reduzir a sua migragéo e
interagcdo com a membrana das células, conforme proposto por Senior et al. (1991).
Contudo, ndo pode ser descartada a hipotese de uma maior interagao dos fosfolipideos
“fluidos” (DOPC e DOPE) com as membranas das células conduzindo a uma maior
toxicidade. O efeito da DOPE na fusao e desestabilizacdo de membranas celulares,
através da formacao de uma fase hexagonal invertida, tem sido correntemente descrita
na literatura (FELGNER et al., 1994; LIU et al., 1996; ZHANG et al., 2004).

Geralmente, os estudos de transferéncia génica sao realizados com complexos
apresentando relagcéo de cargas compreendidas entre 1,0 e 4,0 (SHEIKH et al., 2003).
Desta forma, neste estudo, complexos na relagao de cargas [+/-]=2,0 foram preparados
e caracterizados, uma vez que nesta condicdo todo o pDNA esta associado com a
nanoestrutura (figura 4). As fotomicrografias demonstram goticulas de diametro
compreendido entre 200-300 nm corroborando os resultados de espalhamento de luz
dinamico. Nao foram detectados agregados das goticulas de fase interna através do
estudo de MET. Podem ser observadas goticulas esféricas com borda definida mais
escura devido a presencga do reagente de contraste (acetato de uranila), sendo essa
atribuida a elevada afinidade do acetato de uranila pelos acidos nucléicos
(TARAHOVSKY et al., 1996). Segundo Chevalillier et al. (2004), as cargas positivas
presentes no acetato de uranila se ligam irreversivelmente aos acidos nucléicos,

permitindo assim sua visualizagado por MET.
Em etapa prévia ao estudo de transfeccgéao, a toxicidade dos complexos formados

sobre as células Hep G2 foi avaliada. Brazeau et al. (1998) observaram a reduc&o na

citotoxicidade de complexos devido a neutralizagdo parcial de cargas pelo pDNA.
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Todavia, os resultados obtidos neste estudo, indicam uma toxicidade similar dos
complexos em relagdo as nanoemulsées de origem, seguindo, em linhas gerais, a
influéncia detectada para os diferentes fosfolipideos. Esses achados devem estar
relacionados com a carga de superficie dos complexos. De fato, independente da
presenca do pDNA, o potencial zeta dos complexos obtidos, na relagdo de cargas
[+/-]=2,0, apresenta valor positivo, de até + 62 mV, refletindo o excesso de cargas
positivas em relagdo aos grupamentos fosfato do pDNA. A manutencédo da carga de
superficie positiva € importante para a interagdo das nanoestruturas com a membrana
das células de carga negativa. A adicdo do tampao Sorensen’s glicina foi, em uma
ultima etapa, adicionado visando ajustar o pH do meio uma vez que a estearilamina
pode influenciar o pH final do meio. Contudo, ndo foram detectadas alteracdes

significativas do 1Cso dos complexos (tabela 7).

Na ultima etapa do trabalho foi realizado um ensaio preliminar para verificar a
potencialidade das nanoemulsdes como sistemas de transferéncia génica. O uso de
genes reporteres vem sendo correntemente utilizado, tanto para monitorar expressao
génica quanto para determinar a localizagado de proteinas in vivo, in situ e em tempo
real (KAIN et al., 1995). Neste estudo o gene da proteina GFP foi utilizado e a eficiéncia
de transfec¢do avaliada através da técnica de PCR em tempo real. Para tanto, foi
utilizada como sonda de hibridizacado do tipo sonda de hidrdlise também denominada de
sonda TagMan® (Applied Biosystems). Essas sondas sao oligonucleotideos marcados
com um fluorocromo doador na extremidade 5 que emitem fluorescéncia ao ser
excitado e um receptor na extremidade 3’ que absorve a fluorescéncia liberada pelo
doador. Para que isto ocorra, o doador e aceptor devem estar espacialmente proximos.
Durante a amplificagcdo do DNA a sonda hibridiza com a cadeia complementar. A Taq
polimerase que possui atividade 5 exonuclease, hidrolisa entdo a extremidade 5 da
sonda, levando a liberagao do fluorocromo doador. Como doador e aceptor estdo nesta
condicdo espacialmente afastados, a fluorescéncia emitida pelo primeiro é captada pelo
leitor (COSTA, 2004; ESPY et al., 2006; JEYASEELAN et al., 2001; KUBISTA et al.,
2006).
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Os resultados obtidos demonstraram a influéncia da composicédo fosfolipidica
sobre a transfecgao das células Hep G2 (tabela 6). Dentre as formulagdes testadas, as
maiores quantidades de DNA de GFP detectadas foram observadas com o uso dos
complexos formados com as nanoemulsbées DSPC/EA, DSPE/EA e PC/EA, e do
controle positivo, lipofectamina. Contudo, de maneira geral, observa-se uma elevada
variabilidade nos resultados obtidos, em especial, no caso da formulagdo PC/EA e da
lipofectamina. Isso pode estar relacionado com o tipo de sonda utilizada. Neste estudo
utilizou-se uma sonda TagMan® (Applied Biosystems, USA) desenhada especificamente
para o gene GFP, pois garante a especificidade da detecgédo. Entretanto, o uso de
sondas extremamente especificas e sensiveis, como as utilizadas neste estudo,
apresenta a desvantagem de necessitar uma padronizagdo mais extensa, para garantir
a homogeneidade dos resultados, conforme discutido por Costa (2004). Logo, os dados
apresentados sao preliminares, pois nao houve condi¢cdes de otimizar adequadamente
todas as condigdes de deteccao. Por este motivo, ndo foi feita analise estatistica dos
dados apresentados, ja que, por questdes de tempo e custo, foi realizado um numero
reduzido de repeticbes independentes para cada formulagdo. Entretanto, os dados
foram apresentados para demonstrar a viabilidade de uso desse método de deteccao

de transferéncia génica utilizando nanoemulsdes catiénicas.

A maior eficiéncia de transfeccdo das nanoemulsdes catidnicas obtidas a partir
do uso de fosfolipideos de elevada temperatura de transi¢cao de fases (DSPC e DSPE),
em relagcao aos seus pares fluidos (DOPC e DOPE), pode estar relacionada com a
estabilidade dos complexos formados. De fato, é conhecido que fosfolipideos
constituidos de cadeias rigidas sado capazes de originar interfaces mais estaveis em
relacdo aos seus analogos compostos de cadeias fluidas como a oleil (DELATTRE et
al., 1993). Entretanto, contrariamente ao esperado, a bem estabelecida e documentada
influéncia do fosfolipideo DOPE sobre a eficiéncia de transfecgdo ndo foi observada
neste estudo. Alguns autores descrevem o aumento de transfec¢cdo de diferentes
linhagens celulares com lipossomas (FELGNER et al., 1994) ou emulsdes (HUNG et al.,
2005) contendo DOPE devido a sua propriedade de formar uma fase hexagonal

invertida. Esses achados podem estar relacionados com a menor estabilidade das
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nanoemulsdes desenvolvidas neste estudo contendo esse fosfolipideo. Kim et al. (2001
e 2002) relataram a necessidade de incorporagédo de tensoativos n&o iGnicos da série
dos polissorbatos visando contornar a reduzida estabilidade das nanoemulsbes

estabilizadas pelo fosfolpideo DOPE para estudos in vitro e in vivo.
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As condi¢cbes de emulsificacdo espontanea otimizadas, utilizando etanol e agua,
na relacdo 30/60, mostraram-se adequadas para a obtengdo de nanoemulsdes

monodispersas com diametro de goticula de cerca de 250 nm.

As propriedades fisico-quimicas das nanoemulsdes foram influenciadas pela
adicdo do lipideo catibnico estearilamina, sendo que a concentracdo de 2 mM foi
selecionada para os estudos subsequentes, uma vez que apresentou reduzido
diametro de goticula de cerca de 250-300 nm e valor maximo de potencial zeta

de cerca de 50 mV.

A substituicdo de lecitina de gema de ovo pelos fosfolipideos isolados (DSPC,
DOPC, DSPE e DOPE) influenciou, em diferentes niveis, as propriedades fisico-

quimicas das nanoemulsdées.

Independente da composi¢cdao das nanoemulsdes catibnicas, a totalidade do
pDNA foi complexado com as nanoemulsdes a partir da relagao de cargas [+/-]

igual a 1,0.

O pDNA quando complexado com as nanoemulsdes catiénicas foi protegido da

degradacao frente a enzima DNase |.

A toxicidade das nanoemulsdes catidnicas esta principalmente relacionada com
a presenca do lipideo catidénico estearilamina, contudo, observou-se uma maior
citotoxicidade para as formulacdes obtidas a partir dos fosfolipideos “fluidos”
(DOPC, DOPE e lecitina de gema de ovo) em comparagao aos fosfolipideos
“rigidos” (DSPC e DSPE).

O estudo preliminar de transferéncia génica, utilizando a técnica de PCR em
tempo real, demonstrou as potencialidades de uso das nanoemulsdes
desenvolvidas como reagentes de transfeccdo de pDNA em células Hep G2,
sendo que a maior eficiéncia de transfeccido detectada parece ser para a
formulacao DSPC/EA.
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