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RESUMO

Este trabalho visa o desenvolvimento tecnolégico de uma vacina génica, destinada
ao combate a tuberculose, na qual o DNA encontra-se veiculado em lipossomas. Foram
enfocados trés aspectos principais: 1.A preparacdo e caracterizagdo de estruturas
lipidicas funcionais veiculando o DNA, projetadas para atenderem aos requisitos de
imunizagao contra a tuberculose; 2. Complexacao do DNA com peptidio sintético promotor
de transporte nuclear e veiculacdo na estrutura lipossomal que se mostrou mais
promissora nos ensaios in vitro e in vivo realizados no CPT-RP. 3. Andlise do
escalonamento da producdo da estrutura lipossomal mais promissora para subsequente
veiculacdo do DNA. Duas estruturas lipossomais foram compostas por lipidios com as
seguintes funcionalidades: estrutural, de incorporagdo do DNA e atracao eletrostatica com
a superficie das células, de intensificacdo da liberagcdo do DNA no citoplasma celular.
Foram preparadas pelo método da desidratacdo-rehidratacdo, gerando DRVs
(“dehydrated-hydrated vesicles”). O DNA foi associado a essas estruturas, localizando-se
no interior, [DRV(DNA)] ou prefencialmente na sua superficie [DRV-DNA]. A terceira
estrutura, um agregado lipidico nao lipossomal designado por lipoplexo, foi preparado na
auséncia do lipidio estrutural, contendo o DNA associado em toda a sua superficie. As
estruturas foram caracterizadas através do seu didametro hidrodindmico e distribuicdo de
tamanhos, razdo de cargas para completa incorporacdo do DNA, carga superficial,
transicdo de fases, acessibilidade de sonda de fluorescéncia ao DNA e morfologia. O
peptidio sintético com seqliéncia nao convencional foi associado a estrutura DRV-DNA. O
escalonamento da producao de lipossomas foi analisado através de dados experimentais
e simulacdo matematica da cinética de producao de lipossomas em sistema multitubular.
Dos resultados conclui-se que a estrutura DRV-DNA é promissora para a producdo de
vacina contra a tuberculose tanto pela sua efetividade biol6gica quanto do ponto de vista
tecnologico.

Palavras chave: lipossomas catibnicos, DNA, lipoplexo, peptideo, sinal de
direcionamento nuclear, escalonamento
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ABSTRACT

This work contributes to the technological development of a gene vaccine against
tuberculosis, where DNA is transported within liposomes. The three main aspects focused
on were: 1. Functional lipid structures for DNA delivery were prepared and characterized in
the attempt to obtain immunization standards against tuberculosis; 2. The best lipid
structure was chosen from in vitro and in vivo assays performed in the “Centro de
Pesquisas em Tuberculose de Ribeirdo Preto” — CPT-RP. A synthetic peptide that
promotes nuclear transport was complexed to DNA and included into the best lipid
structure. 3. Scale up analysis for the production of the best lipid structure that was used
for DNA delivery. Two types of liposomes were composed by lipids with the following
properties: (i) structure, (ii) DNA incorporation and electrostatic attraction with cell surface,
and (iii) helper, that facilitates the DNA release to the citosol. These structures were
prepared by the dehydrated-hydrated method, generating DRVs (dehydrated-hydrated
vesicles). The DNA was associated in the inner compartment, [DRV(DNA)], or mostly at
the surface [DRV-DNA] of these structures. The third structure, a lipid aggregate that does
not form liposomes and was named lipoplex, was prepared in the absence of the structural
lipid, used in previous preparations, which contained DNA associated with all of the
aggregate’s surface. The physico-chemical characterization of the structures were based
on the hydrodynamic diameter and size distribution of the lipid particles, charge ratio for
DNA incorporation into the lipid structure, surface charge, phase transition temperatures,
the fluorescent probe accessibility to DNA and morphology of the particles. A synthetic
peptide, with non-conventional sequence was associated to the DRV-DNA structure. The
scale up for the liposome production was analyzed through the acquisition of experimental
data and mathematical simulation of the liposomes production in a multitubular system.
The results demonstrate that the incorporation of DNA into a lipid structure is very
promising as a tuberculosis vaccine, especially in regards to the complexation of DNA with
empty DRVs. The technological aspects of scaling up also confirm the viability of pre-
formed liposomes production.

Key words: cationic liposomes, DNA, lipoplexes, nuclear localization signal,
peptide, scale up, mathematical modeling, liposome production
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Figura 13: Eletroforese em gel de agarose para avaliagdo da integridade do
plasmideo pVAX-hsp65 em estruturas lipidicas do tipo DRV(DNA), DRV-DNA
e lipoplexos com razao de cargas (R..) 10 em solugdo salina (NaCl 0,9%). O
plasmideo foi separado de cada preparacao lipidica através da adicao de
solvente organico (cloroférmio/metanol 9:1 v/v), purificado com etanol e
digerido com enzima de restricdo Bam HI. Plasmideos padrao e extraido
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 0,8%. Cada linha
representa: M) Marcador de 1Kb; 1) DNA separado de lipoplexos; DNA
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PC/DOPE/DOTAP (50/25/25% molar) nas varias etapas de processamento
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agua padrdo para injecdo. B) Lipossomas extrudados em membranas de
policarbonato, de poros com diametro nominal de 100 nm. C) Lipossomas
vazios produzidos pelo método DRV em solugdo salina (NaCl 0,9%). D)
Lipossomas produzidos pelo método DRV encapsulando DNA a uma razao de
cargas 10, em solucdo salina (NaCl 0,9%). Cada grafico apresenta a
distribuicdo de tamanhos de trés amostras independentes. E) Lipossomas
vazios produzidos pelo método DRV e complexados com DNA a uma razao
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DOPE/DOTAP 50/50% molar em solugao salina 0,9%. A) Agregado lipidico.
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Cada grafico apresenta a distribuicdo de tamanhos de trés amostras
INAEPENAENTES. ... e e e 77
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Figura 19: Termograma comparativo das varias estruturas lipidicas. As
composic¢oes lipidicas sao: (i) DRV vazio, PC/DOPE/DOTAP 50/25/25 %
molar. (i) DRV(DNA) e DRV-DNA, PC/DOPE/DOTAP 50/25/25 % molar, R,/
10. (iii) Agregado lipidico, DOPE/DOTAP 50/50 % molar. (iv) Lipoplexo,
DOPE/DOTAP 50/50 %molar, R+/- 10. Taxa de aquecimento de 10°C/minuto.

Figura 20: Diagrama esquematico descrevendo os mecanismos de organizagao da
bicamada lipidica (DOPE/DOTAP 1:1) quando complexado com o DNA em
diferentes razdes de carga, R,. <1 e R,. > 1,66 (adaptado de Hirsch-Lerner &
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molar) e Lipoplexos (-e-)(DOPE/DOTAP, 50:50 % molar) para complexag¢oes

realizadas em varias razdes de carga, em agua ultra pura (Milli-Q). ............. 94

Figura 23: Micrografias de lipossomas do tipo DRV vazios (PC/DOPE/DOTAP
50:25:25% molar em solugdo salina). As barras indicam A) 1000 nm, B)
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encapsulando DNA em razdo de cargas (R,. 10 (PC/DOPE/DOTAP
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Figura 25: Micrografias de lipossomas do tipo DRV complexados com DNA em
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Figura 26: Micrografias dos agregados lipidicos (DOPE/DOTAP 50:50% molar em
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Figura 27: Micrografias dos lipoplexos (agregados lipidicos complexados com DNA
em razao de cargas R,. 10 ) (DOPE/DOTAP 50:50% molar em solugéao
salina). As barras indicam A) 400 nm, B) 200nm, C) 200 nm, D) 40 nm...... 104

Figura 28: Diagrama esquemético das alteragdes morfolégicas provocadas nas
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de Wasan et al., 1999) ... 106

Figura 29: Distribuicdo de tamanhos e diametro hidrodindmico das estruturas
lipidicas ao longo da estocagem sob refrigeragdo. A) DRV vazio; B) DRV
encapsulando DNA [ DRV(DNA) ]; C) DRV complexando DNA [ DRV-DNA ;
D) Agregados lipidicos; E) LIpOPIEX0S.........ueeeeiiiiiiiiiiieiiiiiieeee e 108

Figura 30: Distribuicdo de tamanhos dos lipossomas catiénicos do tipo DRV,
contendo EPC/DOPE/DOTAP (50/25/25 % molar em solugdo salina 0,9%)
obtidos a partir de A) lipossomas que nao sofreram extruséo e B) Lipossomas
que foram previamente extrudados e C) Trés medidas obtidas para uma
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Figura 31: Distribuicdo de tamanhos dos lipossomas catibénicos do tipo DRV
contendo EPC/DOPE/DOTAP (50/25/25 % molar) rehidratados apds um ano
de estocagem sob vacuo relativo de 650 mmHg e refrigeragdo (8°C). Cada
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Figura 32: Deteccao da mensagem para hsp65 in vitro utilizando o RT-PCR.
Macréfagos da linhagem J774 foram transfectados com as diferentes
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Figura 33: Ensaio de citotoxicidade in vitro em macrofagos J774 através do
emprego de metodologia baseada na redugdo do brometo de tiazolil - (3-[4,5-
Dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio - sal de tetrazélio MTT para as diferentes
construgdes lipidicas vazias, contendo o plasmideo pVAX-hsp 65 ou contendo
somente o vetor comercial pVAX. Os graficos representam os seguintes
grupos: A) DNA nu; B) Grupo dos DRVs, onde (-e-) DRV-DNA, (-%-)
DRV(DNA), (-o-) DRV vazio; C) Grupo dos lipoplexos, onde (-0-) Agregado
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Figura 34:. Producéo de IFN-y por células do pulméo de animais vacinados com
DNA Hsp65 nu e diferentes construgdes lipossomais e desafiados com M.
tuberculosis (Mtb). Camundongos BALB/c foram imunizados por injecao
intramuscular com 3 doses de 100 ug de DNA nu Hsp65 ou com uma unica
dose de 50 ug de DNA Hsp65 veiculado em lipossomas. Grupos controle
foram administrados com o vetor veiculado ou ndo ou com o lipossoma vazio.
Apés 30 dias da imunizagdo, os camundongos foram desafiados com 10°
bacilos de M. tuberculosis pela via intratraqueal. Os camundongos do grupo
Né&o Infectado receberam PBS estéril nos dias de imunizacéo e desafio, ja os
do grupo Mtb foram desafiados com M. tuberculosis. Trinta dias apds o
desafio, os animais foram sacrificados e 0s seus pulmodes extraidos para
determinacdo da producdo de citocinas por ELISA. Os resultados sao
representados pela média + desvio padrao de cada grupo. Este experimento é
representativo de 2 outros com resultados similares. A diferenga estatistica da
producao foi considerada como significante quando *p<0,05 em relagdo aos
respectivos grupos vetores e ao grupo Mtb (Fonte: Rosada, 2006)............. 122

Figura 35: Recuperagéo de bacilos viaveis do pulmé@o de animais vacinados com
DNA Hsp65 nu ou diferentes construgdes lipossomais e desafiados com M.
tuberculosis (Mtb). Camundongos BALB/c foram imunizados por injecéao
intramuscular com 3 doses de 100 ug de DNA nu Hsp65 ou com uma unica
dose de 50 ug de DNA Hsp65 veiculado em lipossomas. Grupos controle
foram administrados com o vetor veiculado ou ndo, ou com o lipossoma vazio.
Apés 30 dias da administragdo, os camundongos foram desafiados com 10°
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bacilos de M. tuberculosis pela via intratraqueal. Os camundongos do grupo
Né&o Infectado receberam PBS estéril nos dias de imunizacéo e desafio, ja os
do grupo Mib foram desafiados com M. tuberculosis. Trinta dias apds o
desafio, os animais foram sacrificados e 0s seus pulmodes extraidos para
recuperacdo das unidades formadoras de colénias. Os resultados sao
representados em logip + desvio padrdo do CFU/g de cada grupo. Este
experimento é representativo de 2 outros com resultados similares (Fonte:
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Figura 36: Recuperagédo de bacilos viaveis do pulm&o de animais vacinados com
diferentes construgdes lipossomais e desafiados com M. tuberculosis.(Mtb).
Camundongos BALB/c foram imunizados por injegdo intramuscular com 2
doses de 50 pg de DNA Hsp65 veiculado em lipossomas a intervalos
quinzenais. Grupos controle foram administrados com o vetor veiculado ou
nao ou com o lipossoma vazio. Apés 30 dias da administracdo, os
camundongos foram desafiados com 10° bacilos de M. tuberculosis pela via
intratraqueal. Os camundongos do grupo N&o Infectado receberam PBS
estéril nos dias de imunizagao e desafio, ja os do grupo Mtb foram desafiados
com M. tuberculosis. Trinta dias apds o desafio, os animais foram sacrificados
e 0s seus pulmdes extraidos para recuperacdo das unidades formadoras de
colénias. Os resultados sao representados em logiy + desvio padrdo do
CFU/g de cada grupo. A diferenca estatistica foi considerada significante
quando *p<0,05 em relacdo ao Mtb (Fonte: Rosada, 2006). .............ueuunnne.. 124

Figura 37: Recuperagao de bacilos viaveis do pulmé@o de animais vacinados com
diferentes construgdes lipossomais e desafiados com M. tuberculosis (Mtb).
Camundongos BALB/c foram imunizados por instilacdo intranasal com uma
dose de 25 nug de DNA Hsp65 veiculado em lipossomas. Grupos controle
foram administrados com o vetor veiculado ou ndo, ou com o lipossoma vazio.
Apbs 30 dias da administracdo, os camundongos foram desafiados com 10°
bacilos de M. tuberculosis pela via intratraqueal. Os camundongos do grupo
Né&o Infectado receberam PBS estéril nos dias de imunizacao e desafio, ja os
do grupo Mib foram desafiados com M. tuberculosis. Trinta dias apds o
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desafio, os animais foram sacrificados e seus pulmdes extraidos para
recuperagcdo das unidades formadoras de colonia. Os resultados sao
representados em log1o + desvio padrdo do CFU/g de cada grupo. A diferenca
estatistica foi considerada significante quando *p<0,05 em relacdo ao Mtb
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com M. tuberculosis (Mtb). Camundongos BALB/c foram imunizados com uma
dose de 50 ug de DNA Hsp65 ou 2 doses de 50 ug de DNA Hsp65 por via
intramuscular, ou com uma dose de 25 pg de DNA Hsp65 por instilagao
intranasal. Grupos controle foram administrados com o vetor veiculado ou
nao, ou com o lipossoma vazio. Apdés 30 dias da administragdo, o0s
camundongos foram desafiados com 10° bacilos de M. tuberculosis pela via
intratraqueal. Trinta dias apdés o desafio, os animais foram sacrificados e os
seus pulmobes extraidos para a recuperacdo das unidades formadoras de
colénia. Os resultados sé@o representados em logio * desvio padrédo do CFU/g
de cada grupo. A diferenca estatistica foi considerada significante quando
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Figura 39: Fotografia do gel de agarose 0,75% para o complexo DNA-peptideo
(com sequiéncia de aminoacidos com sinal direcionador para nucleo celular)
em solucdo salina 0,9% a vérias propor¢cées molares entre cargas positivas
do peptideo e PO,* do DNA. As linhas representam: 1) DNA (pVAXhsp65);
Raz&o molar entre cargas positivas do peptideo e PO4>: 2) 0,2; 3) 0,3; 4) 0,4;
5) 0,5;6) 0,6;7) 0,7; 8) 0,8;9) 0,9; 10) 1,0. .eeeeerrieeeeeieiee e 129

Figura 40: Micrografia do complexo intermediario formado pelo DNA e peptideo a
uma razao molar entre cargas positivas do peptideo e PO,> do DNA de 1.
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Figura 41: Histograma referente a distribuicdo de tamanhos do complexo binario

formado por DNA e peptideo com seqiéncia de aminoacidos com sinal
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direcionador para nucleo celular, em propor¢cdo molar entre cargas positivas
do peptideo € PO do DNA de ..., 133
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Figura 48: Fluxograma de processo para producao de lipossomas catibnicos a
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Introducéao

1. INTRODUCAO

Nos Uultimos anos, a terapia da tuberculose tem despertado grande
interesse em nivel mundial, devido a elevada taxa de mortalidade de individuos
afetados por essa doenga. Anualmente séo registrados 3 milhdes de mortes e 8
milhdes de novos casos, sendo que cerca de 2 bilhdes de pessoas encontram-se
infectadas em todo o mundo. Apesar da eficacia comprovada dos antibiéticos
usados na terapia da tuberculose, quando esses farmacos sao administrados na
forma livre produzem efeitos colaterais que, aliados ao longo tempo de tratamento
(no minimo 6 meses apds o diagndstico), tem conduzido ao abandono do
tratamento e ao aparecimento de resisténcia quando da re-incidéncia da doencga.
Esses fatores juntamente com o aumento da incidéncia da AIDS, s&o as principais

causas dos elevados indices de mortalidade.

O problema requer medidas urgentes e, nesse sentido, novas estratégias
estdo sendo desenvolvidas no campo da terapia e vacinagdo ou imunoterapia.
Atualmente, a prevencgao da tuberculose é realizada em diversas partes do mundo
pela utilizagdo da vacina BCG (Bacilo Calmette-Guérin), obtida entre 1906 e 1919
pela atenuacdo de um bacilo isolado denominado Mycobacterium bovis. Porém,
apds estudos entre diferentes populacdes de varias regides, verificou-se que a
eficiéncia de imunizacdo varia entre zero e 80% (Fine, 1989). Uma das
dificuldades encontradas na imunoterapia € que o agente causador da
tuberculose, o Mycobacterium tuberculosis, esconde-se dentro das células
humanas, onde nado é atingido pela acdo dos anticorpos. Desta forma seria
necessario estimular os linfécitos T CD8, capazes de destruir especificamente as
células infectadas pelos bacilos, mas estes linfécitos sdo estimulados somente
quando os antigenos sao produzidos dentro das células, como acontece nas
infecgbes virais. Assim, o desenvolvimento de uma vacina génica, considerada de
terceira geracdo, constitui uma alternativa promissora para o tratamento da
tuberculose. Nesse contexto, em 1999 o Prof. Dr. Célio Lopes Silva mostrou que
vacinas de DNA inicialmente projetadas para prevengcdo da infecgcao
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apresentavam também pronunciada agado terapéutica em ratos (Lowrie et al.,
1999). Esses resultados apontam na diregdo de que a aplicacdo da imunoterapia
em conjuncao com a quimioterapia convencional deve garantir a cura mais rapida

da doenga em humanos.

O DNA nu (“naked” DNA) é uma nomenclatura utilizada na literatura
internacional para aplicacdes de vacinas génicas sem a presenca de adjuvantes,
isto €, apenas o DNA em um veiculo apropriado. O DNA nu é quimicamente
instavel quando em contato com varios componentes corpéreos. Devido ao seu
tamanho e carga negativa o processo de transfecgdo (entrada nas células e no
nucleo) é dificultado (Lasic, 1997, Ropert, 1999). A injecéo intramuscular é a forma
mais comumente utilizada nos estudos da eficiéncia de vacinas de DNA sendo
que, neste caso, grande parte do DNA é degradado por nucleases presentes nos
intersticios celulares e apenas uma pequena fracao atinge os miécitos, tipo de
células presentes nos musculos (Perrie et al., 2001). Apesar de ser possivel a
utilizacdo de DNA nu em vacinas, a producao das proteinas necessarias para o
efeito imunolégico pode ser insuficiente para garantir uma boa eficacia,

necessitando grandes dosagens da vacina.

Neste contexto, os efeitos de adjuvantes estdo sendo investigados por
varios grupos a fim de obter protecdo para o DNA em contato com os fluidos
corpdreos e aumentar sua eficiéncia permitindo, assim, menor dosagem da vacina
para que o efeito desejado seja atingido. O ponto maximo a ser atingido é a
imunizagdo por tempo prolongado e em dose unica. Dentre as varias linhas de
pesquisa em adjuvantes para o DNA destacam-se o retrovirus recombinante
(Mulligan et al.,, 1979), adenovirus (Rosenfeld et al., 1991), complexacdo com
lipidios (Welsh et al. 1990, Wang & Huang, 1989), microesferas (Esposito et al.,
1999) e incorporacdo em lipossomas (Perrie et al., 2001). Porém, a utilizacao de
retrovirus e adenovirus € limitada devido a possiveis efeitos oncogénicos (Temin,

1990), favorecendo o desenvolvimento de adjuvantes nao virais.

Dentre os adjuvantes nao virais o0s lipossomas e as microesferas

poliméricas apresentam-se mais promissores que a simples complexacao lipidica
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(lipoplexos) pelo maior controle da incorporacdo do DNA no seu interior,
permitindo maior protecdo e pela maior flexibilidade e controle que essas
estruturas oferecem para o acoplamento na superficie de compostos que
aumentam a eficiéncia de transfeccao. Além disso, a facilidade de interacdo com
as células é uma caracteristica intrinseca das estruturas lipidicas, devido a sua

semelhanca com a membrana celular.

No ambito das pesquisas no campo do DNA, a produgéo e caracterizagéo
de estruturas lipidicas projetadas para incorporar DNA e aumentar a eficiéncia de
transfeccdo, proposta neste trabalho, contribuirhA de modo geral para o
desenvolvimento de vacinas génicas lipossomais e, de modo particular, para a

terapia da tuberculose.



Objetivo

2. OBJETIVO

s

O objetivo deste trabalho é a preparagcdo e caracterizagdo de estruturas
lipidicas projetadas para aumentar a eficiéncia de transfeccdo do DNA, para
avaliacao in vitro e in vivo dos seus efeitos na imunizagao, visando a producéo de

vacina génica para a tuberculose.

A abordagem do assunto foi realizada através das principais etapas

indicadas no diagrama:

Preparagdo e caracterizagdo fisico-
quimica de diferentes estruturas
lipidicas contendo DNA

4

Selegdo da estrutura lipidica
Testes /n vitroe in vivo

4

Complexagdo entre agente de
direcionamento nuclear e DNA

2

Associagdo do complexo DNA/agente
de direcionamento a estrutura lipidica

2

Andlise do escalonamento do processo
de lipossomas catidnicos vazios

- Incorporagdo do DNA no interior dos lipossomas: DRV(DNA)
- Posicionamento externo do DNA nos lipossomas: DRV-DNA
- Complexagdo do DNA com agregados lipidicos:  Lipoplexos

em Ribeirdo Preto), com o desenvolvimento da dissertagdo de mestrado

- Ensaios realizados no Centro de Pesquisas em Tuberculose CPT
de Rogério Silva Rosada

- Escolha e sintese do peptideo sinalizador
- Complexagdo quimica entre DNA e agente
de direcionamento nuclear

Defini¢do do processo

- Projeto em coluna capilar
- Simulagdo da cinética de formagdo dos lipossomas
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. DNA plasmideal

O acido desoxirribonucléico (DNA) faz parte da familia dos nucleotideos,
gue se caracterizam por possuirem uma base nitrogenada ligada a um agucar com
pelo menos um grupo fosfato. Nesta classificagdo, a molécula de DNA é um &cido
nucléico, pois nada mais € que um polimero composto por unidades monomeéricas
de nucleotideos, denominados desoxirribonucleotideos (Figura 1). Estes
monOmeros estdo ligados através de ligacbes fosfodiéster, onde o fosfato é
esterificado a duas moléculas de pentose nas posi¢cdes 3’'e 5 (Lehninger et al.,
1993).

desoxirribonucleotideo

Figura 1: Estrutura dos desoxirribonucleotideos.

(adaptado de http://ocean.otr.usm.edu/~leleuter/organic/nucleicacids.html, 2004)

As bases nitrogenadas s&o moléculas planares, aromaticas e heterociclicas
derivadas de uma purina ou pirimidina. Para o DNA, as bases nitrogenadas
presentes sao a adenina (A) e a guanina (G) (derivadas da purina) e a timina (T) e
citosina (C) (derivadas da pirimidina) (Lehninger et al., 1993). A Figura 2 apresenta

as estruturas esquematicas das bases nitrogenadas.
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MH3
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pirimidina citosina timina uracila

Figura 2: Bases nitrogenadas. As bases nitrogenadas presentes na molécula de DNA sao
adenina (A), guanina (G), citosina (C) e timina (T) (Adaptado de Lehninger et al., 1993).

Um fato bastante interessante, descoberto na década de 50, refere-se as
quantidades de residuos de adenina e timina serem idénticas, 0 mesmo ocorrendo
para as quantidades de citosina e guanina. Esta curiosidade foi denominada regra
de Chargaff. Ja em 1953, Watson & Crick elucidaram a estrutura tridimensional da
molécula de DNA, conforme descrito a seguir:

= O DNA consiste de duas cadeias enroladas em torno da mesma direcao
axial (Figura 3a);

= As duas cadeias estdo unidas devido as ligagées de hidrogénio entre as
bases nitrogenadas (Figura 3b);

= As ligacbes de hidrogénio sdo estabelecidas por pares formados por
uma purina e uma pirimidina, coincidindo com a regra de Chargaff
(Figura 3c).

A partir do sequenciamento das bases nitrogenadas de uma das cadeias de
DNA, é possivel identificar a sequéncia da cadeia correspondente, pois esta é

complementar: adenina de uma cadeia corresponde a timina de outra e guanina
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de uma cadeia corresponde a citosina de outra. De modo geral, uma sequéncia

apropriada de bases nitrogenadas é a propria codificacdo celular

desencadear todo o processo de sintese da proteina correspondente.

para

[actcal-{base}--{base}—{aglicar|

|ogicar— base}----{ base—agucai|
(acucarnl— base}l---{basel{agicar
|acucarn basel----[basel—{acicar

fosfatol

(b

T e e e e e s ()

)
A N “h
(A )ﬁ/
MNH ( o) N

adenina timina
O - =,
X,
LA
<NH V\/ N\:'—hh“'-o)\hl
guanina citosina
(c)

Figura 3: Modelo da molécula de DNA proposto por Watson & Crick, 1953. a) A molécula de

DNA consiste em duas cadeias enroladas na mesma direcao axial. b) Ligacoes de

hidrogénio entre as bases nitrogenadas. c) Ligac6es de hidrogénio entre adenina-timina e

guanina e citosina. (adaptado de http://whyfiles.orq/126dna forensic/images/dna.qgif, 2004)




Revis&o Bibliografica

O DNA genbémico esta presente no nucleo celular e € responsavel por
manter toda a codificagdo genética da célula. Porém, microorganismos podem
conter DNA extracromossGmico circular, denominado plasmideo, que é bem
menor que o cromossémico (variam entre 1 e 10.000 pares de bases —bp) ,
possuem capacidade de replicacdo autbnoma e nao € essencial para a
sobrevivéncia das bactérias que os abriga. Estes plasmideos podem conferir
diferentes caracteristicas genéticas aos seus hospedeiros como, por exemplo, a
resisténcia a determinado antibiético e determinados tipos de metais (mercurio,
por exemplo). Normalmente estas caracteristicas nao estdo ligadas ao
cromossomo bacteriano, a ndo ser que o plasmideo se incorpore ao mesmo.
Existem ainda plasmideos que estdo presentes no interior da bactéria em estado
autébnomo, integrado ou variando sua condicdo de forma reversivel (Borsani,
2001).

As caracteristicas dos plasmideos, descritas anteriormente, tornam-os
muito interessantes para a utilizagdo na area de engenharia genética, pois estes
podem ser utilizados como vetores para a clonagem de genes ou para 0 Uso como
vacina e terapia génica. Através da tecnologia do DNA recombinante, genes de
interesse podem ser inseridos na estrutura circular destes vetores, objetivando a

producao de proteinas com acao terapéutica ou de interesse tecnoldgico.

3.2. Vacinas génicas ou de DNA

A vacina génica € composta de uma porcao do DNA genético do agente
causador da doenca que codifica um antigeno imunogénico, com potencial de
induzir resposta imune adequada, protetora e duradoura. Este DNA pode ser
veiculado em um vetor como, por exemplo, um determinado tipo de plasmideo.
Esse DNA cria condi¢des para a producdo da proteina antigénica pelas préprias
células do individuo vacinado representando, atualmente, uma nova estratégia

para o combate a doengas infecciosas para as quais ainda nao se tem prevengao
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segura, como herpes, AIDS, malaria, hepatite, esquistossomose, dengue,
tuberculose, etc (Silva, 1998, 1999, 2000).

O mecanismo de imunizagado consiste basicamente das seguintes etapas:
(i) administragdo geralmente por via intramuscular da vacina, (ii) transporte da
mensagem genética para o interior dos miécitos e/ou outros tipos de células, (iii)
sintese do antigeno como se fosse uma proteina viral, (iv) processamento dos
antigenos através de enzimas e transporte dos fragmentos resultantes para a
superficie das células apresentadoras de antigenos (APC), (v) reconhecimento
pelos linfécitos T CD4 e CD8, responsaveis pela acdo imunoldgica (Lowrie et al.,
1997, Silva, C.L., 1995). Os antigenos sintetizados podem ainda, ser secretados e
capturados por células derivadas da medula éssea ou podem interagir com
imunoglobulinas situadas na superficie dos linfécitos B. Portanto, a vacina de DNA
pode estimular tanto a resposta imune celular, importante na eliminacdo dos
patdégenos intracelulares, quanto a resposta imune humoral, caracterizada pela
producao de anticorpos (Silva, 1995, 1998, 1999, 2000; Lowrie et al., 1997).

Desta forma, uma vantagem no uso da vacina génica é a possibilidade de
sua utilizagdo também na terapia, diferentemente do uso das vacinas
convencionais, que sao utilizadas somente como prevencdo a instalacdo da
doenca. Os beneficios praticos e estratégicos resultantes do desenvolvimento
dessa vacina com atividade terapéutica contra a tuberculose sao inumeros:
seguranga, eficacia, pode ser dada numa uUnica dose, estimulo amplo da resposta
imunoldgica, efeito protetor duradouro e pode contribuir significativamente para a
diminuicdo da incidéncia dessa doenca. Além disso, o custo de producao em larga
escala é baixo e sdo estaveis a temperatura ambiente. Todos esses fatores
facilitam o transporte, a distribuicdo e o estabelecimento de amplos programas de
imunizagcdo em regides de dificil acesso, sendo absolutamente desejaveis no

ambito da realidade brasileira.
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3.3. Adjuvantes lipidicos

O processo de transfecgao nao viral baseado na utilizagao de lipidios como
adjuvantes, encontra atualmente duas linhas distintas de pesquisa: a primeira e
bastante estudada é liderada por Huang e envolve a complexacao direta dos
lipidios com DNA, formando estruturas agregadas designadas na literatura como
lipoplexos. A segunda, mais recente, defendida por Gregoriadis, considera a
incorporacdo do DNA em estruturas lipossomais (agregacdo em bicamadas e

estruturas aproximadamente esféricas).

3.3.1. Lipoplexos

Uma das consideragdes principais desta tendéncia de pesquisa é a
dificuldade de encapsulacdo do DNA em lipossomas, devido ao tamanho do
plasmideo, causando baixa eficiéncia de transfeccdo. Assim, lipidios catidnicos
passam a ser utilizados para neutralizar as cargas negativas dos plasmideos,
garantindo sua captura e liberando o DNA mais eficientemente no interior das
células (Ropert, 1999 e Felgner et al., 1987). Além disso, a complexacao pode
formar uma cobertura lipidica, protegendo o DNA das agressbes do meio
biolégico. Desta forma, diversos lipidios catibnicos podem ser sintetizados,
constituindo importantes vetores nao virais de transfec¢ao (Patel, 2001). Além da
interacdo eletrostatica entre lipidios catidbnicos e DNA, também ocorre a
condensagdo do DNA, favorecendo a incorporagdo do lipoplexo pelas células
(Gao & Huang, 1995). Lipidios que possuem grupo amina e quaternério de amdnia
sdo atualmente os mais utilizados como vetores de transfecgao (Gao & Huang
1995, Deshmuh & Huang, 1997, Miller, 1998). Vale ressaltar que uma grande
gama de lipidios utilizados nos lipoplexos ndo se agrega em estrutura de

bicamada.

A formacao do complexo consiste basicamente na incubagcdo do lipidio,
mistura de lipidios ou lipossomas de caracteristicas catidnicas previamente
preparados (dissolucao em fase orgéanica, evaporacao e re-suspensao em fase
aquosa) com o DNA. Lipidios neutros, denominados “helpers”, também podem ser

12
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utilizados juntamente com os catiénicos para auxiliar a transfec¢do. A forrmacao
dos lipoplexos é cineticamente controlada e, através de microscopia eletrdnica,
pode-se verificar que variando o tempo de incubagéo, concentragdo de DNA e tipo
de lipidio, varios tipos de estruturas podem ser obtidas (Sternberg et al., 1994),
como estruturas multilamelares internalizando o DNA e o arranjo hexagonal
(Koltover et al., 1998). A producao dos lipoplexos em larga escala é dificil de ser

controlada e pode resultar na precipitacao dos complexos (Lasic, 1997).

Apesar da afinidade do lipoplexo com a membrana celular, o nivel de
resposta imunogénica ndo €& tdo alto como no caso de vetores virais,
possivelmente devido principalmente a baixa especificidade da estrutura com
relacdo ao nucleo da célula (Li et al., 1999, Yew, 1999). Por outro lado, estes
lipoplexos também s&o instaveis na presencga de soro, dificultando sua aplicagéo
in vivo. Yang & Huang, 1997 identificaram que o aumento da razdo de cargas
lipidio catiénico/DNA inibe o efeito dos componentes do soro na desestabilizagao
do DNA, devido a saturacao produzida pelo excesso de carga, permitindo que a
maior parte do lipoplexo atinja as células. No entanto, a maior proporcao de lipidio
catidnico aumenta a toxicidade celular (Lasic, 1997).

A avaliacao da transfeccao in vivo, utilizando colesterol ou o lipidio neutro L-
o-dioleoil fosfatidiletanolamina (DOPE) em formulagbes contendo o lipidio
catiénico 1,2-dioleoil -3-trimetilamdnio-propano (DOTAP), mostrou que o colesterol
apresentou melhor eficacia de transfeccao, possivelmente por criar uma estrutura
cristalina mais ordenada, podendo aumentar a estabilidade dos complexos quando
expostos ao soro (Crook et al., 1998). Resultados contraditorios foram obtidos por
Li et al., 1999 na transfeccdo através da aplicagdo intravenosa em ratos,
mostrando a superioridade do DOPE em relacdo ao colesterol. Estudos
posteriores mostraram que a eficiéncia de transfecgédo depende do bindmio lipidio
catidnico e “helper” (Regelin et al., 2000).
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3.3.2. Lipossomas

Lipossomas, ou vesiculas de fosfolipidios, sdo agregados de fosfolipidios
em estruturas de bicamada, contendo um volume aquoso central circundado por
uma ou varias lamelas concéntricas formando particulas unilamelares ou
multilamelares, com didmetros da ordem de dezenas de nanémetros a dezenas de
micra. Durante sua formagéo, os lipossomas encapsulam parte do meio aquoso
em que se encontram dispersos. A bicamada € capaz de acomodar moléculas
hidrofobicas e comporta-se como uma membrana semipermeével com relagdo ao
material encapsulado no volume aquoso das vesiculas (Lasic, 1993; Crommelin &
Schereier, 1994). Comparados aos outros sistemas de liberacdo sustentada tais
como géis e matrizes poliméricas, os lipossomas, além de proteger as moléculas
da degradacao e produzir liberagdo sustentada do material encapsulado, séo
biodegradaveis, ndo tdéxicos, ndo imunogénicos e capazes de interagir melhor com
as células, pela similaridade de composicao das suas membranas. A producao de
lipossomas pode ser feita de maneira controlada e reprodutivel por métodos que

permitem o escalonamento do processo.

Lipossomas catidnicos sao usados para o transporte de genes, para facilitar
a transfeccao. Esses lipossomas podem conter somente o lipidio catiénico ou sua
mistura com lipidios neutros, como o DOPE e colesterol. Inicialmente usou-se a
estearilamina como lipidio catiénico; porém, os estudos ndo prosseguiram devido
a sua toxicidade. Atualmente varios outros lipidios catiénicos foram produzidos,
dentre os quais 0s sais quaternarios de aménio, como o DDAB (brometo de
dimetildioctadecil amoénio), DOTAP (1,2-dioleoil -3-trimetilambnio-propano) e
DODAP (1,2-diacil-3dimetilamdnio-propano) sdo os mais usados pelos seus
efeitos benéficos na transfeccdo. Em geral a estrutura desses anfifilicos por si s6
nao favorece a formacao de bicamadas e sua associacao com lipidios estruturais

€ imprescindivel para a formagéo dos lipossomas.

Varios kits para transfeccdo constituidos de lipidios catibnicos sao
disponiveis comercialmente. Exemplos tipicos sao: “Lipofectin” (DOTMA/DOPE)
(DOTMA refere-se a cloreto de dioleoxipropiltrimetilaménio), “Lipofectamine”
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(DOSPA/DOPE) (DOSPA refere-se ao lipidio 2,3 dioleoiloxi-N-
[(esperminacarboxamino)etil]-N,N-dimetil-1-propanaminio), “Lipofectace”
(DODAB/DOPE) (DODAB refere-se a brometo de dioctadecil dimetilamonio), etc.
Nesses kits, as concentragdes de lipidios nas solu¢des sao baixas, ndo permitindo
a suspensdao de DNA em concentragbes suficientes para transfecgdo in vivo
(Lasic, 1997). Por outro lado, as estruturas séo identificadas como lipossomas;
porém, devido a instabilidade dos lipidios catiénicos anteriormente relatada, pode-

se antever que nem sempre essas estruturas estao presentes.

A maioria dos estudos relatados na literatura foi realizada com o DNA
associado a superficie externa dos lipossomas. O tamanho do DNA era reportado
na literatura como o principal problema para a sua encapsulacao em lipossomas.
(Ropert, 1999 e Felgner et al., 1987), Recentemente, Perrie et al. 2001, obtiveram
alta eficiéncia de encapsulacdo do DNA em lipossomas catidénicos, com nivel de
incorporacao entre 88 e 97%, através da técnica desidratacao-rehidratagdo (DRV),
em condicdes controladas. Os lipossomas produzidos foram designados por
DRV(DNA). A utilizacdo de DNA radiomarcado demonstrou sua localizagao nos
espacos interlamelares e o diametro dessas vesiculas (aproximadamente 1um) foi
bem menor comparado aquelas contendo o DNA na superficie (10-20 um), obtidos
pela complexagédo entre DRVs vazios e DNA. Os niveis de encapsulagdo do DNA
em lipossomas catibnicos nado sao influenciados pela quantidade de lipidio
catibnico nem de lipidio neutro. Porém, o aumento da propor¢cao de lipidio
catiénico, resulta em lipossomas de menor diametro, pois durante a desidratacdo-
hidratacdo as superficies carregadas repelem-se mutuamente interferindo na
fuséo.

Gregoriadis et al. (1997, 1999 e 1999) verificaram que a encapsulacao do
plasmideo pRc/CMV HBS, que codifica a expressao de antigeno para hepatite B,
em lipossomas apresentou melhor resposta imunolégica, quando comparado ao
“‘naked” DNA e ao DNA complexado em lipossomas. A encapsulacao promove a
protecdo do DNA da degradagdo por nucleases, € do ataque de moléculas
anibnicas que podem agir competitivamente deslocando o DNA da superficie dos
lipossomas ou dos lipoplexos (Gregoriadis et al. 1996, Perrie & Gregoriadis, 2000).
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Uma avaliacdo de varios fosfolipidios na resposta imunolégica, in vivo, de
DRV(DNA) revelou que a presengca de DOPE ou EPC/PE (onde EPC é L-a-
fosfatidilcolina de ovo) como fosfolipidios neutros € importante para a
potencializacdo da resposta imunolégica. A importancia do DOPE nos estudos de
potencializagdo de transfecgéo in vitro com lipoplexos ja é bastante conhecida
(Tomlinson et al., 1996, Farhood et al., 1995, Felgner et al., 1994 e Wrobel &
Collins, 1995), pois este fosfolipidio possui a capacidade de passar para a fase
hexagonal H,, facilitando o rompimento da membrana endossomal. Fosfolipidios
com elevada temperatura de transicdo de fases, como é o caso do lipidio
estrutural distearoilfosfatidilcolina (DSPC), diminuem a transfeccao, pois tornam a
bicamada mais rigida, reduzindo a eficiéncia de interacdo com a membrana
endossomal. Duzgunes et al. (1989) demonstraram a existéncia de uma
correlagao direta entre fluidez da bicamada e a transfecgéo.

Do exposto pode-se concluir que formulagdes lipossomais com maior
eficiéncia para o transporte de genes, devem conter trés componentes lipidicos

funcionais:

(i) Lipidios estruturais, que garantem a formacao da bicamada e agregacao
lipossomal. Um representante desta categoria é a L-a-Fosfatidilcolina de ovo
(EPC), de origem natural e composta por uma mistura de fosfolipidios com
acidos graxos variados, de cadeias saturadas 16:0 (34%) e 18:0 (11%) e
insaturadas 16:1  (2%), 18:1 (32%), 182 (18%), 20:4 (3%)

(http://www.avantilipids.com, 2004). A Figura 4 apresenta graficamente a

distribuicado de acidos graxos presentes na fosfatidilcolina natural de ovo,
mostrando que as maiores propor¢des referem-se ao acido graxo saturado
com 16 atomos de carbono (16:0) e mono-insaturado com 18 atomos de
carbono (18:1). A Figura 5 apresenta uma molécula do tipo
C(16):C(18:1A%PC, de cadeias sn-1 e sn-2 de comprimentos diferentes,

tipica e presente na composicéo do PC de ovo.
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Figura 4: Distribuicido de acidos graxos existentes na fosfatidilcolina natural de ovo
(http://www.avantilipids.com, 2004).
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Figura 5: Estrutura molecular caracteristica de uma molécula de fosfatidilcolina. R, e R,, nas
posicées sn-1 e sn-2 correspondem a cadeias acila de diferentes comprimentos e graus de
insaturacao (Figura 4).

(i) Lipidios com caracteristica cati6nica para complexagcdo com DNA, citando
como exemplo o lipidio monocatiénico 1,2-dioleoil-3-trimetilaménio-propano

(DOTAP). A Figura 6 apresenta a estrutura quimica deste lipidio.
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Figura 6: Estrutura molecular correspondente ao lipidio monocationico, cloreto de 1,2-
dioleoil-3-Trimetilamonio-Propano (DOTAP).

(iii) Lipidios “helpers” ou co-lipidios, citando como exemplo 1,2-dioleoil-sn-
glycero-3-fosfoetanolamina (DOPE). A Figura 7 apresenta a estrutura
quimica deste lipidio.
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Figura 7: Estrutura molecular do co-lipidio ou “helper” 1,2-dioleoil-sn-glycero-3-
fosfoetanolamina (DOPE).

3.3.3. Razao entre cargas

Muitos estudos tentavam relacionar parametros biofisicos com a razéo
massica entre DNA e lipidios catibnicos; porém como a natureza da interacao é
basicamente eletrostatica (Zuidam & Barenholtz, 1998), torna-se interessante
elaborar uma relacédo entre as cargas negativas e positivas envolvidas. Radler et
al. (1998) introduziram o parametro razdo entre cargas (R,.), relacionando moles
de cargas positivas, provenientes das cabegas polares carregadas positivamente
dos lipidios catibnicos e moles de cargas negativas de grupamentos fosfato

presentes no esqueleto da molécula de DNA, conforme a Equagéo 1.
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R = ML* MW (bp) Equacéo 1
AmwaH )\ 2m,,,

onde,

R..: Razéao entre cargas;

M, ,: Massa de lipidio catiénico (mg);

Mpna: Massa de DNA (mg);

MW(L"): Massa molar do lipidio catinico;
MW(bp): Massa molar média de um par de bases.

De acordo com esta definicdo, o valor de R,,.=1 corresponde a neutralidade

estequiométrica entre cargas.

3.4. Processo de transfeccao

Para que a transfeccao in vitro envolvendo adjuvantes lipidicos catiénicos
ocorra com sucesso e permita que os processos celulares de traducdo e
transcricdo para a sintese da proteina codificada ocorram, trés sub-processos
devem acontecer (Chesnoy & Huang, 2000). Estes sub-processos séao: (i)
internalizacdo do complexo lipidico na célula; (ii) liberacdo do DNA no citoplasma;
(iii) entrada do DNA no nucleo celular. Cada um destes itens sera descrito a
seqguir.

3.4.1. Internalizacao do complexo lipidico para o citoplasma

O primeiro sub-processo consiste na ligacdo do DNA a membrana celular
que é carregada negativamente. Assim, na auséncia de um ligante especifico, a
forca motriz para a ligacao do lipoplexo é a atracao eletrostatica. Acredita-se que a
variagao de eficiéncia entre os varios tipos de lipoplexos esté relacionada as suas

propriedades fisicas, como tamanho, estabilidade e densidade de cargas. A
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transfecgdo in vitro mostrou-se mais eficiente para complexos com maior
propor¢ao de carga positiva. Labat-Moleur et al. (1996) e Zhou & Huang (1994)
identificaram que a internalizacdo do complexo ocorre principalmente por

endocitose.

3.4.2. Liberacao do DNA para o citoplasma

O segundo sub-processo refere-se a liberagcdo do DNA no citoplasma: o
DNA ¢é liberado no citosol a partir dos endossomas, possivelmente por ruptura da
membrana endossomal (Zhou & Huang, 1994) que se desestabiliza devido a
interacbes entre lipidios catibnicos e moléculas anibnicas presentes nesta
membrana (Wattiaux et al., 1997). De acordo com Xu & Szoka, 1996, a
desestabilizacdo da membrana endossomal resulta em um “flip-flop” de seus
lipidios aniénicos, predominantemente presentes na monocamada que interfaceia
o citoplasma. Estes lipidios aninicos difundem-se para o complexo (lipidio
catibnico/DNA) e formam pares de ions com carga neutra com os lipidios
catibnicos, liberando o DNA no citoplasma. Este mecanismo que envolve o
primeiro e segundo sub-processos pode ser ilustrado através da Figura 8, onde

quatro etapas sao identificadas:

e ETAPA 1: O complexo lipossoma catidbnico/DNA ¢é endocitado apds

interacdes eletrostaticas com a membrana celular.

e ETAPA 2: O complexo inicia a desestabilizagcao da membrana endossomal
através do flip-flop dos lipidios anibnicos que estdo localizados

predominantemente na face citoplasmatica da membrana endossomal.

e ETAPA 3: Os lipidios anibnicos difundem-se para o complexo
DNA/lipossoma e formam pares i6nicos neutros com os lipidios catidnicos

do lipossoma, desestabilizando a membrana endossomal.

e ETAPA 4: A desestabilizacdo da membrana endossomal permite que o

DNA difunda livremente para o citoplasma.

20



Revis&o Bibliografica

ETAPA 1 @— Lipidio Catiénico
' @— Lipidio Neutro
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Figura 8: Mecanismo de liberacdo do DNA do complexo DNA/lipossoma cationico (Xu &
Szoka, 1996). ETAPA 1: Endocitose do complexo lipossoma cationico/DNA. ETAPA 2: “Flip-
flop” dos lipidios ani6nicos presentes na membrana endossomal desestabilizam o
endossoma. ETAPA 3: Formacdo de pares ionicos neutros entre lipidios catidnicos e
anionicos. ETAPA 4: Difusao do DNA para o citoplasma (Adaptado de Xu & Szoka, 1996).

Apesar do “flip flop” desestabilizar a membrana endossomal, nem sempre o
grau de desestabilizacdo produz transfeccdo eficiente. Uma alternativa para
intensificar a acao dos lipossomas catiénicos é o emprego de outros compostos
que faciltem a desestabilizagdo da membrana endossomal. Dentro dessa
estratégia as fosfatidoletanolaminas (PEs) sdo os principais representantes de
compostos facilitadores, também designados como “helpers” nos processos de

transfeccao com lipossomas catiénicos e que possuem caracteristicas fusogénicas
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(Felgner et al., 1994, Zabner et al., 1995, Farhood et al., 1995). A fusédo provocada
pelas PEs ndo ocorre diretamente com a membrana citoplasmética, sendo
necessario que o caminho da endocitose seja seguido (Wrobel & Collins, 1995).
Farhood et al., 1995, utilizaram um agente lisosomotrdpico, a cloroquina,
conhecida por interromper a endocitose, através da elevacao (neutralizacdo) do
pH endossomal e lisossomal e constataram que a atividade de transfeccao de
lipossomas catidnicos contendo DOPE ou DOPC (1,2-dioleoil-sn-glicero-sn-3-
fosfatidilcolina, o qual ndo forma fase hexagonal inversa em condi¢des
fisiol6gicas) foi inibida, indicando que a endocitose € um caminho necessario para
a atividade de lipossomas que contém este tipo de “helper”.

Fosfatidiletanolaminas, PEs, constituem uma classe de lipidios com
comportamento polimérfico, e quando dispersos em condigbes fisiologicas, tém
sua agregacao favorecida (menor energia) na fase hexagonal inversa. Esta
caracteristica deve-se ao fato que as PEs possuem area da cabega polar pequena
em relacdo a area ocupada pelas cadeias acila, que proporciona uma estrutura
molecular na forma coénica (cone truncado), que, por razdes geométricas favorece
o empacotamento da estrutura agregada na fase hexagonal inversa, H ;. Além
disso, a pequena area ocupada pela cabeca polar também é influenciada por
pontes de hidrogénio entre os grupos amina de PEs adjacentes, que reduzem sua
hidratacdo. No entanto, a formacao da fase lamelar pode ser verificada com PEs
em situagdes nas quais o pH é elevado (acima de 8-9), quando o grupo amoénia
esta desprotonado e a cabecga polar esta carregada negativamente, sendo a fase
lamelar resultado de efeitos eletrostaticos repulsivos entre as cabegas polares
adjacentes, como consequéncia da reducado das pontes de hidrogénio (Litzinger &
Huang, 1992). Outra situacéo de formacéao de fases lamelares com PEs é através
da adicdo de um segundo componente ao PE capaz de estabilizar a estrutura em
bicamada. Esta ultima estratégia evita as condigbes extremas de pH citadas
anteriormente e é fundamental para a preparacao de lipossomas em condicoes
fisiologicas. Neste caso, a capacidade de transicdo de fases das PEs em
lipossomas depende da temperatura e da capacidade de modificagdo das
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propriedades dos outros componentes da bicamada com as condi¢ées ambientais,

gue conduzem a desestabilizacdo da estrutura.

3.4.3. Entrada do DNA no nucleo celular e direcionamento nuclear

O terceiro sub-processo refere-se a entrada do DNA no nucleo da célula
para que ocorra a expressao de proteinas. Embora a transferéncia do plasmideo
para o citoplasma seja mais discutida, o seu direcionamento para o nucleo das
células é ainda obscuro. Chesnoy & Huang, 2000 sugerem que para isso
acontecer o DNA deva estar livre de lipidios. Resultados obtidos através de
microinjecdo direta de lipoplexos no nucleo mostraram baixa eficiéncia de
expressao proteica (Zabner et al., 1995). Lasic, 1997 sugere que a insercado do
DNA no nudcleo da célula é favorecido pela utilizagago de DNA especifico
(associado a ligantes) ao invés do direcionamento dos veiculos de liberagdo. Nos
processos naturais existem proteinas capazes de trafegarem através da
membrana nuclear, que certamente contém seqliéncias de aminoacidos que
promovem o direcionamento especifico. Se estas proteinas possuissem dominios
que podem ligar a &cidos nucleicos, seria possivel a entrada do DNA no nucleo.
Polilisina, protamina e histonas sdo capazes de complexar o DNA em uma
estrututra condensada, além de protegé-lo de possiveis degradacdes. A
conformagédo (condensada, supercondensada ou relaxada) mais apropriada do
DNA para a entrada no nucleo ainda ndo €& conhecida. Apesar dessas
caracteristicas, a utilizacdo isolada destes polipeptidios nao potencializa a
transfeccédo, demonstrando que a presenga do veiculo lipidico é importante para a
interacao do complexo com a membrana celular (Zhou & Huang, 1994). Os ions
Ca** também tem demonstrado efeito potencializador das propriedades de
transfeccdo de complexos catibnicos lipidio/DNA (Lam & Cullins, 2000),
possivelmente devido ao aumento da taxa de endocitose (Zaitsev et al., 1997) ou
por facilitar a liberagcdo endossomal (Haberland et al., 1999).

Lipossomas catiénicos sdo vetores eficientes para a internalizacdo do DNA
plasmideal (pDNA) nas células e subseqliente liberacdo no citoplasma; porém,
esta ndo é a ultima etapa da transfeccao, pois o plasmideo ainda deve trafegar
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através do citoplasma e atingir o nucleo celular para que a expressao génica da
proteina ocorra. Felgner et al. (1987) demonstraram esta situacdo através da
injecao direta de plasmideos no nucleo de células L timidina-quinase negativa de
ratos, onde foi possivel observar que 50-100% das células expressaram atividade
timidina-quinase. Quando a injecao foi realizada no citoplasma celular, nao se
verificou atividade alguma. O plasmideo radiomarcado penetrou eficientemente no
citoplasma celular; porém, somente fragdes menores de 1% foram encontradas no
nucleo. Estas investigagdes mostram que a tecnologia de incorporagdo do
plasmideo (pDNA) no interior do citoplasma tem sido extensamente estudada,
porém o trafego para o interior nuclear ainda é pouco conhecido.

Células eucaritticas que se encontram em fase de divisao celular (final da
pro-fase e comeco da pré-metafase) caracterizam-se por apresentar a membrana
nuclear (ou envelope nuclear, NE) desorganizada, permitindo que o pDNA atinja o
nucleo facilmente. Porém, quando o NE esté intacto (célula ndo estd em fase de
divisao), este funciona como uma barreira para macromoléculas,

consequentemente, limitando a entrada do plasmideo no nucleo.

O NE possui poros que permitem o transporte de moléculas pequenas e
ions através de difusdo passiva, enquanto macromoléculas necessitam de
processo altamente especifico, com a presenca de determinadas proteinas
(Munkonge et al., 2003). Quando pequenos nucleotideos (ODNs,18-20 bp) séo
transfectados, identifica-se um acumulo rapido no nucleo (Bennett et al., 1992 e
Chin et al., 1990); porém, o limite para o transporte passivo destas moléculas € de
200 a 310 bp (Ludke et al., 1999). Lange et al. (1986) identificaram que o limite de
massa para difusdo de moléculas através do poro nuclear € 40.000 Da, indicando
que plasmideos maiores sao excluidos. Além disso, &cidos nucleicos nao
possuem direcionador ou sinalizador nuclear e, desta forma, ndo conseguem
trafegar através dos poros nucleares como moléculas livres. A utilizagdo de
direcionadores especificos ou sinais direcionadores para o nucleo (NLSs) atravées
de sua conjugacao com o pDNA pode ser uma alternativa para superar a barreira
do NE (Munkonge et al., 2003).
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A Figura 9 apresenta um modelo proposto na literatura para a aplicagcao de
pDNA conjugado com NLS (DNA-NLS) em presenca de lipidios catidnicos,
objetivando a entrada da estrutura no interior do citoplasma celular e, em seguida,

o direcionamento nuclear.
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Figura 9: Modelo proposto para a veiculacdo de DNA para facilitar a internalizacdo no
citoplasma celular, através do emprego de lipidios cationicos e direcionamento nuclear
através da complexacao do DNA com peptideos sinalizadores NLS (adaptado de Munkonge
et al., 2003).

3.4.3.1. Poro Nuclear e transporte cito-nucleoplasmatico

O NE possui canais que podem se expandir e sdo denominados poros
nucleares (complexos formadores de poros nucleares ou NPC). NPCs sao
estruturas supramoleculares cilindricas ancoradas no NE e possuem cerca de 130
nm de diametro e 70 nm de espessura que transpassa o NE. Os poros nucleares
(NPCs) de células de mamiferos possuem cerca de 50 tipos de proteinas Unicas
(aproximadamente 8 cépias para cada NPC) (Bastos et al., 1995). Filamentos

25



Revis&o Bibliografica

estdo conectados e provavelmente interagem com receptores que trafegam pelo
poro e possuem uma extensdo de cerca de 50-100 nm tanto para a face
citoplasmatica como para a nucleoplasmatica (Goldberg et al., 1996 e Cordes et
al.,, 1997). A difusdo passiva de metabdlitos e de pequenas macromoléculas é
rapida; porém, proteinas maiores que 20-40 kDa possuem difusdo bastante
ineficiente. O didmetro do canal pode se expandir de 10 a 25 nm para permitir a
passagem de macromoléculas com dezenas de mega Daltons (proximo a 40 nm
de didmetro) se estas forem “rebocadas” por proteinas especificas (Pante & Kann,
2002). NPCs sao organizados em uma rede elastica e sdo imdveis no plano da
membrana nuclear. Tipicamente, uma célula de um organismo mamifero possui
cerca de 2000 NPCs a uma densidade de 4 NPCs/um? (Daigle et al., 2001). A

Figura 10 apresenta duas microscopias eletronicas dos poros nucleares.

A importacao seletiva de macromoléculas maiores que 40 kDa é mediada
através de sinais direcionadores para o nucleo (NLSs). A rota de importagdo mais
conhecida é através do reconhecimento de NLS pelas proteinas importina o e
importina B. Importina a interage diretamente com o NLS conjugado com a
macromolécula a ser importada. Uma vez formado o complexo NLS-Importina a, a
importina B interage com este complexo e o direciona para o NPC através de

ligacoes especificas, conforme ilustrado na Figura 9.

De modo geral, os acidos nucleicos necessitam de um promotor para o
transporte através do NPC e mesmo elementos altamente compactados e
condensados (tipicamente 30-100 nm de diametro) ndo sdo capazes de difundirem
por si s6 através do NPC. A utilizacao de direcionadores para o ndcleo torna-se,

entdo, imprescindivel para elevar a eficiéncia de transfecgéo.
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: Nucleares

Figura 10: Micrografia obtida a partir de microscopia eletrénica de transmissao indicando os
poros nucleares. A). Corte transversal de uma célula indicando o poro nuclear. B)
Microscopia eletronica da superficie do envelope nuclear (NE) (Adaptado de Alberts et al.,
1994 e http://cellbio.utmb.edu/cellbio/nuclear envelope.htm, 2004).

3.4.3.2. Diversidade de sinais direcionadores para o nucleo (NLSs)

NLSs sdo sequéncias de aminoacidos que nao sofrem clivagem e que
estao contidas em um substrato de transporte. O NLS mais descrito € a sequiéncia
proveniente do Simian Virus 40 large tumor antigen (SV40 T) que consiste em
uma seqliéncia de aminoacidos basicos precedidos por um residuo de prolina
(Kalderon et al., 1984). Uma variacdo desta sequiéncia € o NLS bipartido,
composto por dois conjuntos separados por 9-12 residuos, exemplificado pelo
Xenopus phosphoprotein nucleoplasmin (Robins et al., 1991). Ambos NLSs
utilizam a importina o como receptor. Uma variacdo destes NLSs classicos é a
seqliéncia proveniente da proteina Rev, do virus tipo H1 da imunodeficiéncia
humana (HIV-1), rica em arginina (Henderson & Percipalle, 1997).
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Os NLSs nao classicos sao aqueles que nao utilizam o sistema importina
o e B para o transporte nuclear. Um representante desta categoria é a seqliéncia
M9 da ribonucleoproteina heterogénea nuclear humana hnRNP A1 (responsével
pelo empacotamento e transporte do mRNA). M9 é formada por aproximadamente
38 aminoécidos, rico em glicina, localizada entre os residuos 268 e 305 (de um
total de 320 aminoacidos) da proteina hnRNP A1 (Siomi & Dreyfuss, 1995). O
transporte através do NPC desta seqiéncia M9 depende da transportina (proteina

carreadora endogena) (Nakielny et al., 1996).

A Tabela 1 apresenta as seqUéncias de aminoacidos dos NLSs citados
anteriormente. A nomenclatura internacional, IUPAC, estabeleceu letras do
alfabeto para designar cada um dos aminoacidos apresentados no Anexo |.

Tabela 1: Peptideos sinalizadores nucleares e seu sequenciamento.

Peptideo Observacoes

Nome Seqliéncia

SV40 T P'2KKKRKV Proveniente do simian virus
40 large tumor antigen

Sequéncia proveniente do KRPAATKKAGQAKKKK'™ Variagdo do SV 40 T
Xenopus phosphoprotein

nucleoplasmin

Sequiéncia proveniente da *RQARRNRRRRWRERQRQ”' rica em arginina

proteina Rev, do virus tipo
H1 da imunodeficiécia
humana (HIV-1)

M9 GNQSSNFGPMKGGNFGGRS- ribonucleoproteina
SGPYGGGGQYFAKPRNQGG- heterogénea nuclear humana
hnRNP A1
YGGC

Dentre o0s peptideos sinalizadores, apresentados na Tabela 1, o
proveniente do SV 40T ja possui atividade NLS comprovada na literatura, além de

possuir uma sequéncia pequena de aminoacidos, favorecendo sua sintese, sendo
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esta, entdo, uma boa opg¢ao para iniciar as investigacées sobre os efeitos de

direcionamento e transporte nuclear.

3.4.3.3. Conjugacao de sinais direcionadores para o nucleo com DNA

Os primeiros trabalhos que empregaram a estratégia de direcionamento
nuclear realizaram apenas uma mistura fisica entre o DNA e o NLS para formar
complexos iGnicos e, em seguida, realizaram os protocolos convencionais de
transfeccéo. Este procedimento permitiu um aumento significativo da eficiéncia de
transfeccdo quando estes complexos ibnicos eram injetados diretamente no
citoplasma celular (Collas et al., 1996, Subramanian et al., 1999).

A conjugacao entre DNA e NLS torna-se necessaria para que este
complexo, uma vez liberado no citoplasma celular, possa ser transportado para o
destino (nucleo). A conjugacao entre DNA e peptideos (NLSs) diretamente durante
a sintese destas espécies quimicas nao é possivel devido a incompatibilidade dos
processos de obtencédo destes compostos (Munkonge et al., 2003).

Outra alternativa encontrada de associacao direta de peptideos NLSs com
o pDNA ¢é através de conjugacao quimica apds a sintese independente de cada
espécie. Para que isto ocorra, ambos 0s constituintes devem ser preparados e
purificados separadamente, para a subsequiente conjugacao, onde sao utilizados
agentes de crosslinking adequados (Tung & Stein, 2000). Porém, a maior
desvantagem desta conjugacdo quimica esta na redugdo da atividade de
transcricao resultante da modificacdo quimica das moléculas, além da reagao
promover a ligagdo do peptideo em posigcdes randémicas da molécula de DNA,
podendo afetar o segmento especifico que codifica a proteina em questao
(Munkonge et al., 2003).

Outra estratégia, empregada por Subramanian et al. (1999), para elevar a
taxa limitante da transfecgdo (transporte através da membrana nuclear) € a
conjugacao de um NLS néo classico (M9) com um peptideo catibénico derivado da
seqiiéncia do SV 40 T. O M9 néo possui caracteristica fortemente catiénica e a

adicao de um segmento catibnico em sua cadeia permite maior interagao entre o
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M9 e o DNA. Neste ensaio, foi possivel obter 83% de transfeccéo e elevar em 63
vezes a expressao génica.

Outros estudos também demonstraram que a eficiéncia da transfecgcao
pode ser elevada quando o peptideo sinalizador € ligado covalentemente a um
componente catidbnico com dominios que naturalmente se ligam ao DNA. Algumas
das moléculas ja estudadas na literatura e que possuem esta propriedade sao
poli/oligolisina, histona 1 (Chan & Jans, 1999 e 2001) e poliaminas (Hawley-
Nelson et al., 2003). As poliaminas, tal como a spermina podem ser ligadas
covalentemente durante a sintese quimica do peptideo, utilizando para isso
carboxispermina que é ligada pelo terminal N do peptideo (Hawley-Nelson et al.,
2003). As poliaminas naturais tais com a spermina e spermidina sdo moléculas
policatidnicas alifaticas presentes no interior de células e estdo envolvidas em
inimeras funcbes (Thomas & Thomas, 2001). Em condigcdes fisiologicas as
poliaminas estao carregadas positivamente (spermina com quatro cargas positivas
e a spermidina com trés) e se tornam o alvo principal de interagbes com DNA e
RNA (Bloomfield, 1991). A interacao destes compostos com o DNA ocorre através
de mudancas conformacionais ou interagdes eletrostaticas, facilitando a interacéao
do peptideo com o DNA (Hawley-Nelson et al., 2003).

O desenvolvimento de peptideos-acidos nucleico (PNAs) também possibilita a
conjugacdo quimica entre estes dois tipos de moléculas de uma maneira
sequiencial definida. PNAs sdo homologos sintéticos dos acidos nucleicos que
possuem em seu esqueleto uma seqiéncia de unidades de aminoetil-glicina,
substituindo o esqueleto de acucar do DNA. Este esqueleto pseudo-peptididico
promove certa estabilidade e permite muitas variacdes quimicas, permitinto que
esta molécula se torne facilmente um ligante para o inserto de segmentos de DNA
(Dean, 2000).

As técnicas de conjugacao entre DNA e NLS apresentadas anteriormente
foram resumidas na Tabela 2, contendo também as principais vantagens e
desvantagens.
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Tabela 2: Técnicas de conjugacao entre DNA e NLS e suas principais vantagens e
desvantagens.

Item Tipo de direcionamento nuclear Vantagem/Desvantagem

1 Simples mistura fisica Se o peptideo nao for fortemente catibnico, nao
(NLS/DNA) havera grande interacao eletrostatica. A seqiéncia de
direcionamento pode estar envolvida na ligagéo
eletrostatica e nao ficar disponivel para mecanismo
de transporte.
2  Conjugacgéo quimica direta Diminuicdo da atividade de transcricdo e
(NLS-DNA) acoplamento do peptideo ocorre em locais
randomicos no pDNA .
3 Utilizacdo de grupo com afinidade Spermina possui afinidade natural com o

natural ao DNA (spermina) plasmideo e pode ser acoplada covalentemente
NLS-Sp-DNA no final da terminacao N da seqiiéncia do
peptideo, durante a propria sintese do peptideo.

4  Acoplar seqiéncia de peptideo Pode-se utilizar rota quimica para acoplar NLS
catiénico ao NLS ao peptideo catiénico ou realizar a sintese direta
NLS-Peptideo catidbnico-DNA deste conjugado (depende do tamanho do

peptideo).

5 Peptideos-acidos nucleico Modificagdo do conceito estrutural do plasmideo.
PNAs Alteracdo da estrutura molecular do plasmideo

3.5. Processos Escalonaveis para Producao de Lipossomas

Varios métodos para preparagao de lipossomas tém sido empregados e
desenvolvidos, porém, apesar das vantagens sobre outros veiculos de liberagcao
sustentada, a utilizacao de lipossomas na industria tem sido limitada pela falta de
desenvolvimento de processos escalonaveis eficientes de facil operagdo e
capazes de produzir as estruturas projetadas para aplicacbes especificas
(Gregoriadis, 1993 e Lasic, 1993). Poucos destes procedimentos atendem as
exigéncias da industria quanto a esterilidade e estabilidade dos lipossomas
produzidos e com relacao a possibilidade de se realizar aumento de escala e ser
simples e reprodutivel.

Em escala laboratorial, os métodos convencionais mais utilizados para
preparacao de lipossomas sao o da hidratacado de filme lipidico seco, injecao de
solventes volateis e remocao de detergentes. Além dos métodos de producdo de
lipossomas deve-se também destacar os métodos de incorporacado ativo (ou
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remoto) e passivo para a encapsulagao ou incorporacao de substancias ativas nas

estruturas lipossomais.

O método passivo pode ser aplicado a qualquer substancia, através da
interacdo do agente a ser encapsulado com a bicamada lipossomal (associacao
de membrana), pela encapsulagdo na fase aquosa intralipossomal ou por uma
combinacdo de ambas. Ja os métodos ativos baseiam-se na aplicagdo de um
gradiente de pH, potencial de membrana e gradiente de sulfato de aménia,
permitindo que a substancia ativa seja incorporada na estrutura lipossomal. Uma
outra metodologia para a incorpora¢ao remota de bioativos em lipossomas € o uso
de vesiculas lipidicas compostas de anfifilicos catibnicos que formam estruturas
com poli ou oligonucleotidios para liberacao génica (Barenholz & Lasic, 1996).

Outra forma de promover encapsulagdo com elevada eficiéncia (40-50%) é
através do método desenvolvido por Kirby & Gregoriadis, 1984, formando
vesiculas desidratadas-rehidratadas (DRVs). Neste caso ndo ha a necessidade do
emprego de condi¢cbes drasticas, além de ser bastante simples e possuir a
capacidade de incorporar uma grande variedade de materiais, podendo, por
exemplo, encapsular proteinas ou outros compostos sensiveis a temperatura
(Gregoriadis, 1993). O conceito DRV baseia-se na indugéao da fusdo de vesiculas
pré-formadas através da desidratacdo (no caso a liofilizagdo) e rehidratacao em
condig¢des controladas, formando lipossomas multilamelares. O composto bioativo
a ser encapsulado pode ser incorporado (i) na primeira hidratagcdo de formacéao
inicial dos lipossomas, (ii) apbés a obtencdo de lipossomas (SUV-vesiculas
unilamelares pequenas), através de sua mistura com uma solugdo contendo o
bioativo em etapa anterior a desidratacao, (iii) na rehidratacdo. Dependendo da
sua composicao, os lipossomas podem ser reconstituidos em MLVs (vesiculas
multilamelares) ou grandes agregados e em SUVs. Em geral adiciona-se um
acucar, com propriedades vitreas, tais como trealose (Crowe et al., 1985), manitol

Ou sacarose, para preservar as estruturas na desidratacao e rehidratagao.

Os métodos passiveis de escalonamento sdo compostos de duas etapas
principais: formacao de uma estrutura lipidica intermediaria e posterior hidratagao
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desta estrutura. Os principais métodos escalonaveis sdo: atomizagdo por “spray
drying”, desidratagcédo-rehidratacao (DRV), microfluidizagcao e injecao de etanol. No
método da desidratagdo-rehidratacdo (DRV), o emprego da liofilizagéo viabiliza a
utilizacdo desta técnica em escala industrial, uma vez que este equipamento de
secagem ja tem utilizacdo bastante difundida industrialmente. A desvantagem é

que lipossomas pré-formados também devem ser produzidos em escala industrial.

Diversas novas técnicas de producao de lipossomas em larga escala sao
apresentadas em patentes depositadas, principalmente, nos Estados Unidos,
Europa e Japéao (Adamich et al., 1986, Benameur et al., 2001, Bracken, 1990,
Collins, 2002, Tournier et al., 1999). Dentre essas técnicas pode-se destacar a
producao de lipossomas a partir de estruturas lipidicas secas, em forma de filmes
e expandidas. Este método consiste de uma variagdo do método laboratorial de
hidratacao do filme seco de lipidios. Neste caso, o filme é formado na superficie
interna de um conjunto de tubos dispostos paralelamente ou em colunas de leito
fixo ou expandido (Tournier et al., 1999).

Para a configuracdo multitubular, o sistema para deposicédo de lipidios
consiste de uma coluna preenchida com tubos dispostos paralelamente. O numero
de tubos e sua geometria devem ser determinados de forma a se obter uma
relacdo maxima de area por volume. O sistema pode ser operado de diferentes
maneiras como, por exemplo, com relagdo ao solvente que pode ser alimentado e
disperso tanto na parte interna quanto na parte externa dos tubos, mas
preferencialmente na parte interna para que seja propiciado melhor controle da

temperatura através de circulacao de agua de aquecimento na parte externa.

A configuracao em leito fixo € composta por uma coluna de vidro pyrex com
5 cm de altura e didmetro interno de 0,5 cm contendo anéis de Raschig como
recheio, porém operando em processo do tipo escoamento descendente, com
distribuidor de fluxo no topo da coluna. A operacdo baseia-se na adicdo da
solucdo em fase organica pelo topo da coluna até que se identifigue excesso de
solucado no fundo da coluna. Este excesso é entdo drenado € a etapa de secagem
€ iniciada, com a introducao de nitrogénio aquecido durante 2 horas, seguido de
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vacuo até completa remocao do solvente organico. A hidratacao é entao realizada
através da recirculagdo da fase aquosa. Outra configuracao de processo também
testada por estes autores é a utilizacdo da mesma coluna, porém em leito
fluidizado. Mais uma vez a fase organica é adicionada ao leito e 0 excesso é
removido, seguindo o mesmo processo de secagem e hidratacdo descrito para a

configuracao em leito fixo.

Os mesmos autores observaram que a formagéo dos lipossomas € mais
eficiente e aproveita-se a maxima capacidade do equipamento utilizado quando o
depédsito lipidico obtido da evaporagéao do solvente é expandido em uma estrutura
tridimensional. Nesse caso, a elevada razdo entre a area de contato dos lipidios
com a fase aquosa, ou seja, a area superficial da estrutura expandida e o volume
de fase aquosa tornam a hidratagdo muito mais eficiente, podendo obter altas
eficiéncias de encapsulacao.

A evaporacao do solvente pode ser realizada a temperaturas superiores a
temperatura ambiente ou a pressao reduzida, ou mesmo combinando-se pressao
reduzida e altas temperaturas. Tournier et al., 1999 observaram que a taxa de
evaporagcao tem forte influéncia no grau de expansao da estrutura lipidica e,
portanto, para uma expansao Otima € necessario um controle apropriado da
quantidade de calor e da pressao dentro do sistema, sobretudo quando se esta
proximo do final da evaporagdo e a solu¢do torna-se mais viscosa. Neste ponto,
uma ligeira reducao da pressao resultara em uma expansao relativamente rapida
(formagdo de espuma). Podem ser obtidos diferentes graus de expansao da
estrutura lipidica, através do balanco adequado de temperatura e pressao para um
dado solvente ou mistura de solventes.

Nas situagdes anteriormente citadas, além da alta produtividade, outras
vantagens muito desejadas pela industria sdo obtidas como a possibilidade de
aumento de escala, a facilidade de controle da etapa de hidratacdo, tempos de
processamento reduzidos, uso de materiais de construgdo de baixo custo e
utiizacgdo do mesmo sistema para deposi¢cao, evaporacdo do solvente e
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hidratacdo da estrutura lipidica expandida. A técnica também permite a producao

de lipossomas em condigOes estéreis.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais

Os materiais utilizados para produgdo dos lipossomas catibnicos ou

agregados lipidicos contendo DNA foram:

(i)

(if)

(i)

Plasmideo pVAX-hsp65 (6 kb), codificando o antigeno M.leprae hsp65 (uma
heat shock protein de 65 Da), fornecido pelo Centro de Pesquisas em
Tuberculose da Faculdade de Medicina da USP de Ribeirdo Preto (FMRP-
USP), coordenado pelo Prof. Dr. Célio Lopes Silva e co-orientador deste
trabalho. Informagdes especificas sobre o vetor (pVAX1, Invitrogen)
encontram-se disponiveis no Anexo Il. O plasmideo foi fornecido em agua a
uma concentrac¢do de 1,43 mg/mL.

Fosfatidilcolina natural de ovo (EPC), 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina (DOPE) e 1,2-dioleoil-3-trimetilamdnio-propano (DOTAP)
adquiridos da Avanti Polar Lipids; Cloroférmio e etanol adquiridos da Sigma;
agua para injecao da Baker.

Na eletroforese foram usados os materiais: agarose, com padrao para
eletroforese adiquirida da PROMEGA, brometo de etidio, acido acético, azul
de bromofenol, Ficoll 400 e xileno cianol adquiridos da SIGMA e enzima de
restricito Not | e marcador de massa molar 1 kb Plus DNA ladder
adiquiridos da Invitrogen.

(iv) Os ensaios de fluorescéncia foram feitos com a sonda PicoGreen adquirida

(v)

da Molecular Probes.

O peptideo com sequéncia de aminoacidos que possui caracteristica de
direcionador para nucleo celular (NLS — “Nuclear Localisation Signal”) foi
sintetizado pelo Prof. Dr. Clévis Ryuichi Nakae da Universidade Federal de
Sao Paulo (UNIFESP), na Escola Paulista de Medicina (Departamento de
Biofisica). Este peptideo, cuja seqiéncia de aminoacidos é apresentada na
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Figura 11, foi liofilizado e ressuspendido am agua padrao para injegao, pH

4,0, antes de sua utilizacao.

KCRGKVPGKYGKGPKKKRKV(f
|

Figura 11: Sequéncia de aminoacidos do peptideo de caracteristica de direcionamento

nuclear (NLS). O terminal amino encontra-se no inicio da sequéncia com a lisina (K) e o

terminal carboxilico com a cisteina (C).

(vi) Os solventes cloroférmio, metanol e etanol foram da marca SIGMA.

4.2. Equipamentos

Os principais equipamentos utilizados no desenvolvimento dos

experimentos foram:
(i) Evaporador rotatério (ART LAB),

(i) Extrusora de ago inox, com volume de 10 mL e camisa térmica
para circulagdo de agua, modelo T.001 da Lipex Biomembranes

Inc.,
(iii)  Liofilizador , marca Liobras, modelo L-101;

(iv)  Sistema capilar escalonavel para a producdo de lipossomas,
composto de:

a. Tubo de vidro pyrex capilar de diametro interno 1,6 mm e
altura 11,5 cm;

b. Valvula multiposicdo com 4 canais e 2 vias LV-4 da
Amersham Pharmacia Biotech®;

c. Bomba peristaltica masterflex/Digi-Staltic, com cabegote
modelo 7013-20;
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(vi)

(viii)

(ix)

(xi)

(xi)

d. Banho termostatizado de circulagado Poly Science Série 8000;
e. Bomba de vacuo Edwards;

f. Mangueira Masterflex® 96410-13;

g. Espectrofotébmetro UV-visivel, marca Hitachi, modelo U-2001;

Espectrofotbmetro de espalhamento de luz por incidéncia de raios

laser, marca Malvern Autosizer, modelo 4700;

Sistema de agua ultrapura, marca Milli-Q Millipore, catalogo No.
QTUMOO0OEX;

Equipamento para calorimetria exploratéria diferencial, DSC 2920
— TA Instruments;

Equipamento para medida de potencial zeta, marca Malvern

Autosizer, modelo 3000;

Fluorimetro de placa, marca Molecular Device, modelo Gemini
XS;

Microscopio Carl Zeiss, CEM 902, equipado com filtro de energia

Castaing-Henry-Ottensmeyer;

Microscépio eletrénico de varredura, marca LEICA, modelo LEO
440i equipado com detector secundario de elétrons;

Espectrometro de massas Quattro Micro API ®, marca Micromass,
Manchester, U.K;
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4.3. Formulacées lipidicas

As formulagbes lipidicas contém basicamente DNA plasmideal (pDNA - que
contém o segmento de DNA que codifica a proteina hsp65) e os componentes
lipidicos (estrutural, catibnico e “helper” para as estruturas lipossomais e somente

catibnico e “helper” para os lipoplexos).

O pDNA destinado a aplicagdo como vacina génica para a tuberculose é
formado por (i) pVAX1, vetor comercial, utilizado para atender os requisitos
necessarios do 6rgao americano Food and Drug Administration (FDA) para vacina
de DNA humana, pois contém o gene de resisténcia a canamicina (vide Anexo Il)
(ii) inserto de DNA que codifica a proteina hsp65. Para a obtencao do plasmideo
final destinado a vacina, realizou-se uma subclonagem da sequéncia de 3000 pb
da hsp65 no sitio BamHI - Notl do pVAX1 gerando o pVAX-hsp65 com 6000 pb no
total.

A formulagéo lipidica utilizada para producao de lipossomas catiénicos do
tipo DRV foi estabelecida de acordo com estudos de Perrie et al., 2001, que
sugere que a concentracao de lipidio catibnico (DOTAP) deva estar entre 4 e 8
umol, 16 umol de PC e 8 umol de DOPE, em 2 mL de solugao lipossomal, para
uma razao de cargas (R,- 20). Nestas condi¢des, a formulagédo utilizada por este
autor gera uma concentracdo de 5 ug de pDNA para cada 100 uL de solugéo
lipossomal. Nestes estudos, o autor realizou uma seqiéncia de 3 imunizacdes

com dosagem de 10 ug de pDNA/vacina lipidica.

Para atingir o requisito de dosagem definido pelo Centro de Pesquisas em
Tuberculose da USP de Ribeirao Preto, que visa o desenvolvimento de uma
vacina de dose Unica, a dosagem de pDNA teve que ser ajustada para atingir a
concentracao de 50 ug de DNA em 100 uL de preparacao lipidica. Neste contexto,
a formulagéo proposta inicialmente por Perrie et al., 2001 foi adaptada e as
concentragoes lipidica e de DNA aumentaram, gerando uma razao de cargas (R,/.)
10, conforme apresentado na Tabela 3 para as estruturas lipossomais do tipo
DRV(DNA) e DRV-DNA.
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Vale ressaltar que, apesar do aumento das concentracdes lipidicas, as
propor¢cées de cada componente lipidico foram mantidas nas faixas étimas ja
estabelecidas por Perrie et al., 2001. Além disso, o meio de disperséo utilizado foi
NaCl 0,9% (salina, concentracéao fisioldégica ou 150 mM), viabilizando a aplicagao
in vivo.

A partir da definicdo da concentragéo lipidica para as estruturas lipossomais
[DRV-DNA e DRV(DNA)], a formulagcdo estabelecida para os lipoplexos foram
basicamente similares, exceto pela auséncia do lipidio EPC, conforme também

descrito na Tabela 3.

Tabela 3: Formulacodes lipidicas utilizadas para lipossomas cationicos do tipo DRV(DNA),
DRV-DNA e lipoplexo, para uma razao de cargas (R,,, lipidio cationico/DNA) 10.

Componente Estrutura lipidica
lipidico DRV(DNA) e DRV-DNA (i) Lipoplexo (ii)
Porcentagem Concentracao Porcentagem Concentracao
Molar (%) Molar (mM) Molar (%) Molar (mM)
Estrutural (PC) 50 128
“Helper” (DOPE) 25 64 50 64
Cationico (DOTAP) 25 64 50 64
Total 100 256 100 128

(i) DRV sem o DNA associado (“DRV vazio”) possui formulac&o lipidica idéntica as estruturas DRV-DNA e
DRV(DNA);

(ii)  Estrutura lipidica sem a associagdo do DNA (agregados lipidicos) possuem formulagdo idéntica aos

lipoplexos, exceto pela auséncia de DNA.

A fim de aumentar a eficiéncia profilatica da vacina lipossomal, a segunda
etapa deste projeto de pesquisa contemplou a inclusdo de um peptideo sintético
que possui uma seqUéncia de aminodcidos que permite a ativacdo de um
transporte ativo do DNA com direcionamento nuclear. A formulacdo empregada
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neste caso é apresentada na Tabela 4 para a obtencado de 1000 uL desta vacina

em solugdo fisioldgica (NaCl 0,9%):

Tabela 4: Formulacao utlizada para a obtencao de 1 mL de vacina lipossomal contendo DNA
e peptideo com sinal direcionador.

Composicao Massa Solucéo

(ng)

Concentracao(ug/pL) Volume (uL)

DNA () 534,82 2,86 187
Peptideo (NLS) (i) 501,16 2,68 187
Lipossoma
(DOTAP/DOPE/EPC, 25/25/50% molar) 47400 75,72 626

(em NaCl 1,44%) (i)

(i) Solugbes de DNA e peptideo foram preparadas em agua (para inje¢ao)

(ii) Solugao lipossomal preparada em solugdo salina , com concentracdo 1,44% de NaCl para
garantir uma concentracdo salina no final da preparagdo na condigo fisiolégica (0,9% de
NaCl).
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4.4. Preparacoes lipidicas

4.4.1. Preparacao das estruturas lipidicas para testes in vitro, in vivo e

caracterizacoes fisico-quimicas

Todas as estruturas lipidicas destinadas a testes in vivo e in vitro devem
cumprir requisitos de esterilidade microbiolégica e auséncia de pirogénios (ou

endotoxinas).

A administracdo parenteral de pirogénio influencia a regulagem do
hipotdlamo, causando febre, choque e até mesmo pode conduzir a morte se
administrado em concentragcdes elevadas. Endotoxinas s&o contaminantes
perigosos da classe dos lipossacarideos (LPS), originadas das paredes celulares
de células Gram-positivas e possuem efeito pirogénico (Walsh & Headon, 1974).

O parametro estéril foi garantido através da manipulacado e producao das
estruturas em capela de fluxo laminar e com a utilizagdo de material esterilizado. A
despirogenizacao das vidrarias foi efetuada através do aquecimento, mantendo a
temperatura a 180°C durante 12 horas, seguindo protocolo ja praticado pelo grupo
de pesquisa de Ribeirdo Preto (Centro de Pesquisas em Tuberculose da
Faculdade de Medicina da USP-Ribeirdo Preto). A solucao salina e agua utilizadas
na obtencao das estruturas foram compradas em padrao de injecdo, garantindo a
esterilidade e auséncia de pirogénio.

As metodologias descritas foram utilizadas para a preparagdo das
estruturas vazias, seguidas da associagdo com o DNA e estdo resumidas na
Tabela 5.
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Tabela 5: Sumario das estruturas lipidicas vazias e associadas ao DNA, identificando as
respectivas nomenclaturas, designacado, posicionamento relativo do DNA, método de
preparacao e item da metodologia.

Nomenclatura Designacao Posicionamento Método de preparacao Item
do DNA dos lipossomas

ESTRUTURAS VAZIAS

LEs Lipossomas Bangham 4411
extrudados
DRVs Lipossomas DRVs Desidratacao-rehidratagdo 4.4.1.2
vazios
Agregados Agregados lipidicos Hidratagdo do filme seco  4.4.1.3
lipidicos lipidico

ESTRUTURAS ASSOCIADAS AO DNA

LEs-DNA Complexos Externo a Incubagédo de LEs e DNA 4.4.1.4
lipossoma catiénico superficie
extrudado-DNA

DRV(DNA) Lipossomas DRVs Encapsulado Desidratagao-rehidratacdo 4.4.1.5
com DNA

encapsulado

DRV-DNA Lipossomas DRVs Externo a Incubagao de DRVs e 4.4.1.6
complexados com superficie DNA
DNA
Lipoplexos Lipoplexos Externo a Incubagéo de agregados 4417
superficie lipidicos e DNA

ESTRUTURAS CONTENDO PEPTIDEO SINTETICO E DNA

Complexo Lipossomas DRVs DNA complexado Desidratagao-rehidratagao  4.4.1.8
ternario complexados com com peptideo
l a/
(lipossom DNA/peptideo

DNA/peptideo)
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4.4.1.1. Lipossomas Extrudados: LEs

Os lipossomas extrudados foram preparados pelo método de Bangham
(Bangham et al., 1965, New, 1990). Solu¢des estoque para cada um dos lipidios
foram preparadas em cloroférmio e armazenadas a —20°C. Basicamente, as
solugdes lipidicas sao adicionadas na proporcdo adequada (Tabela 4, item 4.3)
em baldo de fundo redondo e homogeneizadas durante 5 minutos em evaporador
rotatério (ART LAB), sendo em seguida promovida a evaporagdo do solvente sob
vacuo relativo de 650 mmHg, a temperatura superior a maior temperatura de
transicao de fase dos componentes até a formacao do filme seco. A seguir, o filme
foi hidratado com agua de padrdo para injegdo. Estas estruturas lipossomais
foram, posteriormente, extrudadas 15 vezes em extrusora de aco inox, com
volume de 10 mL e camisa térmica para a circulacdo de agua, modelo T.001 da
Lipex Biomembranes Inc., sob pressdo aproximada de 15 Kgf/cm?, utilizando

membrana de policarbonato com diametro nominal de poros de 100 nm.

4.4.1.2. Lipossomas obtidos pelo método da desidratacao-rehidratacao:
DRVs

Os liposomas DRVs, foram preparados através do método da desidratacao-
rehidratacao (Kirby & Gregoriadis, 1984). O método consiste em trés etapas: (i)
preparagao prévia de lipossomas catiénicos extrudados, descrito no item 4.4.1.1;
(ii) desidratagdo através de liofilizagdo (com congelamento das amostras em
nitrogénio liquido e liofilizacdo durante 24 horas); (iii) rehidratagdo das particulas
liofilizadas em temperatura superior a de transicdo de fases dos lipidios. Neste

caso utilizou-se temperatura de 4°C e agitagdo em vortice.

4.4.1.3. Agregados lipidicos catidnicos

Os agregados lipidicos foram preparados pela hidratagdo do filme lipidico
seco, seguido de hidratacdo com solucdo salina 0,9% ou 1,44, conforme descrito a

seguir.
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No método do filme seco lipidico, as solugdes lipidicas (DOPE e DOTAP)
preparadas em cloroférmio sdo adicionadas na propor¢do adequada (formulagéao
descrita na Tabela 4, item 4.3) em baldo de fundo redondo e homogeneizadas
durante 5 minutos em evaporador rotatério, sendo em seguida promovida a
evaporagao do solvente sob vacuo relativo de 650 mmHg, a temperatura superior
a maior temperatura de transicdo de fase dos componentes até a formagcao do
filme seco. A seguir, o filme foi hidratado com solugéo salina 0,9% (estruturas sem
DNA) ou 1,44% (para complexagdo com o DNA, fornecido em &gua), em
temperatura de 4°C.

4.4.1.4. DNA associado a superficie externa de lipossomas extrudados: LEs-
DNA

A associacao/complexacao do DNA na superficie externa de lipossomas
extrudados foi realizada incubando o DNA com lipossomas extrudados (item
4.4.1.1.) em temperatura baixa (entre 0 e 12 °C, de acordo com Wasan et al.,

1999), em banho de gelo. Estas estruturas foram denominadas LEs-DNA.

4.4.1.5. DNA incorporado em lipossomas DRVs: DRV(DNA)

A incorporagdo de DNA nos lipossomas DRVs foi realizada por
desidratacao/re-hidratagao, conforme descrito no item 4.4.1.2. Porém, neste caso,
insere-se a etapa de obtencéo de particulas LEs-DNA (descrito no item 4.4.1.4)
antes de se realizar a desidratacéo.

4.4.1.6. DNA associado a superficie externa dos lipossomas DRVs: DRV-DNA

A associacao/complexacdo do DNA na superficie externa dos lipossomas
DRVs foi realizada através da incubagao em temperatura baixa (entre 0 e 12 °C),
obtida através de banho de gelo. Basicamente, a solucdo de plasmideo é
adicionada em solucao de DRVs obtidos conforme descrito no item 4.4.1.2 e
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agitada com vértice durante 40 segundos. As estruturas coloidais geradas foram
denominadas DRV-DNA.

4.4.1.7. Lipoplexos

Os lipoplexos foram preparados através de complexacao entre agregados
lipidicos (descrito no item 4.4.1.3) e DNA na razdo de cargas (R,.) apropriada. A
complexacao é realizada através da adicao da solugdo contendo o plasmideo na
solucéo lipidica, em temperatura baixa (entre 0 e 12°C), controlada através de
banho de gelo e agitacdo com voértice durante 40 segundos..

4.4.1.8. Preparacao do complexo ternario DRV-DNA-peptideo

A formacgéao da estrutura coloidal ternaria contendo lipossomas DRV , DNA
e peptideo de caracteristica de direcionador nuclear (NLS) foi realizada em duas
etapas. Inicialmente, o peptideo foi adicionado ao DNA, formando um complexo
binario, sendo esse adicionado ao DRV, formando o complexo ternario.

e Complexacdo DNA-peptideo:

A formagédo do complexo binario DNA-peptideo foi realizada através da
adicdo da quantidade apropriada de peptideo ao DNA, sob agitacdo na forma de
vortice durante 40 segundos e incubada entre 0 e 4 °C durante 10 minutos (banho
de gelo).

e Formacao do complexo ternario DRV-DNA-peptideo:

O complexo DNA-peptideo foi adicionado a solucao lipossomal DRV, sob
agitacao do tipo vértice durante 40 segundos e incubado a temperatura entre 0 e 4
°C durante 10 minutos. Em seguida a mistura coloidal foi agitada durante 10
segundos em vortice e mantida a temperatura ambiente (25°C) por, no minimo, 30

minutos.
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4.4.2. Lipossomas produzidos em sistema tubular

A metodologia para producdo de lipossomas em sistema tubular foi
realizada através da adsorcao de lipidios previamente dispersos em 3 mL de
etanol em instalagdo contendo capilar. Inicialmente, as tubulagbes secundarias
foram saturadas com solucado alcodlica dos lipidios (nas mesmas proporcoes
molares). A alimentacdo da coluna foi realizada pelo fundo e parametros como
tempo, vazado e temperatura de recirculacdo foram estabelecidos conforme

descrito s seguir:
e Tempo de recirculagao da dispersao alcoodlica na coluna: 40 minutos;
e Temperatura de recirculagio para adsorgao dos lipidios: 35°C ;
e Vazao de recirculagcao: 8 mL/min.

Ap6s a adsorcao, a coluna foi drenada para a remogdo do excesso de
solucdo lipidica e subseqliente secagem para a formagao do filme lipidico nas
paredes do capilar de vidro. As condi¢cdes de secagem foram:

e Temperatura da coluna: 45°C (mantida por jaqueta de aquecimento);
e Vacuo relativo: 650 mmHg;
e Tempo de secagem: 1 hora.

Apoés a secagem, foi feita a a hidratacao através da recirculacao de 3 mL da
fase aquosa (agua), controlando os seguintes parametros:

e Vazao de recirculacao da fase aquosa: 8 mL/min;
e Tempo de rehidratagdo: 40 minutos;
e Temperatura de rehidratagéo: ambiente (25°C).

A formulagao lipidica utilizada neste estudo contém os trés lipidios ja
estabelecido para as aplica¢ées in vivo e nas mesmas propor¢cées molares (EPC,
DOPE e DOTAP 50/25/25% molar), para todas as concentracoes de lipidios totais
estudada.
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4.5. Caracterizacoes fisico-quimicas

As estruturas lipidicas destinadas a aplicacao in vivo foram caracterizadas
quanto a integridade do plasmideo, avaliagdo da razdo de cargas na qual todo o
plasmideo encontra-se associado a estrutura lipidica, di@metro médio e
distribuicdo de tamanhos, transi¢cdo de fases, carga superficial, acessibilidade do
DNA, microscopia eletrénica de transmissao e estabilidade fisica ao longo da
estocagem pelos métodos descritos abaixo. A inclusdo do peptideo com
sequéncia que ativa transporte para direcionamento nuclear na estrutura lipidica
do tipo DRV-DNA também utilizou técnicas semelhantes as descritas acima,
incluindo microscopia Optica para a determinacao do diametro médio do complexo
binario DNA/Peptideo.

O estudo de escalonamento da producao de lipossomas também utilizou
técnicas de caracterizacao do tipo diametro médio e distribuicao de tamanhos,
microscopia eletrébnica de varredura (MEV), carga superficial (potencial zeta),
espectrometria de massas.

4.5.1. Integridade do plasmideo

A influéncia da desidratacao-rehidratacdo e complexacao eletrostatica na
integridade do plasmideo nu e veiculado em estruturas DRV e lipoplexo foi
avaliada através de eletroforese em gel de agarose. Para que esta técnica possa
ser empregada, o DNA vetorizado em estruturas lipidicas deve ser separado,

purificado e clivado com enzima de restricdo conforme descri¢cdo abaixo:
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4.5.1.1. Separacao e purificacdo de DNA encapsulado/complexado com
estruturas lipidicas

O DNA encapsulado/complexado em lipossomas DRVs e lipoplexos foi
separado das estruturas lipidicas através da adicdo de uma mistura de solventes
orgéanicos (cloroférmio:metanol 9:1v/v) em 1,5 vezes o volume da solucao lipidica.
As amostras foram intensamente agitadas e centrifugadas a 5000 x g durante 5
minutos e temperatura ambiente (25°C), para permitir que as fases organica e
aquosa separem-se totalmente. A fase inferior (organica) contém os lipidios
extraidos e a fase superior (aquosa) contém o DNA, insoltvel na fase orgéanica. A
fase aquosa, contendo o DNA foi, entdo, removida e submetida a precipitagéo e
purificacdo com etanol: Para 50 uL de amostra, adicionou-se 100 puL de etanol
absoluto. As amostras foram, entdo, acondicionadas em freezer (-20°C) durante 1
hora, sendo, entdo, centrifugadas a 21000 x g sob refrigeragcao (4 °C), durante 10
minutos. O sobrenadante foi retirado e adicionou-se 100 uL de etanol 70%. As
amostras foram novamente centrifugadas a 21000 x g sob refrigeragéo (4 °C),
durante 10 minutos, sendo em seguida retirado o sobrenadante e secas em vacuo
durante 15 minutos. O pellet foi ressuspendido em 15 uL agua Milli-Q e hidratado

sob agitagdo em thermomixer compact a 37°C, 600 rpm durante 10 minutos.

A seguir, o plasmideo nu (utilizado como padrédo) e o separado das
estruturas lipidicas e purificado sofreram digestdo com enzima de restricao
especifica, conforme descrito a seguir.

4.5.1.2. Digestao do plasmideo pVAXhsp65 com enzimas de restricao Bam Hl

As amostras de DNA foram submetidas a digestdo com a enzima de
restricito Bam HI (7 U/uL plasmideo) durante 12 horas a 37°C, em volume

reacional de 10 puL. Esta enzima foi responsavel pela linearizagao do plasmideo.
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Apés a digestao do plasmideo, adicionou-se 2 uL de solucao de azul de
bromofenol (15% v/v Ficoll 400, 0,1 % v/v xileno cianol, 0,1% p/v azul de
bromofenol), para visualizagdo no gel durante a corrida eletroforética. Preparou-
se, também, uma amostra como padrao de massa molar 1 kb plus DNA ladder,
através da adi¢do de 2 uL deste marcador, 2uL de solugdo de azul de bromofenol
em volume aquoso total de 10 uL. Em seguida, as amostras foram aplicadas em

gel de eletroforese conforme descrito a seguir.

4.5.1.3. Eletroforese em gel de agarose

O gel de agarose 0,8% usado na eletroforese foi preparado em solugéao
tampdo TAE 1 X (40 mM TRIS-Acetato, 1 mM EDTA). Para cada 100 mL de
solucdo de gel de agarose, adiciona-se 5 uL de solugdo de brometo de etidio (EtBr
- concentragdo 5mg/mL). Este reagente € um intercalador em DNA, que possibilita
visualizacado das bandas de EtBr-DNA quando o gel é submetido a luz ultravioleta.
O gel foi acondicionado em cubas de eletroforese e imerso em solugdo tampéao
TAE 1X. As amostras preparadas sao adicionadas em pog¢os € a corrida
eletroforética é realizada sob tensdo de 70 V, durante aproximadamente 40

minutos, sendo entéo, fotografado sob de luz ultravioleta, gerando as imagens.

4.5.2. Incorporacao do DNA nas estruturas

A incorporagdo do DNA nas estruturas lipidicas e no complexo binario
DNA/peptideo foi verificada com a técnica de eletroforese em gel de agarose
conforme descrito abaixo. Em cada caso, uma quantidade fixa de DNA foi
complexada a diferentes quantidades de estruturas lipidicas (LE, DRV ou
agregado lipidico) ou peptideo com sinal de direcionamento nuclear e submetidos

a corrida eletroforética.
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4.5.2.1. Determinacao da razao molar para completa incorporacao do DNA
nas estruturas lipidicas (sistemas contendo lipidios e DNA)

As complexagdes envolvendo DNA e um tipo de estrutura lipidica (LE, DRV
ou agregado lipidico) foram realizadas nas seguintes condi¢cdes: Dois
microgramas de DNA foram complexados a quantidade de lipidio catibnico
(contido na estrutura lipidica) em vérias razdes de carga, em volume reacional de
40 uL, tendo solucao salina (0,9% NaCl) como diluente. Apés 10 minutos de
incubacdo, adiciona-se 6 uL de solucdo de azul de bromofenol e realiza-se a

corrida eletroforética conforme descrito no item 4.5.1.3.

4.5.2.2. Determinacao da proporcao molar para completa incorporacao do
DNA nas estruturas DNA-peptideo

Através de eletroforese em gel de agarose é possivel identificar a razdo de
molar entre as cargas positivas do peptideo e grupos fosfato (PO4) do DNA, que
promove a complexacdo completa do DNA com o peptideo. A forma de obtencao
da razdo molar cargas positivas do peptideo/PO,> é apresentada no Anexo VII.

Complexos contendo o peptideo e DNA (2 pug/amostra) em varias razdes
molares foram obtidos em volume reacional de 40 uL, tendo solugéo salina (0,9%
NaCl) como diluente. Apés 10 minutos de incubacdo, adicionou-se 6 uL de
solucdo de azul de bromofenol e realizou-se a corrida eletroforética conforme

descrito no item 4.5.1.3.

4.5.3. Determinacao do diametro hidrodinamico e distribuicao de
tamanhos para estruturas lipidicas

O diametro hidrodinamico e distribuicdo de tamanhos das estruturas
coloidais foram determinados por espalhamento da luz, através de espectroscopia
de correlagao de fétons (PCS) utilizando laser de alta poténcia, em equipamento
Malvern Autosizer 4700.

52



Materiais e Métodos

Esta técnica baseia-se na dependéncia das flutuagdes de intensidade do
espalhamento de luz em funcdo do tempo, devido ao movimento Browniano das
particulas em suspensdo. Particulas menores difundem mais rapido que as
maiores e a taxa de flutuacdo da intensidade de luz espalhada varia de acordo
com a velocidade de difusdo (New, 1990). O coeficiente de difusdo médio
translacional dos lipossomas em solugcdo diluida pode ser medido e o raio
hidrodindmico médio, Ry, € calculado pela equacao de Stokes-Einstein (Lasic et al,
1993), conforme a Equacgéo 2.

Ry, = (KT)/(6Dp) Equacéo 2
onde,

k: constante de Boltzmann,
T: temperatura absoluta,
D: coeficiente de difusdo das particulas,

u: viscosidade do solvente.

As medidas foram realizadas em angulo de 90° em relagéo ao feixe de raio
laser (He-Ne) incidente e os didmetros foram analisados a partir dos valores das

intensidades de espalhamento de luz.

4.5.3.1. Diametro médio da dispersao coloidal

A partir da determinacdo do diametro hidrodinamico e da distribuigédo de
tamanhos, pode-se estimar o didmetro meédio da disperséo coloidal, através da
média ponderada entre os didametros hidrodindmicos e as respectivas

porcentagens populacionais referentes as intensidades de luz espalhada.

4.5.3.2. Area superficial por unidade de massa: As/M

Uma vez calculado o didmetro médio populacional, pode-se calcular a area
superficial das estruturas por unidade de massa (As/M), considerando que as
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particulas coloidais possuem geometria esférica e distribuicdo unimodal, de

acordo com a Equacéo 3.

7-(d)?
m

AsIM = Equacéo 3

Onde:
As/M: area superficial das estruturas por unidade de massa (nm?mg);
d :diametro médio das particulas da dispersao coloidal (nm);

m : massa total da formulagao (mg).

4.5.4. Estabilidade fisica de estocagem

A avaliagdo da estabilidade das estruturas lipidicas destinadas a
aplicagao in vivo foi realizada a partir de medidas do didmetro hidrodinamico e
distribuicdo de tamanhos conforme descrito no item 4.5.3. As preparagdes
foram estocadas sob refrigeragao entre 8 e12°C., em condigOes estéreis.

4.5.5. Determinacao do diametro médio dos complexos DNA-NLS

Os complexos DNA-NLS foram observados através de microscépio Optico
LEICA, modelo DMLM, com aquisicdo de imagem para a determinacdo da
distribuicdo de tamanho, através do software Leica Qwin500. A partir dos
didmetros da populacao observada, construiu-se um histograma da distribuicdo de

tamanhos, determinacéo do didametro médio e respectivo desvio padrao.

4.5.6. Transicao de fases

A temperatura de transicdo de fases e a variacdo de entalpia (AH) das

estruturas lipidicas vazias e contendo o DNA a R,,. 10 foram determinadas através
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de calorimetria exploratoria diferencial (DSC 2920 — TA Instruments). Dez
miligramas de cada formulagdo foram liofilizados e submetidos a analise com
rampa de aquecimento de 10°C/minuto, entre —40 e +60°C, utilizando nitrogénio

gasoso de qualidade cromatografica e ar como referéncia.

O histoérico térmico foi investigado para as estruturas vazias, também com
rampa de aquecimento de 10°C/minuto.

Uma vez conhecida a temperatura de transigcdo de fases e a variagao de
entalpia, a variagéo de entropia (AS) foi calculada através da Equacgao 4 (Huang et
al., 1999).

AH
T =—- Equacao 4
AS

onde,
Tm: temperatura de transicao de fases gel para liquido cristalino (K)
AH: Variagao de entalpia (cal/mol)

AS: Variacao de entropia (cal/(mol.K))

4.5.7. Carga superficial

A densidade de carga superficial das diferentes estruturas lipidicas
utilizadas para os teste in vitro e in vivo e caracterizacdo dos lipossomas
produzidos em unidade escalonavel foi avaliada a partir de medidas do potencial
zeta (£). As medidas foram realizadas utilizando solugao salina (NaCl 0,9%) ou
agua, a 25°C como meio de dispersado, em equipamento Malvern Autosizer modelo
3000.

55



Materiais e Métodos

4.5.8. Acessibilidade de sonda de fluorescéncia ao DNA incorporado
na estrutura lipidica ou no complexo binario DNA/peptideo

A acessibilidade da sonda de DNA nas varias estruturas (DRVs, lipoplexos,
DNA-peptideo e DRV-DNA-peptideo) foi determinada a partir da fluorescéncia,
com emprego da sonda comercial PicoGreen, que possui propriedade de
fluorescéncia ultra-sensivel quando conjugado com DNA dupla fita (dsDNA) em

solucéo.

e Solucdo de Trabalho:

Uma solucéo de trabalho contendo a sonda de fluorescéncia foi preparada
através da diluicdo da solucao de estoque (original, fornecida pelo fabricante) do
PicoGreen em tampéao TE (10mM Tris/HCI/1mM EDTA, pH 7,5) em 200 vezes.

e Solucdo de complexacao:

A solucao de complexacgéao foi preparada de acordo com o tipo de estrutura
avaliada, podendo ser dividida em trés grandes categorias: (i) DRVs e agregados
lipidicos; (ii) DNA complexado ao peptideo com sinal de direcionamento nuclear e
(iii) sistema ternario, composto por DRV-DNA-peptideo:

o Complexos formados por DRVs ou agregados lipidicos e DNA:

Cinquenta microlitros de uma solugdo contendo 1 pg/mL de DNA (pVAX-
hsp65) foi complexada com 50 pL de solugédo lipidica (DRVs ou agregados
lipidicos), na razao entre cargas (R..) apropriada e incubada durante 10 minutos a

temperatura ambiente (25-27°C).

o Complexos formados por DNA e peptideo:

Para o complexo DNA-peptideo, 50 uL de uma solugdo contendo 1 pg/ml
de DNA (pVAX-hsp65) foi complexada com 50 ul de solugao contendo o peptideo,
na razdo molar entre cargas positivas do peptideo e PO,> apropriada e incubada

durante 10 minutos a temperatura ambiente (25-27°C).

o Complexo ternario DRV- DNA- peptideo:
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Para os ensaios envolvendo o complexo ternario DRV-DNA-peptideo, o
procedimento é basicamente o mesmo, porém diferenciando-se na preparagao
dos complexos: trinta e trés microlitros de uma solugéo contendo 1 ug/mL de DNA
(pVAX-hsp65) foi complexada com 33uL de solucdo contendo o peptideo, na
razdo molar entre cargas positivas do peptideo e PO,> apropriada, incubada
durante 10 minutos a temperatura ambiente (25-27°C). Este complexo binario foi
adicionado a 33 uL de solucédo de DRV vazio, na razéo de cargas R, 10 (utilizada

nas formulagbes para testes in vivo).

e Medida da intensidade de fluorescéncia

Cem microlitros da solucdo de trabalho foi adicionada a solucdo de
complexacdo e apdés 2 a 4 minutos de incubacdo, realizou-se a medida da
fluorescéncia em fluorimetro de placa (Gemini XS, Molecular Device). As medidas
de fluorescéncia foram realizadas com excitacdo e emissdo em 485 e 525 nm,

respectivamente, conforme orientacao do fabricante.

Os perfis de decaimento de fluorescéncia foram expressos em valores

percentuais, em relagéo a intensidade de fluorescéncia emitida pelo DNA livre.

4.5.9. Morfologia das estruturas lipidicas

A técnica de microscopia eletrbnica de transmissdo foi utilizada para
visualizar e analisar as morfologias das diferentes estruturas lipidicas. Utilizou-se
telas de cobre de 200 mesh como suporte para a amostra recoberta com carbono
com filme de colédio (parloidin com acetato de celulose). Cada preparacao lipidica
foi diluida para 1 mM (concentragéo lipidica) e, entdo, aplicada uma gota sobre a
tela e incubada durante 5 minutos a temperatura ambiente, sendo posteriormente
retirado o excesso de solugdo lipidica. Uma gota de acetato de uranila 1% p/v (em
solucéo salina 0,9%) foi, entao, adicionada mantendo-se a incubacédo durante 1
minuto a temperatura ambiente, sendo também o excesso eliminado e a tela seca
ao ar. As estruturas foram visualizadas em microscépio Carl Zeiss, CEM 902,
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equipado com filtro de energia Castaing-Henry-Ottensmeyer, sendo as imagens

adquiridas através de camera CCD (Proscan).

E valido ressaltar que a diluicdo das preparacdes lipidicas em mesmo
tampado ao qual estdo dispersas nao altera o diametro hidrodindmico das
estruturas coloidais (avaliagcdo efetuada a partir de espectroscopia de correlagéo
de fétons - PCS).

4.5.10. Cinética da formacao dos lipossomas em sistema capilar

A cinética de formagcdo dos lipossomas na unidade escalonavel foi
construida a partir de medidas de absorbancia a 340 nm (Espectrofotometro UV-
visivel, marca Hitachi, modelo U-2001) de amostras em varios tempos (0, 1, 2,5, 5,
7,5, 10, 20, 30 e 40 minutos) durante a hidratacdo do filme lipidico seco, descrita
no item 4.4.2. A construgdo da curva de Absorbancia versus tempo permite a

andlise da evolucao da formacao dos lipossomas.

4.5.11. Determinacao da espessura do filme lipidico seco formado em

tubo capilar

A técnica de microscopia eletrénica de varredura foi empregada a fim de
determinar a espessura do filme lipidico seco obtido no capilar em etapa anterior a
hidratacdo e consequente formagdo dos lipossomas na unidade escalonavel de
producdo de lipossomas. Para isso, lipossomas foram produzidos na unidade
capilar até a etapa de secagem, utilizando a concentragdo molar total de lipidios
50 mM na fase alcodlica. Em seguida a unidade capilar foi desmontada, cortada
em vdrias alturas e submetida a microscopia eletrobnica de varredura para
identificacdo e medida da espessura do filme lipidico seco.

Todas as micrografias foram obtidas usando o microscépio LEICA, modelo
LEO 440i equipado com detector secundario de elétrons. A voltagem de

aceleracao usada variou de 3 a 5kV. Inicialmente, as amostras foram fixadas em
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um porta-amostra através de fita adesiva dupla-face. Posteriormente, essas
amostras foram recobertas com ouro e analisadas.

As imagens foram analisadas em software Leica Qwin500 que permitiu a
medida da espessura do filme seco em varias alturas do tubo capilar. A partir das
medidas foi possivel definir a média e o desvio padrao da espessura do filme

lipidico seco.

4.5.12. Identificacao qualitativa da presenca dos lipidios funcionais nos
lipossomas produzidos em tubo capilar

A técnica de espectrometria de massa foi empregada com o intuito de
identificar a presenca dos lipidios utilizados na unidade escalonavel de producao
de lipossomas em tubo capilar. Os espectros de massa por ionizagdo em eletro-
spray, ESI-MS, foram obtidos em modo positivo utilizando espectrémetro de
massas Quattro Micro APl ®Micromass, Manchester, U.K.). As condices
empregadas foram: temperaturas da fonte e dessolvatagido em 120 e 300°C,
respectivamente; voltagem do capilar e cone em 5.0 kV e 20 V, respectivamente.
Cada amostra foi acondicionada a 35°C, para permitir completa solubilizagdo dos
lipidios (especialmente o DOPE), homogeneizada e uma aliquota de 25 uL foi
retirada e transferida para tubos do tipo eppendorf contendo uma solucao de agua
e acetonitrila (1:1; v/v) e acido férmico (concentragao final de 0,1% v/v) para um
volume final de 250 uL. As solucdes foram injetadas em uma vazao de 5 ulL/min,
através de bomba de seringa (Harvard) e os espectros foram adquiridos na faixa
de 600 a 800 m/z.

4.6. Modelagem da Cinética de Formacao dos Lipossomas

Para simular a cinética de formagdo dos lipossomas na unidade

escalonavel de tubo capilar foi construido um modelo matematico desenvolvido
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por Carneiro, 2004, baseado no trabalho inicial de Mortha et al., 1993, que

descreve a dissolugdo de comprimidos em solugdo aquosa.

De acordo com o modelo proposto por Mortha et al., 1993, a dissolugéo do
comprimido € um processo que depende tanto da penetracdo de agua no
comprimido, que é considerado um sdlido poroso, quanto da reagéo de dissolugéo

das espécies constituintes.

A penetragao da agua nos poros do comprimido € influenciada pela forga de
capilaridade entre o liquido e a superficie dos poros, que direciona o liquido para
dentro dos poros e a forca de arraste viscosa, exercida pelas paredes dos poros,

que se opde a penetragao do liquido nos poros.

Considerando que a penetracao do liquido nos poros segue a Equacéao 5 de
Washburn (Washburn, 1921) aplicada a um sélido poroso pode-se escrever que:

Equacao 5
L= /O'.COSZH.dH NG
47°n

onde,
L: comprimento de penetragao do liquido no capilar do sélido poroso no tempo t
o. tensao superficial do liquido
6. angulo de contato do liquido com o sélido
dy: diametro hidraulico dos poros do sélido
7. tortuosidade do so6lido
n: viscosidade do liquido

t: tempo
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Em muitos casos, porém, essa equagao nao € valida para todas as fases da
penetragéo do liquido no sdlido, devido a existéncia de condigbes de estado ndo
estacionario no fluxo de liquido. Sugere-se, nesses casos, a utilizacdo de uma
cinética de penetragdo que utilize a constante de penetragdo K, que pode ser
escrita conforme a Equacgao 6 (Mortha et al., 1993).

L=Kt"" Equacdo 6

onde,
m(t) varia de 1, no inicio da penetragao, até 0, no fim da penetracao

K: constante de penetragéao

Como ocorrem modificagdes no comprimido e na solugdo aquosa pela
dissolucao das espécies, o valor de K também nao é constante com tempo. Pode-
se dessa forma escrever a Equacdo 6 de outra forma mais adequada para os
calculos, conforme Equacéo 7 (Mortha et al., 1993).

L=K()t" Equacao 7

A diferenciacdo da Equacéo 7 leva a equacao modificada da velocidade de
penetracdo, conforme Equacao 8.

1 m—1
dL_ LK, ~
dt K dt Equacéo 8
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A integracdo da Equagédo 8 leva a Equagdo 5 no caso de m = 0,5 e

o.cosb.d, jo's

K=K =
‘ ( 417

A desintegracdo do comprimido resulta da reacdo dos constituintes,
dentro dos poros, quando entram em contato com o liquido, e é limitada tanto pela
taxa de reacdao dos constituintes quanto pela transferéncia de massa interna e

externa.

Entende-se que a transferéncia de massa € um fendmeno que ocorre
basicamente quando ha variagdes de concentragdes locais (Doran, 1997). A
transferéncia de massa externa ocorre quando ha transporte de soluto entre o
meio externo (ou bulk) e a superficie do sélido. Ja a transferéncia de massa
interna se da no interior do sélido, onde existem poros que permitem a difusdo do

soluto em seu interior.

e Transferéncia de massa externa dos compostos

A transferéncia de massa externa resulta da diferenga de concentracao das
espécies em uma camada de liquido proxima a superficie do sélido, Cs, € a
concentracdo no meio liquido externo, Cex. O fendmeno pode ser representado
pela Equacgao 9.

d_m:de (

d “ext*® C - Cext) Equagéo 9
t

onde,
kq: coeficiente de transferéncia de massa
Cs: concentracao de fosfolipidios proxima a superficie do sélido

Cext: concentracao de fosfolipidios no meio liquido externo
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Sexi: area externa do sélido do comprimido que pode ser calculada pela

Equacéao 10.

S.. =5, (1 ——j Equacéo 10

onde,
€ : porosidade do sélido

So: area da superficie externa total do sélido

O coeficiente de transferéncia de massa kq pode ser calculado através de
correlagdes envolvendo o0s grupamentos adimensionais como  Sherwood
(Equacbes 11e 14), que é a razdo entre as resisténcias ao transporte de massa
molecular convectivo e difusivo; Reynolds (Equacéo 12) que caracteriza o regime
de escoamento e Schimidt (Equacdo 13), definido como a razado entre as

difusividades de momento e massa.

Sh=a.Re” Sc” Equacéo 11
V. Equacao 12
Re = prl
n
Equacéao 13
Sc = /s
p.D
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o= k,. Equacao 14
D

onde,
p : densidade do liquido
n: viscosidade do liquido

D: difusividade das espécies no liquido

v: velocidade do liquido

I: comprimento caracteristico da transferéncia de massa

e Transferéncia de massa interna dos compostos

A massa dissolvida é proporcional a superficie interna molhada e é uma
funcdo complexa da difusividade interna, da taxa de reagéo e da solubilidade das
espécies no meio liquido. O fendmeno pode ser representado pela Equacao 15
em que Ki,: € uma taxa constante proporcional a desintegracao do sélido e Sir; € a

area dos poros penetrada pelo liquido, que para um sdélido poroso pode ser
expressa pela Equacao 16.

—=K, .S, () Equacao 15

onde

Kint: constante de transferéncia de massa interna
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S,.€
S (=422
lnt() d

L(1) Equacao 16

H

O valor de Ki,; € de dificil predicdo e pode-se supor que seja da mesma
ordem de grandeza que o produto da concentracdo na superficie pela taxa de
transporte das espécies dissolvidas através do comprimento dos poros.

4.6.1. Construcao do modelo de formacao de lipossomas a partir de
um filme lipidico seco depositado sobre uma superficie de vidro de um
tubo capilar

Para construcdo do modelo de formacdo dos lipossomas, considera-se
inicialmente a formagdo de um filme seco de lipidios com espessura L, que foi
adsorvido no interior do tubo. O fenémeno de dissolugao desse filme envolve
inicialmente a penetragdo do liquido, formando uma frente que avanga com o
tempo, de comprimento Lp e tende a alcancar a espessura L. A medida que ocorre
a penetragao do liquido, uma segunda fase envolve a desintegragcéo do filme que
promove a dissolucao dos lipidios para o seio da solugao, permitindo a agregacao
e formagédo dos lipossomas. Esta frente de desintegracdo, Ld, também avanca
com o tempo e tende a alcancgar L. Este processo ocorre em meio a um fluxo
ascendente da fase aquosa. A Figura 12 ilustra o processo de formagao de

lipossomas, a partir de um filme lipidico seco formado no interior de um tubo.
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Figura 12: Representacao unidimensional do processo de formacao de lipossomas a partir
da dessorcao do filme lipidico seco, presente no interior de um tubo. Inicialmente ocorre a
formacao de uma frente de penetracao de liquido, Lp (Comprimento referente a penetracao
de agua que varia com o tempo); e a subsequente formacdo da frente de dissolucao dos
lipidios do filme lipidico seco, Ld (Comprimento referente a extensao desintegrada, que
varia com o tempo). A dessorcdao dos lipidios para a fase aquosa permite que ocorra a
agregacao e formacao dos lipossomas.

A penetracao do liquido na por¢dao nao desintegrada do filme é expressa

pela Equacgao 17.

L=Lp Lqg Equagéo 17

onde,

L,: comprimento do filme lipidico penetrado pelo liquido
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Lq: comprimento do filme lipidico dissolvido

A velocidade da frente de penetracdo é dLy/dt (Equagéo 18), que pode ser
obtida através da diferenciagdo da Equacdo 17 e utilizando a definicdo da

velocidade de penetracao é apresentada na Equacéao 18:

1
Ly Ly Ll dK (e L) Equagéo 18
dt  dt K = dt po

A massa desintegrada na superficie do filme € considerada uma
contribuicdo dos fendmenos externo e interno de transferéncia de massa e
também da taxa de consumo de moléculas de fosfolipidios para formar os

lipossomas.

Carneiro, 2004, assumiu que a taxa de consumo de moléculas de
fosfolipidios segue uma cinética de primeira ordem com relagéo a concentragéo de

lipossomas ou vesiculas, C,.

A variagdo da massa de fosfolipidios com o tempo é dada pela Equacao 19.

dm _ g .SO.(I - fj + Ky S22 (L -1,)-K.C, Equagéo 19
dt T d,

onde,

C,: concentracao de vesiculas

Ky: taxa de reacao de producao de vesiculas

O mesmo autor considerou também que a variagdo da concentracao de
vesiculas com o tempo segue uma cinética representada pela Equacao 20.

K1
K '+t

t

C ()= Equacao 20
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A taxa de dissolucao do filme lipidico, por outro lado, é proporcional a frente
de desintegragao dLy/dt de acordo com a Equacao 21.

dL,
dt

dm _

=08 (1-¢) Equacéo 21
= PSli=e)

Onde,

p. massa especifica do sélido

A combinacao das Equacdes 19, 20 e 21 constitui o modelo matematico
representativo da penetracdo de agua no filme, desintegracdo simultanea e
formagao massica dos lipossomas.

A constante de penetracao K pode ser representada de modo empirico
através da Equacao 22.

K=K, (1+at") Equagéo 22
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Nesta sessdo, os resultados e discussdes sao apresentados em cinco

grandes grupos:

O primeiro grupo (item 5.1) refere-se a verificagdo da integridade do
plasmideo ap6s complexagdo com lipidios catibnicos e subsequente incorporagcao
através do método da desidratacdo e rehidratacdo (DRV). Esta analise foi
realizada a fim de constatar que o plasmideo nao sofre alteracdo estrutural, perda
do segmento que codifica a proteina hsp 65 ou degradacao molecular que possa

interferir na transfeccao.

O segundo grupo (item 5.2) inclui caracterizagdes fisico-quimicas das
formulacdes preparadas pelo método de Bangham, destinadas as avaliacbes in
vitro e in vivo, como: (i) distribuicdo de tamanhos e didmetro hidrodindmico
(espalhamento de luz), (ii) determinagdo da razdo de cargas para completa
incorporacédo do DNA (eletroforese em gel de agarose), (iii) avaliagdo da transicao
de fases (DSC), (iv) carga de superficie (potencial zeta), (v) acessibilidade de
sonda de fluorescéncia ao DNA incorporado nas estruturas lipidicas, (vi)
morfologia e (vii) estabilidade fisica ao longo da estocagem e (viii) considerag¢des
sobre as etapas de producéo dos lipossomas DRVs vazios.

Um resumo dos resultados dos ensaios biolégicos para as estruturas
lipidicas, realizados no CPT-RP: (i) in vitro: mensagem ao hsp65 e citotoxicidade e
(ii) in vivo: dosagens de anticorpos e a recuperacao de bacilos viaveis do pulmao
de animais vacinados com diferentes construcdes lipossomais e desafiados com
M. tuberculosis (Mtb), constitui o terceiro grupo, apresentado no item 5.3, para

fundamentar a escolha da estrutura lipidica mais promissora.

Com a estrutura lipidica mais promissora, um quarto grupo apresenta os
resultados da inclusdo na formulagcdo do peptideo sintético com seqiéncia de
aminoacidos que ativa um transporte ativo através do envelope nuclear da célula e
permite a entrada no nucleo celular. O item 5.4 descreve esta estrutura “ternaria”,
composta de lipossoma-DNA-peptideo, e sua caracterizacao quanto ao diametro
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hidrodindmico e distribuicdo de tamanhos, carga de superficie, acessibilidade a

sonda de fluorescéncia e morfologia.

O estudo do escalonamento do processo de obtencdo dos lipossomas,
incluindo a simulacao da cinética de sua formacao, esta descrito no quinto grupo
(item 5.5).

5.1. Integridade do plasmideo nos processos de desidratacao-

rehidratacdao e complexacao eletrostatica

O plasmideo pVAX-hsp65, destinado a vacinacdo génica contra a
tuberculose, € circular, foi obtido através de técnicas de engenharia genética e é
composto basicamente por duas partes principais: (i) vetor comercial (pVAX1) e (ii)
inserto que codifica uma proteina (heat shock) de 65 KDa obtida a partir do
Mycobacterium leprae.

A integridade do plasmideo pVAX-hsp65 foi avaliada utilizando a técnica de
eletroforese em gel de agarose (descrita no item 4.5.1) para todas as estruturas
lipidicas destinadas aos testes in vitro e in vivo. Para que esta andlise seja
possivel, o DNA deve ser separado das estruturas lipidicas através do emprego de
mistura de solventes organicos que promovem o rompimento das estruturas
lipossomais e agregacoes lipidicas, favorecendo a migragdo dos lipidios para a
fase orgénica, enquanto o DNA, insoluvel na fase organica, permanece na fase
aquosa. A subseqglente remogao da porgdo aquosa (superior) permite que o DNA
seja purificado através da precipitacdo por etanol, conforme descrito no item
4.5.1.1. Em seguida, faz-se necessario a digestdo com a enzima de restricao Bam
HI, para que ocorra a linearizacdo completa do DNA e permita identificacdo do
tamanho do plasmideo através da técnica de eletroforese em gel de agarose (item
4.51.2).

A Figura 13 apresenta a eletroforese em gel de agarose para o DNA

separado das formulagdes do tipo lipoplexo (agregado lipidico complexado com
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DNA), DRV-DNA (lipossomas DRVs complexados com DNA) e DRV(DNA) (DNA
encapsulado em lipossomas DRVs), indicando que o inserto que codifica o

antigeno hsp65 nao se separa do vetor plasmideal (pVAX1).

M12 34

Figura 13: Eletroforese em gel de agarose para avaliacao da integridade do plasmideo pVAX-
hsp65 em estruturas lipidicas do tipo DRV(DNA), DRV-DNA e lipoplexos com razao de
cargas (R..) 10 em solucéo salina (NaCl 0,9%). O plasmideo foi separado de cada preparac¢ao
lipidica através da adicao de solvente organico (cloroférmio/metanol 9:1 v/v), purificado com
etanol e digerido com enzima de restricio Bam HI. Plasmideos padrao e extraido foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 0,8%. Cada linha representa: M) Marcador de
1Kb; 1) DNA separado de lipoplexos; DNA separado de 2) DRV-DNA, 3) DRV(DNA), 4) DNA
padrao.

Sabe-se que o vetor e o inserto (hsp65) possuem cada um tamanho de 3kb
e se houvesse qualquer fragmentacdo deste DNA devido ao emprego de voértice
ou as outras condicdes de processo (temperaturas, congelamento, complexacao
eletrostatica, forga idnica), varias bandas de DNA seriam detectadas no gel de
agarose. A conclusdao sobre a manutencdo da integridade do plasmideo é
possivel, pois para todas as estruturas, inclusive o DNA utilizado como padrao
(DNA nao processado), a eletroforese em gel de agarose apresentou apenas uma
banda caracteristica correspondente ao plasmideo linearizado (vetor
pVAX1+hsp65).

Este resultado indica que as etapas empregadas para o processamento das
estruturas lipidicas ndo causam dano a vacina génica (pVAX-hsp65). As principais
etapas de obtencado de cada uma das estruturas lipidicas estdo apresentadas na
Figura 14.
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Figura 14: Esquema ilustrativo das rotas de preparacdo para DNA incorporado em
estruturas DRVs (DRV(DNA)), DNA complexado com estruturas DRVs (DRV-DNA) e
lipoplexos, com seus respectivos precursores.

O emprego de intensa agitacdo por meio de vértice nas complexacoes
eletrostaticas era considerado uma etapa critica, pois a literatura reporta que estes
complexos sédo formados apenas pela simples mistura entre lipossomas catiénicos
e DNA (Almofti et al., 2003) ou através do emprego de vortice em intensidade leve
durante poucos segundos (Ferrari et al., 2001). Desta forma, a utilizagdo de
agitacao vigorosa, bem como todas as demais etapas de processamento
empregadas ndo promovem a desnaturagdo do plasmideo, mantendo sua agéo
terapéutica.
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E valido ressaltar que neste experimento a conformacdo do DNA n&o foi
avaliada.

5.2. Caracterizacoes fisico-quimicas das estruturas destinadas

aos ensaios in vitro e in vivo

As trés estruturas lipidicas [DRV(DNA), DRV-DNA e lipoplexos] com
formulagbes descritas no item 4.3, bem como as estruturas correspondentes que
nao possuem o DNA (denominadas aqui vazias) produzidas pelo método de
Bangham, conforme descrito no item 4.4, foram caracterizadas e comparadas
entre si. Estas caracterizagdes sao Uteis nas interpretacées dos ensaios in vitro e

in vivo.

5.2.1. Diametro hidrodinamico médio e distribuicao de tamanhos e area
superficial

O didmetro médio hidrodinamico e a distribuicdo de tamanhos de todas as
estruturas lipidicas estudadas estdo apresentados nas Figuras 15 e 16 e os
didmetros médios das populacdes estao resumidos na Tabela 6.
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Tabela 6: Diametros médios das populacées encontradas na distribuicao de tamanhos das
estruturas lipidicas avaliadas

Estrutura Lipidica Diametros médios das populacées (nmzSD) (i)

Populacgao 1 Populacéo 2

Lipossomas compostos por EPC/DOPE/DOTAP 50/25/25% molar

Lipossoma Hidratado 392175 1729 £ 398
Lipossoma Extrudado (LE) 136417

DRV vazio 175111 9321408
DRV(DNA) 227+74 1036+328
DRV-DNA 653,5+204 24341596

Agregados compostos por DOPE/DOTAP 50/50% molar

Agregados lipidicos 396,5+49,1 1792,8+£333,6

Lipoplexos 593+147,7 3110,41£174

(i) SD: Desvio padréao para nimero de 3 ou 4 amostras independentes.

(ii) Didmetro avaliado pela intensidade de espalamento de luz.

A evolucdo de diametros hidrodinamicos e distribuicdo de tamanhos das
estruturas contendo EPC/DOPE/DOTAP nas vérias etapas da preparagdao dos
DRVs é apresentada na Figura 15. Para os precursores dos DRVs, apresentados
na Figura 15 A e B, a simples hidratacdo do filme seco de uma composi¢ao
lipidica catiénica gerou uma distribuicdo bimodal, com populagbes de 392 + 75 nm
e 1729 £ 398 (Figura 15 A). Normalmente, suspensdes lipossomais obtidas pelo
método da Bangham produzem MLVs de tamanhos heterogéneos com tamanho
entre 0,1 e 10 um (Szoka & Papahadjopoulos, 1980). Neste caso, a natureza
catibnica dos lipossomas deve estar favorecendo a distribuicdo bimodal,
permitindo boa reprodutibilidade das populagdes. E vélido ressaltar que, neste
caso, os lipossomas foram obtidos apenas em agua, sem qualquer tampao ou
NaCl. A extrusdo em membrana de policarbonato com poro de didmetro nominal

de 100 nm produz lipossomas com distribuicdo unimodal, aqui denominados
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lipossomas extrudados, LEs (Figura 15 B), com diametro médio hidrodinamico

igual a 13617 nm.
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Figura 15: Distribuicido de tamanho dos lipossomas cationicos compostos por
PC/DOPE/DOTAP (50/25/25% molar) nas varias etapas de processamento para formacao das
estruturas DRVs. A) Apds a hidratacao do filme seco com agua padrao para injecao. B)
Lipossomas extrudados em membranas de policarbonato, de poros com didmetro nominal
de 100 nm. C) Lipossomas vazios produzidos pelo método DRV em solucao salina (NaCl
0,9%). D) Lipossomas produzidos pelo método DRV encapsulando DNA a uma razdao de
cargas 10, em solucao salina (NaCl 0,9%). Cada grafico apresenta a distribuicao de
tamanhos de trés amostras independentes. E) Lipossomas vazios produzidos pelo método
DRV e complexados com DNA a uma razao de cargas 10, em solucao salina (NaCl 0,9%).
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Os lipossomas extrudados foram, entdo, liofilizados e rehidratados em
solugdo salina (NaCl 0,9%) sem a presenca de DNA, a fim de se conhecer o
comportamento de agregagdo dos lipidios na rehidratagdo (Figura 15 C). A
solugdo salina foi empregada a fim de garantir meio de dispersao isotdnico
adequado para a aplicagdo como vacina in vivo. A distribuicdo bimodal, com
populacdes de 17511 e 932+408 nm, ligeiramente menor que a dos lipossomas
hidratados pelo método do filme seco em &agua (Figura 15 A), sugere maior
compactacao da estrutura lipossomal, inerente ao processo DRV que promove a
fuséo dos lipossomas pela secagem (liofilizacao).

A encapsulacdo de DNA na estrutura DRV [ DRV(DNA) ] também gerou
uma distribuicdo com populagdes de didametros médios de 227174 e 1036328 nm
(Figura 15 D), muito semelhante a estrutura DRV vazia, sugerindo que a
quantidade de DNA presente na estrutura nao interfere significativamente na
agregacao lipidica. No entanto, quando ocorre a complexagao entre DRV vazio e
DNA, gerando as estruturas DRV-DNA, as populacbes sofrem variagao
significativa do diametro hidrodinamico, 653,5+204 e 24341596 nm (Figura 15 E).
Este aumento significativo de tamanho das populacées quando comparado as
estruturas DRV vazio (Figura 15 C) e DRV(DNA) (Figura 15 D), indicando que a
complexacao eletrostatica permite o posicionamento do DNA nas regides mais
externas dos lipossomas, conforme ja investigado por Perrie et al., 2000 e Pupo et
al., 2005.

E interessante ressaltar que a estrutura DRV-DNA inicialmente estudada
por Perrie & Gregoriadis, 2000 apresentou didametro da ordem de 5 a 20um, faixa
significativamente maior que a encontrada nesta pesquisa. Esta diferenca deve
estar associada ao controle da temperatura em 4°C e agitagéo intensa em vortice
durante a complexagao.

Como a natureza dos agregados lipidicos também ¢é catibnica, uma
distribuicdo bimodal também é encontrada para a composicado DOPE/DOTAP
50/50% molar quando produzida em solugdo salina 0,9% (Figura 16 A), com
didmetros médios das populacbes de  396,5t49,1 e 1792,84333,6 . A
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complexacao deste agregado com o DNA fornece novamente outra distribuicao
bimodal (Figura 16 B), cujos didmetros médios hidrodindmicos sdo 593+147,7 e
3110,41£174.
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Figura 16: Distribuicao de tamanho das estruturas lipidicas formadas por DOPE/DOTAP
50/50% molar em solucdo salina 0,9%. A) Agregado lipidico. B) Lipoplexo composto por
agregados lipidicos e DNA, razdao de cargas 10. Cada grafico apresenta a distribuicao de
tamanhos de trés amostras independentes.

Outro parametro usado para comparar o empacotamento entre as
diferentes estruturas lipidicas é a area superficial por unidade de massa total
(As/M). Conforme constatado anteriormente, a distribuicdo de tamanhos dos
agregados formados por lipidios catidbnicos é bimodal; porém, a titulo de
comparagdo entre as diferentes constru¢des, calculou-se o didmetro médio
populacional ponderado pela porcentagem de cada uma das duas populagdes. A
partir deste didmetro médio, pode-se calcular a area superficial por unidade de
massa total (As/M) das estruturas, considerando geometria esférica e distribuicao
unimodal, conforme descrito no item 4.5.3. A Tabela 7 apresenta os didametros

médios ponderados para as diferentes estruturas lipidicas e os valores de As/M.
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Quando o DNA é incorporado em cada tipo de estrutura, observou-se que o
didmetro médio populacional e a area superficial por unidade de massa total
(As/M) tiveram comportamentos similares.

Tabela 7: Diametro médio e area superficial por unidade de massa das varias estruturas

lipidicas

Diametro Hidrodinamico

Estruturas Lipidicas médio Area Superficial
(nm £ SD) () (10° nm?/mg + SD) (ii)

EPC/DOPE/DOTAP — DRVs
vazio 447 £ 76 26+ 9
Complexando DNA: DRV-DNA (iii) 1844 £ 125 450 + 60
Encapsulando DNA: DRV(DNA) (iii) 641 + 87 54 +15
DOPE/DOTAP — Agregados lipidicos
vazio 696 + 30 30 + 11
Lipoplexo (iii) 1762 + 101 887+ 102

(i) SD: desvio padrao, para o numero de amostras (N) variando entre 3 e 5;
(i) SD: calculado a partir da teoria da propagagao de erros, Taylor (1997);

(i) Todas as estruturas lipidicas com o DNA incorporado estdo formuladas a uma razdo de
cargas (R,.) 10, utilizada para os ensaios in vivo.

Dentre os lipossomas formados a partir da desidratagdo-rehidratacao (DRV),
a presenca do DNA promoveu menor As/M na estrutura DRV(DNA), indicando
maior grau de compactacdo. A maior As/M e didmetro médio ocorreu para DRV-
DNA, evidenciando a existéncia de diferengas significativas na distribuicdo do
DNA em relagdo ao DRV(DNA). Possivelmente essa diferenca se deva a
incorporacado do DNA nas camadas mais externas no DRV-DNA.

Os valores mais elevados de As/M foram encontrados para os lipoplexos,
sendo praticamente o dobro da area superficial encontrada para DRV-DNA.
Apesar dos diametros hidrodinAmicos médios serem muito proximos, as
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formulagbes para os lipoplexos apresentaram quantidade de lipidios menores
(auséncia de EPC). Nesse ultimo caso, este comportamento pode estar associado
a caracteristica polimoérfica destes lipossomas, pois possuem a capacidade de
mudar sua estrutura de acordo com o tipo de interacao (Lasic, 1997) que pode
levar a uma instabilidade termodinamica destes agregados, gerando estruturas de
vérias formas e com formagdes que variam com o tempo, como relatado por Bordi
et al., 2003. Essas instabilidades surgem em decorréncia dos agregados lipidicos
possuirem somente PE e o lipidio catibnico DOTAP, que possuem em suas
moléculas a mesma cauda hidrofébica, apresentando diferencas apenas nas
cabecas polares. Sabe-se que o PE em condicdes fisioldgicas tende a agregar-se
na forma hexagonal inversa, devido ao pequeno tamanho da cabeca polar em
relagdo a grande area ocupada pela cauda hidrofobica (Litzinger & Huang, 1992).
Para o caso do lipidio catiénico, DOTAP, a area da sua cabeca polar € menor que
o DOPE (Hirsch-Lerner & Barenholz, 1998). Estas caracteristicas favorecem a
formacdo de agregados menos estaveis quando comparados com as estruturas
DRV-DNA e DRV(DNA), que contém EPC que conhecidamente agrega-se em
bicamadas ordenadas. Evidéncias indiretas da estabilidade das estruturas foram
observadas a partir de um simples teste de incubacdo a 37°C, sob agitagdo
reciproca. Os agregados lipidicos e os lipoplexos precipitaram em apenas uma

hora, enquanto DRVs permaneceram dispersos em solugao.

Em todos os casos, observa-se que apesar da baixa concentragcdo de DNA
em relacdo aos lipidios (massas na relacdo 1:200 DNA:lipidio total,
aproximadamente), os didmetros médios das estruturas contendo DNA foram
sempre maiores que as respectivas estruturas precursoras vazias, indicando que a

presenca do DNA altera as estruturas lipidicas formadas.

5.2.2. Incorporacao do DNA nas estruturas

A verificagdo da incorporagdo de DNA nas diferentes estruturas lipidicas foi

realizada através da técnica de eletroforese em gel de agarose (conforme descrito
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no item 4.5.2). Nesta técnica, o DNA ligado ao complexo lipidico ndo migra no gel
pelo principio de exclusdo de tamanho, de modo que apenas o DNA néao
incorporado no agregado (livre na solugéo) ira movimentar-se no gel sob acdo da
tenséo elétrica. Assim, a visualizagdo de bandas que migraram apds a corrida
eletroforética indica a presenca de DNA livre.

5.2.2.1. Incorporacao do DNA nas estruturas lipidicas para R,,. 10

A Figura 17 mostra a fotografia do gel de agarose para DRV-DNA e
DRV(DNA) a R,,. 10. A linha 1 representa o DNA livre (pVAXhsp65), as linhas 2 e
3 sao as construcoes DRV(DNA) e DRV-DNA, respectivamente. Como nestas
linhas 2 e 3 ndo houve identificacdo de banda semelhante a linha 1, tem-se que
nao existe DNA livre nestas solugdes lipidicas, constatando-se que todo o DNA
esta incorporado nas respectivas estruturas.

Figura 17: Gel de agarose 0,75% para DRV-DNA (Lipossomas DRVs complexados com DNA)
e DRV(DNA) (Lipossomas encapsulando DNA) com razao de cargas (R,.) 10, compostos por
PC/DOPE/DOTAP 50/25/25% (percentagem molar) em solugcdao salina 0,9%. Cada linha
representa: 1) DNA (pVAXhsp65); 2) DRV(DNA) R,,. 10; 3) DRV-DNA R,,. 10.

O mesmo comportamento ocorreu com lipoplexos obtidos em R,. 10
(resultado nao apresentado). Estes resultados demonstram que a formulacéo
estabelecida (Tabela 3, item 4.3) para os testes in vitro e in vivo, utilizando razao
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de cargas (R,.:) 10 permite a total incorporagcdo do DNA nas estruturas, garantindo

que todo o DNA serd veiculado através das estruturas lipidicas.

5.2.2.2. Razao entre cargas para completa incorporacao do DNA

A mesma técnica de eletroforese em gel de agarose foi empregada para a
determinagéo da quantidade relativa de DNA livre ou incorporado nas estruturas
lipidicas em funcdo da razao de cargas, visando a identificacao da R,. em que
ocorre completa incorporagdo do DNA e comparacdo entre as estruturas LEs,
DRV e agregado lipidico.

A Figura 18 apresenta as fotografias dos géis de agarose para as estruturas
do tipo LE (lipossoma extrudado), DRV, agregado lipidico complexadas com o
DNA, na qual identificou-se a razdo de cargas para incorporacao do DNA, sendo
estes valores resumidos na Tabela 8.

Tabela 8: Razdao de cargas (R,.) para completa incorporacio do DNA nas estruturas

lipidicas.
Estrutura R.. que promove total incorporacao de DNA
LE (i) 1,5
Agregado lipidico 1,5
DRV vazio 4,0

(i) Lipossoma extrudado.

Na Tabela 8, tem-se que a razdo de cargas 1,5 identificada para LEs foi a
mesma encontrada para os agregados lipidicos. Os lipossomas extrudados, com
didmetro médio de 136 nm e distribuicdo unimodal, devido ao seu tamanho,
permitem exposicdo de maior quantidade de cargas positivas, permitindo que
razbes de carga 1,5 ja promovam a incorporacgao total do DNA nestas estruturas.
No caso dos agregados lipidicos, que sdo estruturas que nao possuem o PC de

81



Resultados e Discussoes

ovo em sua estrutura, apesar de maior tamanho (396,5 e 1792,8 nm), permite
também que nesta razdo de cargas (R, 1,5) todo o DNA ja esteja complexado.
Este comportamento mostra a instabilidade da estrutura lipidica contendo somente
DOPE/DOTAP para complexar-se com o DNA.

1 2 34 56 78 910

S S —
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C

1 2 34567 8910
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Figura 18: Eletroforese em gel de agarose para varias estruturas lipidicas catidnicas obtidas
em solucdo salina (NaCl 0,9%) e complexadas com DNA durante 10 minutos a temperatura
ambiente, em varias razoes de cargas (R,.): A) Complexos Lipossomas extrudados-DNA
(LEs-DNA) compostos por PC/DOPE/DOTAP 50/25/25% (molar). Cada linha representa: 1)
DNA (pVAXhsp65); 2) R,.. 0,5; 3) R,.. 1,0; 4) R,.. 1,5; 5) R,.. 2,0; 6) R,.. 2,5; 7) R,.. 3,0; 8) R,.. 3,5;
9) R,,. 4,0; 10) R,.. 4,5. B) Lipoplexos (Agregados lipidicos-DNA compostos por DOPE/DOTAP
50/50% (molar). Cada linha representa: 1) DNA (pVAXhsp65); 2) R,.. 0,5; 3) R,.. 1,0; 4) R,. 1,5;
5) R,. 2,0; 6) R,.. 2,5; 7) R,.. 3,0; 8) R,.. 3,5; 9) R,.. 4,0; 10) R,.. 4,5. C) DRV-DNA (Lipossomas do
Tipo-DNA) compostos por PC/DOPE/DOTAP 50/25/25% (molar). Cada linha representa: 1)
DNA (pVAXhsp65); 2) R,.. 0,5; 3) R,.. 1,0; 4) R,.. 1,5; 5) R,.. 2,0; 6) R,.. 2,5; 7) R,.. 3,0; 8) R,.. 3,5;
9) R,. 4,0; 10) R,.. 4,5.
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Quando DRVs sao utilizados para complexagcdo com DNA, verifica-se que
R,/ necessério para promover a incorporacao completa do DNA é 4. Comparando
este valor com obtido para LEs, que possuem mesma composi¢ao lipidica,
diferenciando-se somente no didmetro hidrodindmico e distribuicdo de tamanhos,
tem-se que, para estruturas que possuem o lipidio estrutral EPC, o tamanho e a
distribuicdo dos lipidios na estrutura sdo fatores importante na determinacdo da
razao de cargas para incorporacdao do DNA. Através de microscopia eletronica de
criofratura Perrie et al., 2001, tiveram indicacdo de que as estruturas DRV séao
multilamelares e, assumindo esta hipétese, a elevada razdo de cargas pode ser
explicada pela presenga de lipidio catibnico nas lamelas mais internas do
lipossoma, dificultando o contato inicial com o DNA e sua subsequente
complexacdao. Como o EPC age de modo estrutural, estabilizando a agregacao
lipidica em bicamadas, torna-se mais dificil para o DNA complexar-se com o0s

lipidios catibnicos presentes nas camadas mais internas.

Estruturas do tipo DRV(DNA) néao tiveram a razao de cargas avaliada para
este sistema; porém, investigacdes exploratérias utilizando outro plasmideo
(pcDNA3-hsp65) em tampao TRIS-Edta demonstraram capacidade de
incorporagao de DNA em razdes de carga de até 3,5.

A grande diferenca entre a razdo de cargas utilizada nas preparacoes
lipidicas para os testes in vitro e in vivo (R, 10) e as razdes de carga na qual se
promove a incorporacdao completa do DNA (Tabela 8) identifica uma grande
flexibilidade do sistema para ajustes de concentracdo de DNA, caso se verifique a
necessidade de alterar a quantidade de DNA nas formulagdes.

5.2.3. Carga superficial

Potencial zeta ({) é uma medida eletrocinética que envolve efeitos de
movimento e fendmeno elétrico na dupla camada (Stern e difusa). Estas camadas
sao formadas pela presenca de contra-ions ao redor da superficie coloidal para

neutralizar suas cargas. A camada Stern é a mais proxima e a primeira a envolver
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o coléide, tendo como principal caracteristica uma grande rigidez, pois é formada
apenas pelos contra-ions. A camada difusa também é formada por contra-ions
que estdo em equilibrio dindmico, no qual tentam se aproximar do coldide,
sofrendo repulsédo pela presenga da camada Stern. Esta variagdo de contra-ions
que ocorre entre a superficie do colbéide e o seio do liquido promove a formacao
de um potencial elétrico, que é denominado potencial de superficie. Assim, se um
campo elétrico € aplicado, o fendbmeno de eletroforese ocorre, pois a particula
coloidal ird movimentar-se, com mobilidade que depende do potencial elétrico
criado entre a camada que envolve a particula e o seio do liquido, além da
viscosidade, da constante dielétrica do meio e da intensidade do campo elétrico.
Neste contexto, o potencial zeta é a medida de um fendmeno de superficie,
definido como potencial elétrico no ponto que separa a camada Stern e difusa e é
dependente também da mobilidade eletroforética.

A fim de conhecer a carga da superficie das estruturas lipidicas, realizou-se
a medida do potencial zeta (). A Tabela 9 apresenta os valores de { para as

estruturas lipidicas obtidas em R,,. 10.

Tabela 9: Valores de potencial zeta das estruturas lipidicas obtidas em R,,. 10

Estruturas Lipidicas Potencial Zeta-{ (mV £SD) (i)
DRV vazio +26,9+24
DRV-DNA (R,,. 10) +27,3+23
DRV(DNA) (R+/- 10) +32,8 £4,0
Agregado lipidico +48,3 £ 3,2
Lipoplexo (R+/- 10) +48,6 £2,5

(i) SD: Desvio padrdo para 3 amostras.
(iv) Nas medidas foram usadas solugéo salina 0,9% como meio diluente
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Todas as estruturas lipidicas produzidas em NaCl 0,9% séao catibnicas pois
apresentam valores de { positivos. A presenca do lipidio estrutural EPC nos
lipossomas DRVs promove diminuicdo significativa do valor do potencial zeta
devido, provavelmente, a maior internalizacao dos lipidios que ocorre tanto pela
sua agregacao com o DOPE e DOTAP, quanto pela fusao apés a rehidratacéao e
complexagdao com o DNA.

No caso dos agregados lipidicos, os lipidios catibnicos tornam-se mais
expostos na superficie coloidal, comparados aos DRVs.

A presenca de DNA na razdo de cargas (R,.) 10 nao influencia
significativamente na caracteristica catibnica do DRVs e lipoplexos. Este fato
indica que a superficie destes coléides mantém-se catibnica, com valores de
densidade de carga na mesma ordem de grandeza quando o DNA é simplesmente
complexado (DRV-DNA e lipoplexos) ou entdo incorporado [DRV(DNA)]
sugerindo, entdo, juntamente com a avaliacao eletroforética, que o DNA presente

nestas estruturas esta totalmente internalizado.

5.2.4. Transicao de fases

A técnica de calorimetria exploratéria diferencial foi utilizada para avaliar a
influéncia da composigao lipidica e da presenga do DNA na temperatura de
transicao de fases das diferentes estruturas lipidicas.

A preparacao das amostras consistiu de uma etapa prévia de liofilizagéo e
outra de acondicionamento em dessecador, sob vacuo e refrigeracao. Avaliacoes
prévias, apresentadas no Anexo lll, demonstraram que ndo houve necessidade de
apagar o historico térmico.

Os termogramas para as estruturas lipidicas vazias e com o DNA
incorporado estdo na Figura 19, sendo possivel a identificagdo das principais
temperaturas de transicdo e os respectivos valores de entalpia, conforme
apresentado na Tabela 10.
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Tabela 10: Temperatura de transicao de fases, variacao de entalpia e entropia para as
diferentes estruturas lipidicas obtidas através de calorimetria exploratéria diferencial (DSC).

Estruturas Temperatura de AH (i) AS (ii)
transicao de fases

(°C) (cal/mol) (cal/mol.K)
DRV vazio 12.97 2010 7,03
DRV(DNA) (iii) 12.87 2296 8,03
DRV-DNA (iii) 14.41 3393 11,80
Agregados lipidicos 1.22 4485 16,36
Lipoplexo (iii) -2.41 2641 9,76

(i) Variagdo de entalpia;
(ii) Variagéo de entropia;
(iii) Todas as estruturas contendo DNA estao em razao de cargas R,,. 10.

DRV vazio

AN

\ e — L DRV(DNA)
o . Tl T n
g —— p— DRV-DNA
s o ~, — _— e —
3 2| N — -
B T e -
o w ——— —— R Agregado lipidico
. 1 N

Lipoplexo

-0 I -30 I -20 I -10 I 0 I 10 I 20 I 30 I 40 I 50 I B0
Temperatura (°C)

Figura 19: Termograma comparativo das varias estruturas lipidicas. As composicoes

lipidicas sao: (i) DRV vazio, PC/DOPE/DOTAP 50/25/25 % molar. (ii) DRV(DNA) e DRV-DNA,

PC/DOPE/DOTAP 50/25/25 % molar, R,. 10. (iii) Agregado lipidico, DOPE/DOTAP 50/50 %

molar. (iv) Lipoplexo, DOPE/DOTAP 50/50 %molar, R+/- 10. Taxa de aquecimento de

10°C/minuto.
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5.2.4.1. Influéncia da composicao lipidica

As estruturas DRV (Figura 19) tiveram transicao de fases ocorrendo em
maior faixa de temperatura, gerando bandas mais largas e de transicao
assimétrica quando comparado aos agregados lipidicos e lipoplexos. Este tipo de
comportamento, ja reportado por Mabrey & Sturtevant em 1976, é causado pela
presenca do EPC, que € de origem natural e contém uma mistura de fosfolipideos

com &cidos graxos variados, conforme ja apresentado no item 3.2.2 (Figura 4).

Ja os termogramas referentes aos agregados lipidicos e lipoplexos, que
contém apenas DOTAP e DOPE como lipidios em sua composi¢do, apresentam
pico mais definido devido, provavelmente, a maior pureza, pois se tratam de
lipidios sintéticos.

As temperaturas de transicdo de fases para DRV vazio e agregados
lipidicos foram 12,97 e 1,22°C, respectivamente. Esta variacdo de temperatura de
transicado de fases ocorre devido as diferencas de composi¢des lipidicas
encontrada em cada estrutura refletindo, consequentemente, em diferengcas na

forma de agregacao de cada estrutura.

DRVs vazios, que possuem os lipidios EPC, DOPE e DOTAP (em fragéo
molar 0,5, 0,25 e 0,25, respectivamente) tendem a se agregar bicamada, pela
propria caracteristica do EPC, que € um lipidio que possui cadeias acila ricas em
C16 e C18 saturadas (45%) e monoinsaturadas (34%), e que permitem maior
interacdo de contato cadeia-cadeia lateral com atracdo de van der Waals,
tornando a bicamada mais organizada. Além disso, Koltover et al., 1998, estudou
a capacidade do co-lipidio DOPE em induzir a transi¢cdo da fase liquido cristalino
para hexagonal inversa (L°, — H®; ) pelo controle espontaneo da curvatura da
monocamada lipidica. Em sua pesquisa, formulagées contendo o fosfolipidio
DOPC (1,2-dioleoil-sn-glicero-sn-3-fosfatidilcolina), DOPE e DOTAP na qual a
fracdo massica de DOPE é menor que 0,41, a agregacao ocorre em bicamada na

fase L°y (lamelar). Nestas circunstancias, as temperaturas de transi¢cdo de fases
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identificada no termograma da Figura 19 para as estruturas do tipo DRV referem-
se, provavelmente, a transicdo de fases gel para liquido cristalino, normalmente

identificada como Tp,.

No caso dos agregados lipidicos, a temperatura de transi¢cao de fases tem a
contribuicdo apenas dos lipidios DOPE e DOTAP, ambos em fragdo molar 0,5. No
mesmo estudo realizado por Koltover et al., 1998, formulacdes lipidicas nestas
condi¢des, em agua, tendem a formar simultaneamente duas fases, a hexagonal
inversa (H;) e a lamelar (L%,). Desta forma, a temperatura de transicao de fases
pode estar relacionada a transicdo de fases liquido cristalino para hexagonal

inversa (L°, — H%).

A presenca do EPC nas estruturas DRV vazias, permite maior interacao
hidrofébica, gerando menor variacao de entalpia (AH = 2010 cal/mol), enquanto a
presenca somente de DOPE e DOTAP para os agregados lipidicos diminui estas
interacdes, contribuindo para uma maior variagdo de entalpia (AH = 4485 cal/mol).
As variagbes de entropia (AS) para DRV vazio e agregados lipidicos foram 7,03 e
16,36 cal/(mol.K), respectivamente. O maior valor de AS para os agregados
lipidicos indica maior desorganizacdo desta estrutura, possivelmente pela
presenca de lipidios na forma hexagonal inversa.

5.2.4.2. Influéncia da presenca do DNA

Quando o DNA é encapsulado [DRV(DNA)], o valor de T, é 12,87°C,
mantendo-se muito proximo ao valor da respectiva estrutura DRV vazia (T, =
12,97°C). Isto sugere que o DNA néo esta provocando grandes perturbagdes na
organizacao da bicamada lipidica, indicando que a desidratacéo e rehidratagéo, no
qual ocorre fusao entre as vesiculas, permite acomodacao do DNA possivelmente
na fase aquosa entre as lamelas, em uma configuragdo do tipo sanduiche, como
proposto por Radler et al., 1997. Esta hipétese também é consistente com os
valores de variacdo de entalpia e entropia, pois estes ndao sofrem alteracbes
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significativas, indicando que a presenca do DNA né&o altera significativamente as

interacdes hidrofdbicas e a organizagcao da bicamada.

A simples complexagcdo do DNA com DRVs vazios gera estruturas do tipo
DRV-DNA. Neste caso, observa-se um aumento de T, para 14,41°C, sendo maior
que a T, da respectiva estrutura vazia (T, = 12,97°C) e o DRV(DNA) (Tn=
12,87°C) (Tabela 10). Comportamento similar foi encontrado por Koiv et al., 1994,
em estudos envolvendo a complexacdo entre lipossomas contendo DMPC
(dimiristoilfosfatidilcolina)/esfingosina e DNA, onde DMPC €& um lipidio
zwitteridnico, e a esfingosina que é normalmente protonada em pH fisioldgico,
confere carater catiénico. O autor verificou inicialmente que o DNA n&o interfere
na temperatura de transicdo de fases dos lipossomas contendo somente DMPC.
Porém, quando a esfingosina € inserida na bicamada, a complexagdo destes
lipossomas com DNA altera a T,. Lipossomas MLVs compostos por
DMPC/esfingosina (79/21% molar) possuem T, = 29,1°C. Quando estas
estruturas sdo complexadas com pequenas quantidades de DNA (0,06 a 0,1
nucleotideos/esfingosina), verifica-se que T, aumenta para 32-37°C, ocorrendo
também elevacdao da entalpia. Quando maiores quantidades de DNA sao
utilizadas, comeca a ocorrer um decréscimo da entalpia e da transicao de fases e
novos picos aparecem indicando separacao de fases. Segundo o autor, quando a
concentracdo de DNA aumenta, a fase homogénea DMPC/esfingosina vai se
tornando gradativamente rica em DMPC, devido a formagao de dominios contendo
a esfingosina ligada ao DNA. Isto modifica Ty, para valores mais proximos da
temperatura de transicdo de fases do DMPC puro. Quando sdo adicionadas
quantidades maiores de DNA, novos picos podem ser formados, indicando a
formacao de novos dominios. Além disso, a carga liquida presente na superficie
externa do coléide pode induzir “flip-flop” da esfingosina entre as bicamadas,

enriquecendo este lipidio na superficie externa dos lipossomas (Kdiv et al., 1994).

Este mesmo comportamento de T, também foi identificado por
Subramanian et al., 2000, em estudos sobre a caracterizacdo de lipossomas
compostos por DMPC/BPDAB (95/5% molar), onde BPDAB refere-se a brometo
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de bis[2-(11-  fenoxyundecanoato)ethil]dimethil aménia. Os autores identificaram
gue mesmo um pequeno aumento da concentracdo de DNA eleva a temperatura
de transicao de fases, também sugerindo que o DNA condensa o lipidio catidnico,

formando dominios lipidicos ordenados que alteram Tp,.

Analise semelhante pode ser feita para o caso da complexacao entre DRV
e DNA neste trabalho. Inicialmente existe grande quantidade de DNA na
superficie, formando uma carga negativa liquida na superficie do DRV, induzindo
o “flip flop” do lipidio catibnico DOTAP para as camadas mais externas da
estrutura. Desta forma, o enriquecimento das camadas mais externas com o
DOTAP, promove uma reorganizagdo das bicamadas mais internas e permite que
o teor de PC seja elevado, proporcionando melhor empacotamento. Sabendo que
a maior contribuicdo para a transicao de fases é dada pela isomerizagao trans-
gauche das cadeias acila e que uma maior organizacao da bicamada e contato
cadeia-cadeia permite a elevagao de T, 0 melhor empacotamento das bicamadas
mais internas ocasionara elevacdo de T, (Mabrey-Gaud, 1981). Como a
quantidade de DNA é pequena (R, 10), ndo ha formacao de dominios especificos
e, por isso, outros picos diferentes ndo sédo detectados nos termogramas. A
comparagdo entre as entalpias e entropias da estrutura DRV-DNA com o seu
precursor vazio (DRV vazio), revela que valores crescentes de temperatura sao

requeridos para mudanca de fase quando o DNA é incorporado nas estruturas.

Os agregados lipidicos apresentaram temperatura de transicdo de fases
1,22°C (Tabela 10). Quando estas estruturas sdo complexadas com o DNA, a
temperatura de transicdo de fases cai para —2,41°C. Isto indica que a organizagéo
no empacotamento lipidico sofreu perturbacgdes, diminuindo as interacbes de
atracao de van der Waals.

Hirsch-Lerner & Barenholz, 1998 analisaram a interagdo entre agregados
lipidicos, compostos por DOPE/DOTAP 1:1 e DNA e estabeleceram que dois
mecanismos podem ocorrer, considerando inicialmente que a interagdo do DNA
ocorre com a cabega polar do lipidio catibnico, na regido proxima da interface

lipidio/agua. Este efeito € mostrado na Figura 20, na qual aparece pronunciado no
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primeiro mecanismo descrito para R,. > 1,66, onde ocorre excesso de lipidio
catibnico. Neste caso, o DNA adsorve na superficie da membrana catibnica e
induz a formacao de dominios ordenados na bicamada (separacao isotérmica de
fase), perturbando o equilibrio de empacotamento dos lipidios. A formagao de
dominios de condensacao do lipidio com o DNA promove a formacao de defeitos
no empacotamento, permitindo maior exposicdo de 4agua para a regiao
hidrofobica. Este fendmeno também pode explicar o aumento de tamanho, a fusao
e heterogeneidade de formas destas estruturas (Gershon et al., 1993, Eastman et
al., 1997, Zabner et al., 1995). Quando ocorre excesso de DNA (R,. <1), o nivel
de neutralizacao do lipidio € muito maior, ndo havendo a formacdo de dominios
ordenados e defeitos de empacotamento da membrana e toda a superficie
interage homogeneamente com o DNA (Figura 20). Este fendmeno reduz a
exposicao da regido hidrofébica a agua. A auséncia de defeitos é justificada pela
manutencao dos diametros hidrodinamicos apds a complexacao destes agregados
com o DNA em R,,. <1 (Hirsch-Lerner & Barenholz, 1998).

Neste contexto, as estruturas do tipo agregado lipidico e lipoplexo permitem
maior desorganizacao da bicamada lipidica (refletida pela coexisténcia das fases
lamelar e hexagonal inversa), provocando grande influéncia na temperatura de
transicao de fases, pela razdo entre cargas ser maior que 1,66. A incorporacao do
DNA nos agregados lipidicos para a formacao dos lipoplexos causa diminui¢cao
dos valores de variagcdo de entalpia e entropia para niveis equivalentes aos da
estruturas DRV-DNA e DRV(DNA).
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Condensagdo homogénea

Fase liguida continua e
desordenada

Defeito da membrana

Defeito da
Membrana
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Fase continua

Separacio de fase
lateral e formagéo
de defeitos

Dominio condensado

Legend:

ﬁ' DOPE T[ DOTAP

Figura 20: Diagrama esquematico descrevendo os mecanismos de organizacao da bicamada
lipidica (DOPE/DOTAP 1:1) quando complexado com o DNA em diferentes razées de carga,
R..<1 e R,.> 1,66 (adaptado de Hirsch-Lerner & Barenholz, 1998)

5.2.5. Acesso da sonda de fluorescéncia (PicoGreen) ao DNA

Outra forma de caracterizacdo das estruturas lipidicas é através do
emprego de sondas de fluorescéncia, como o PicoGreen. Esta sonda € especifica

para quantificagdo de DNA dupla fita (dsDNA); porém, o mecanismo de ligacao

92



Resultados e Discussoes

deste reagente ainda ndo é totalmente claro, ocorrendo possivelmente sua
intercalacdo no DNA (Singer et al., 1997). Os espectros de emissdo de
fluorescéncia do reagente PicoGreen apds ligagdo com DNA dupla fita (dsDNA),
DNA fita simples (ssDNA) e RNA estdo ilustrados na Figura 21, indicando a
especificidade desta sonda ao DNA dupla fita.

Ex = 480 nm
da DMNA

Emissao de Fluorescéncia

ss DNA
ANA
500 600 700

Comprimento de onda (nm)

Figura 21: Espectros de fluorescéncia da sonda PicoGreen nas moléculas do tipo DNA dupla
fita (dsDNA), DNA fita simples (ssDNA) e RNA. As amostras foram excitadas em
comprimento de onda de 480 nm. (http://www.probes.com/handbook/fiqures/1549.html,
2004)

Quando esta sonda é utilizada em complexos lipidio catidbnico/DNA, verifica-
se que ocorre uma redugdo da intensidade de fluorescéncia, que depende da
razao de cargas. Esta redugdo é causada pela barreira criada pelo lipidio
catibnico, diminuindo o acesso da sonda ao DNA (Tsai, 2002). Curvas de
intensidade de fluorescéncia em fungcdo da razdo de cargas podem ser
construidas, permitindo a caracterizacdo quanto ao acesso da sonda nas

diferentes estruturas lipidicas.

Uma das dificuldades para medir a intensidade de fluorescéncia do

PicoGreen é a presenca de NaCl, que atenua do sinal em até 30%. Os ensaios de
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fluorescéncia poderiam ser comprometidos se 0 meio reacional utilizado para
complexacdo e medida da intensidade de fluorescéncia fosse o mesmo
empregado para a producdo das estruturas lipidicas (salina 0,9% ou 154 mM). A
fim de minimizar esta influéncia, utilizou-se agua ultrapura (Milli-Q) como meio

reacional de complexacéo.

Os perfis de intensidade de fluorescéncia emitida pela sonda PicoGreen
nas estruturas do tipo DRV e agregado lipidico em fungdo da razdo de cargas
(conforme descrito no item 4.5.7), em fluorescéncia (porcentagem do inicial) estao
apresentados na Figura 22.
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Figura 22: Intensidades de fluorescéncia (% do inicial — referente ao DNA livre) em funcao de
R.. nas estruturas DRV-DNA (-u-)(EPC/DOPE/DOTAP, 50:25:25 % molar) e Lipoplexos (-e-
)(DOPE/DOTAP, 50:50 % molar) para complexacdes realizadas em varias razoes de carga,
em agua ultra pura (Milli-Q).

A Figura 22 mostra que a intensidade de fluorescéncia cai inicialmente e
atinge um valor constante a medida que aumenta a razao de cargas. Quando sao
empregados maiores teores de lipidio cati6nico, a quantidade de DNA livre na
solucao tende a desaparecer e, consequentemente, diminui a quantidade de DNA
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acessivel a sonda. Valores de R,. maiores que 4 para DRV-DNA e 1,75 para
lipoplexo ja mantém a intensidade de fluorescéncia praticamente constante,
indicando que razdes de carga maiores nao influenciam, possivelmente por nao
haver mais DNA acessivel na suspensao coloidal. Este valor de fluorescéncia
“residual” é entdo caracteristico de cada tipo de estrutura lipidica, podendo, neste
ponto, caracterizar o acesso da sonda ao DNA. Esses valores foram 39,8 £ 2,0% e
9,8 + 1,2%, para DRV-DNA e lipoplexo, respectivamente. Isto indica que
estruturas DRV-DNA permitem maior acesso do PicoGreen ao DNA. Por outro
lado, como a complexacdo do DNA com o PicoGreen depende fortemente da
presenca da configuracdo em dupla fita do DNA, nesses ensaios a intensidade da
fluorescéncia é funcdo ndao s6 da quantidade de DNA, mas também da sua
conformagédo (dupla fita ou fita Unica). Nesse sentido, trabalhos recentes da
literatura explicam que interacdes lipidio catibnico/DNA, que variam com a
proporcdo e natureza do lipidio, podem possivelmente conduzir a uma
desnaturagéo parcial do DNA (Prasad et al., 2003, Nantes et al., 2003, Kikuchi et
al. 2000, 1999). Porém, os resultados de eletroforese apresentados na Figura 13,
comprovam, embora de maneira qualitativa, a manutencdo da estrutura de dupla
fita e circular em todas as estruturas lipidicas, o que confirmou o processo de

incorporagédo do DNA nestas estruturas.

Nessa linha de raciocinio, a estruturacdo coloidal, favorece a manutengao
da conformacao do DNA em dupla fita e permite que a sonda de fluorescéncia se
ligue mais intensamente ao DNA. No caso dos lipoplexos, que se agregam em
bicamada e também na forma hexagonal inversa, o acesso da sonda ao DNA
torna-se menor, pois, como ja avaliado na transicdo de fases, estes agregados
sdo menos estruturados, sendo entdo, mais susceptiveis a mudangas
polimérficas, permitindo que ocorra mais facilmente interagdo em nivel molecular
entre lipidio catidnico e DNA, dificultando o acesso e suposta intercalagdo da
sonda ao DNA.

Apesar de nao se ter realizado medida da fluorescéncia do lipoplexo e

DRV-DNA em R,. 10, sabe-se que o valor da intensidade de fluorescéncia é
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praticamente igual ao encontrado para R.. 1,75 e 4, respectivamente, conforme

verificado no comportamento da Figura 22 (regido do patamar).

A intensidade de fluorescéncia para o sistema DRV(DNA) em R,. 10
(formulacao utilizada para teste in vivo) foi medida, gerando valor de 30,7 + 0,04
%. Este valor € menor que o encontrado para o DRV-DNA (39,8%), possivelmente
devido a distribuicdo mais uniforme existente nos DRV(DNA)s ocasionada pela
desidratacao e rehidratagdo. Esta diferenca sugere que somente efeitos difusivos
estdo influenciando a intercalagao da sonda ao DNA, indicando que o DRV(DNA)
possui DNA mais internalizado em sua estrutura, enquanto o DRV-DNA possui o
DNA presente na regido mais externa, e que a configuracdo em dupla fita é
mantida. O acesso da sonda ao DNA contido em cada tipo de estrutura pode ser
relacionado, organizando-os em ordem decrescente: DRV-DNA > DRV(DNA) >
Lipoplexo. Este comportamento permite distinguir as diferencas entre os tipos de
estruturas DRVs e agregados lipidicos. Os DRVs permitem maior acesso da
sonda ao DNA possivelmente devido a sua maior organizacdo em bicamada,
enquanto os agregados lipidicos permitem interagcdo molecular mais intensa,
devido a menor estruturacao lipidica (presenca simultanea das formas lamelar e
hexagonal inversa), dificultando difusédo e a intercalagdo da sonda ao DNA.

5.2.6. Morfologias

As morfologias das estruturas lipidicas, obtidas nas condicdes preparadas
para os testes in vitro e in vivo, foram avaliadas através de microscopia eletronica
de transmissao (MET).

Utilizou-se a técnica que emprega a detecgao de imagens do tipo negativa
(negative staining), sendo esta bastante popular na visualizagdo de particulados
através de microscopia eletronica. Basicamente, a solucao lipossomal ou lipidica é
colocada em um suporte previamente preparado e mantido durante tempo pré-
determinado para permitir que algumas estruturas se depositem no filme, sendo o

excesso retirado. Em seguida uma solugdo de metal pesado é adicionada (neste

96



Resultados e Discussoes

caso acetato de uranila), durante tempo também pré-determinado e seu excesso €
eliminado. ApGs a secagem do suporte, os lipossomas acabam sendo envolvidos
por uma camada eletrobnica amorfa e densa, proveniente da solugdo de metal
pesado, permitindo a aquisicdo de imagens em microscopio eletrdnico de
transmissao (New, 1990).

As melhores micrografias obtidas para as estruturas lipidicas séao
apresentadas nas Figuras 23 a 27.

As micrografias de lipossomas do tipo DRV vazio (Figura 23) mostram que
sua morfologia é aproximadamente esférica, apresentando certo grau de fusao e
agregacao, identificada pela presenca de estruturas maiores e polidispersas,
conforme apresentado na Figura 23A. Algumas agregacdes vesiculares também
podem ser visualizadas na Figura 23B.

O processo de desidratacao e rehidratacao (DRV) apresenta como principal
limitacdo a producao de lipossomas de elevado didmetro e de populacao bastante
heterogénea, propiciando também a formagao de lipossomas multilamelares (Kirby
& Gregoriadis, 1984). A elevada polidispersidade pode ser constatada na
distribuicdo de tamanhos obtidas através de espalhamento da luz (Figura 15-C),
onde duas populagbes sao normalmente encontradas: uma menor de didmetro
médio de 175 nm e outra maior com 932 nm. A populacdo com menor diametro
pode estar relacionada as vesiculas que ndo sofreram agregagcdo ou fuséo,
enquanto a com maior didmetro pode relacionar-se as estruturas coloidais maiores

provenientes de fusdes ou agregacgoes (Figura 23 A e B).

A Figura 24 apresenta micrografias de lipossomas do tipo DRV contendo
DNA encapsulado [DRV(DNA)]. Estas estruturas também apresentaram geometria
aproximadamente esférica (Figura 24 A), com certo grau de fusdo e agregacéo,
gerando algumas mudangas morfologicas (Figuras 24 B, C e D) quando

comparadas a mesma estrutura DRV vazia (Figuras 23A e B).
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Figura 23: Micrografias de lipossomas do tipo DRV vazios (PC/DOPE/DOTAP 50:25:25%
molar em soluc¢ao salina). As barras indicam A) 1000 nm, B) 100nm.

Apesar da alteracdo morfolégica causada pela insersdo do DNA na
estrutura lipossomal que encapsula o DNA - DRV(DNA), a distribuicao de
tamanhos e o didametro médio hidrodindmico (Figura 15 D e Tabela 6) nédo se
alteram significativamente quando comparada ao lipossoma DRV vazio (Figura 15
C, Tabela 9).

Perrie et al. (2001), utilizaram o mesmo processo de encapsulacao de DNA
plasmideal em lipossomas catidénicos, compostos por EPC/DOPE e DOTAP em
composicao lipidica similar a esta pesquisa. Nas micrografias (microscopia
eletrbnica de crio-fratura), o autor encontrou estruturas lipossomais do tipo
multilamelar, aproximadamente esféricas, contendo o DNA provavelmente entre

as bicamadas, ligado aos lipidios catiénicos.
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DRV(DNA)

Figura 24: Microscopia eletronica de transmissao de lipossomas do tipo DRV encapsulando
DNA em razao de cargas (R,.) 10 (PC/DOPE/DOTAP 50:25:25% molar em solucao salina). As
barras indicam A) 1000 nm, B) 200nm, C) 100 nm, D) 100 nm.

As estruturas DRV(DNA) obtidas nesta pesquisa apresentaram morfologia
diferente das encontradas por Perrie et al. (2001), provavelmente devido ao
emprego de diferente razao de carga. Perrie et al. (2001) utilizou R,,. 20, enquanto
a deste trabalho é R,. 10 (indicando que a quantidade de DNA utilizada € maior
que a empregada por Perrie et al, 2001). A quantidade de DNA encapsulada por
Perrie et al. pode ter sido suficiente para nao alterar morfologicamente a estrutura,
enquanto neste trabalho, o aumento da quantidade de DNA promove alteragao

morfoldgica (Figura 23).

Quando uma simples complexacao entre lipossomas DRV e DNA ocorre em

razdo de cargas (R,.) 10, sao identificadas mudangas morfolégicas significativas,
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conforme apresentado na Figura 25. Estruturas tubulares podem ser identificadas
em regides préximas da superficie lipossomal, sugerindo que o DNA esteja

localizado nas regides mais externas dos lipossomas (Figuras 25B, C e D).

DRV - DNA

A) B)

Figura 25: Micrografias de lipossomas do tipo DRV complexados com DNA em razido de
cargas (R,.) 10 (PC/DOPE/DOTAP 50:25:25% molar em solucéo salina). As barras indicam A)
400 nm, B) 200nm, C) 200 nm, D) 40 nm.

A primeira impressdo que se tem quando se observam as micrografias
apresentadas nas Figuras 25 B e C € que o feixe de elétrons rompeu o filme e
imagens brancas foram geradas.

O rompimento do filme pode ocorrer em trés situacgdes: (i) recobrimento da
tela de cobre por colédio em espessura bastante fina; (ii) deposicdo do corante
(neste caso acetato de uranila) em quantidades elevadas, causando aumento de

espessura. Como este corante interage intensamente com o feixe de elétrons,
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pode ocorrer geracao de calor, ocasionando o rompimento do filme; (iii) a prépria
susceptibilidade do material biol6gico ao feixe de elétrons. Nestes casos, quando
ocorre o rompimento do filme de colédio é inerente ao preparo do suporte, ao
processo de coramento ou a prépria susceptibilidade da amostra.

Uma analise mais criteriosa das Figuras 25, através da ampliacdo destas
imagens mostra que as faixas brancas apresentam uma forma bem delineada que
segue um contorno morfoldgico, dando a impressao que esta parte da estrutura
nao foi corada adequadamente e que nao houve rompimento do filme ou refere-se
a susceptibilidade do material. Porém, as imagens brancas que apareceram
nestas micrografias ndo comprometeram a avaliacao morfologica das estruturas e,
portanto, foram desconsideradas.

Pode-se avaliar a partir da comparacao direta entre DRVs vazios (Figura
23) e DRV-DNA (Figura 25) que a complexacao entre os lipossomas DRVs e DNA
aumenta o tamanho das estruturas. Este aumento pode também ser verificado a
partir dos didametros hidrodindmicos médios e distribuicdo de tamanhos (Tabela 6
e Figurail5 C e E). Esta observagao também foi realizada por Wasan et al. (1999).
Xu & Szoka, 1996 também reportam que o aumento de tamanho das particulas
proveniente do contato entre veiculas é bastante complicada e ocorre devido as
interacbes eletrostdticas e possivelmente também por interagdes hidrofébicas.
Este fato pode ou ndo envolver fusdo completa das membranas lipidicas, que
resultade de um rearranjo especifico que ocorre apés a agregacao (contato) e
subsequente mistura de lipidios entre vesiculas (etapa intermediaria) das
membranas lipossomais, resultando na formagdo de uma nova bicamada. Estas
interacbes facilitam a reticulagdo das vesiculas através de pontes de DNA,
podendo levar a mudangas nas membranas lipossomais favorecendo fusbes ou

outras formas de desestabilizacdo das bicamadas (Wasan et al., 1999).

A diferenca entre as morfologias encontradas para estruturas do tipo
DRV(DNA) e DRV-DNA (Figuras 24 e 25), respectivamente, s&o significativas,
especialmente a superficie externa dos lipossomas. Estruturas do tipo DRV(DNA)
apresentam algumas irregularidades morfolégicas (Figura 24 C); porém, as
estruturas DRV-DNA apresentam elevado grau de irregularidade (Figuras 25 B, C
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e D), formando estruturas tortuosas em sua superficie. A comparagao entre estas
duas estruturas sugere que DRV(DNA) apresenta distribuicio do DNA mais
homogénea ao longo das bicamadas lipidicas, promovida pelo processo de
encapsulacdo (desidratacdo e rehidratacdo controlada), enquanto DRV-DNA
permite que o DNA localize-se nas superficies mais externas. A localizacao mais
externa do DNA permite que fusdes e agregagdes entre vesiculas ocorram mais
facilmente, promovendo rupturas de bicamadas, formando assim as estruturas
tubulares ou tortuosas apresentadas na Figura 25 D. Apesar do DNA encontrar-se
nas camadas mais externas, ele ndo esta exposto ao seio da solugdo, mas sim
revestido de camadas lipidicas devido ao excesso de cargas positivas, também
confirmado pela avaliacdo da carga superficial das estruturas lipidicas (item
5.2.3).

Esta analise comparativa entre as estruturas do tipo DRV também esta
consistente com as analises transicao de fases (item 5.2.4) e estimativa de area
superficial (item 5.2.1) realizadas anteriormente. As analises de DSC para DRV-
DNA revelaram que poderia estar ocorrendo um enriquecimento de lipidios
catibnicos nas camadas mais externas dos lipossomas enquanto a estimativa de
sua area superficial indicou o seu maior valor comparativamente as outras
estruturas, promovido basicamente pela presenca do DNA na superficie externa.
Pode-se, entdo, a partir das metodologias empregadas para caracterizagao,
presumir que a complexagao eletrostatica entre lipossomas catiénicos do tipo DRV
com DNA e elevada razdo de cargas (R..) (excesso de lipidio catidnico) permite
gue o DNA esteja presente nas regides mais externas, sendo ele completamente
revestido de lipidios, garantindo uma densidade de cargas positivas na superficie
do coléide. J& para a encapsulagdo, pode-se dizer que a analise da area
superficial teve comparativamente o seu menor valor, sugerindo distribuicdo
uniforme do DNA ao longo da estrutura lipossomal. Esta avaliagdo pode ser
confirmada com os termogramas de DSC nos quais nao se identifica variacao
significativa da temperatura de transicao de fases principal entre a estrutura vazia
e a que encapsula o DNA (item 5.4.2) e também agora com as micrografias.
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METs dos agregados lipidicos foram avaliados e estao apresentados na
Figura 26. Pode-se identificar a presenca de estruturas esféricas (Figura 26A);
porém, encontra-se a presenca de algumas fusbdes e agregagdes. A Figura 26B
revela algumas estruturas com irregularidades em sua forma, quando comparado
a morfologia de lipossomas do tipo DRV vazio (Figura 23B).

Agregados lipidicos

Figura 26: Micrografias dos agregados lipidicos (DOPE/DOTAP 50:50% molar em solucao
salina). Barras indicam A) 400 nm, B) 100nm.

Wasan et al. (1999) realizou microscopia eletrénica de crio-fratura em
estruturas lipidicas de DODAC (cloreto de dioeildimetil amo6nia/DOPE (50/50%
molar) em 150 mM de NaCl e constatou a instabilidade da bicamada, podendo até
visualizar que parte da estrutura organiza-se na fase hexagonal inversa. A
identificacdo desta instabilidade pode justificar o polimorfismo encontrado nas
estruturas DOPE/DOTAP (50/50% molar) preparadas em 154 mM de NaCl e
visualizada através das micrografias (Figura 26A e B).

As micrografias de DRVs vazios e agregados lipidicos (Figuras 23 e 26,
respectivamente) mostram que ambos o0s sistemas lipidicos apresentam-se
altamente polidispersos. Por outro lado, a andlise de distribuicdo de tamanhos
(item 5.2.1) obtidos através de espalhamento dinamico de luz mostrou que estas
estruturas apresentam distribuicdo bimodal e também bastante polidispersa. A
segunda populagao identificada na distribuicdo de tamanhos (Figura 15 C e 16A)
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pode ser provavelmente consequiéncia de algumas fusdes que ocorrem, conforme
apresentado nas Figuras 23A e 26A, para DRV vazio e agregados lipidicos,

respectivamente.

A caracteristica polimérfica dos lipoplexos pode ser facilmente visualizada
na Figura 27. Formas aleatérias podem ser obtidas (Figuras 27 B e C); porém,
estruturas tubulares igualmente as das estruturas do tipo DRV-DNA (Figura 25 D)

também podem ser identificadas (Figura 27 C).

Lipoplexo

A) B)

Figura 27: Micrografias dos lipoplexos (agregados lipidicos complexados com DNA em
razdo de cargas R,.. 10 ) (DOPE/DOTAP 50:50% molar em solucéo salina). As barras indicam
A) 400 nm, B) 200nm, C) 200 nm, D) 40 nm.

Alteragbes morfoldgicas significativas também foram observadas por
Wasan et al. (1999) identificando, porém, que a superficie era do tipo “impressao
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digital” (“finger print”) para estruturas lipidicas formadas por DODAC/DOPE (50/50
% molar),em razao de cargas 1,6. Estruturas similares também foram encontradas
por Gustafsson et al. (1995) e Smisterova et al. (2001) em sistemas contendo
DOPE/DOTAP e SAINT-2 (lipidios catiénicos derivatizados com pirimidina/DOPE
1:1), respectivamente. Interessantemente, a presenca destas “impressdes digitais”
foram encontradas somente em formulagdes contendo DOPE. Quando DOPE foi
substituido por DOPC (dioleoilfosfatidilcolina) ndo se encontrou este tipo de
morfologia (Wasan et al.,1999), possivelmente pela capacidade deste lipidio de se

agregar na fase hexagonal inversa.

De acordo com Wasan et al. (1999), a formacéo destas estruturas do tipo
“impresséao digital” ocorre devido a mudancas significativas na morfologia, sendo
consequéncia parcial da agregagdo causada pelo polianion (DNA), provocando
interacbes membrana-membrana, causando perturbagdes, que podem ocasionar a
separacao de fases dos componentes lipidicos e formacao de estruturas que nao
necessariamente se agregam em bicamada (micelas, fase hexagonal inversa, por
exemplo) e consequente fusdo. Perkins et al. (1996) encontraram evidéncias que
durante a transicdo L, para H, lipidios monoméricos podem ser liberados,
permitindo a formagdo de estruturas ndo lipossomais polimérficas do tipo folhas
membranares (membrane sheets), tubular cobertas de DNA (tubular lipid-coated

DNA) ou complexos como impressdes digitais (fingerprint-like complexes).

Wasan et al. (1999) propuseram um diagrama esquematico de como as
estruturas lipidicas sédo desestabilizadas pela presenca de polidnions para
justificar as alteracdes morfolégicas ocasionadas pela complexagéao (Figura 28).
Segundo o autor, a presenca de polidnions induz a agregacao vesicular (contato
proximo) e consequentemente interagbes membrana-membrana que ocorrem
quando as duas membranas entram em contato muito préximo. A perturbacao da
membrana pode resultar na separacao de fases dos componentes lipidicos e
formacado de estruturas que ndo se agregam em bicamada. A presenca de sais,
que alteram a forca ibnica do meio, também causa modificagdes morfoldgicas

dramaticas. A presenga de DOPE, em solugdes contendo sais (por exemplo,
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NaCl), permite a formagao de estruturas que ndo se agregam em bicamada. Além
disso, a ligagdo com o polianion pode causar ruptura da membrana levando a
liberacdo de lipidio monomérico capaz de se ligar ao DNA, levando a formacao

dos lipoplexos.

Quando DOPE

esta presente Crosslmkmg de I|possomas

Fuséo dos lipossomas

% :E Ouytros rearranjos
-'/ (0
I"_ --. E : 1 :'.'..

Intermediarios que ndo

formam bicamada
Anion induz

Desestabilizagao it
da membrana %

3 2 e desbalango
l de cargas Fase lamelar

o
Formagéo de fase P -:E%L
hexagonal hgs]
9 Lipidio monomérico o

Micelas ?

l\\\

Macroestrutura
Morfologia em impressao digital

Morfologia tubular,
com DNA revestido

Figura 28: Diagrama esquematico das alteracoes morfolégicas provocadas nas estruturas
lipidicas cati6nicas quando complexadas com polianions (adaptado de Wasan et al., 1999)

A avaliacdo da periodicidade das estrias que formam as estruturas do tipo
impressao digital foram determinadas por Wasan et al. (1999) em espacos da
ordem de 6,5 nm. Segundo o autor, esta morfologia pode sugerir que o DNA esté

empacotado na forma de sanduiche.
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A avaliagdo das micrografias para DRV-DNA e lipoplexos (Figuras 25 D e
27 C) permite identificacdo de regides que possuem morfologia similar as
“impressdes digitais” descritas anteriormente. A estimativa das periodicidades
encontradas revela valores na faixa de 2,5 a 5,5 nm, de mesma ordem de
grandeza que o estudo anteriormente citado, indicando que o mesmo tipo de
empacotamento identificado por Wasan et al. (1999) esta ocorrendo nas regides
identificadas. Porém, é valido ressaltar que a morfologia global encontrada nos
DRV-DNA e lipoplexos ndo é a mesma encontrada por Wasan et al. (1999),
sugerindo que diferencas de parametros de processo durante a complexacao
possam alterar a morfologia dos varios tipos de complexos. Nesta pesquisa,
cuidados com a temperatura de complexacdo (banho de gelo) e forma de
agitagao, através de vértice, permitiram uma menor velocidade na cinética de
complexagcdo e melhor agitacdo, ocosionando a alteracdo morfoldégica das
estruturas quando comparadas com as obtidas por Wasan et al. (1999), sugerindo
que a forma de processamento destes complexos influencia diretamente sua

morfologia.

5.2.7. Estabilidade fisica ao longo da estocagem

A avaliacao da estabilidade fisica das estruturas lipidicas contendo DNA e
das respectivas estruturas “vazias” foi realizada monitorando o diametro
hidrodindmico das diferentes populacdes ao longo de 60 dias de estocagem sob
refrigeracao, conforme apresentado na Figura 29.

A estrutura do tipo DRV vazio manteve-se praticamente inalterada ao longo
de 60 dias de estocagem (Figura 29 A) mantendo as duas populagbes (200 nm e
900 nm). Quando o DNA é encapsulado [DRV(DNA)], as duas principais
populacdes sdo mantidas, embora a populacao de didmetro hidrodinamico maior
tenha leve tendéncia a aumentar de tamanho (Figura 29B). Evidencia-se a
presenca de duas populacées com diametros hidrodindmicos da mesma ordem de
grandeza que as respectivas populagées encontradas para a estrutura vazia,
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porém com maior oscilagdo de tamanho para a populacao 2. Esta oscilagdo pode

ser justificada pela alteracdo de morfologia (alteracdo de esfericidade, por

exemplo) encontrada nas micrografias (Figura 23) conferindo certa variagdo de

leitura dos didmetros no equipamento de espalhamento dindmico de luz.

2000 DRV vazio
1800+

1600 —&— Populagéo 1
—=&— Populagéo 2

14004

1200 A
e
10004 —

800 \/ i
600
400-]
2004 =

Diametro hidrodinamico

Estocagem (dias)

=
—e— Populagao 2

26004

2400 e

2200+ //

2000+ ///

1800 -
16004 T
14004 ¢

12004

1000+
800+
600+
4004 —
2004

Diametro hidrodinamico

Estocagem (dias)

5000 Lipoplexo
4500+
40004 \ —m— Populagéo 1

—— Populagéo 2
3500+ —v— Populagdo 3

3000+ — iy
g \ /
—v—
2000+
1500
10004
5001 e -

Diametro hidrodinamico

T T
0 10 20 30 40
Estocagem (dias)

3000 DRV(DNA)
28001
26004
2400 —a— Populagéo 1
2000 ~
1800 /N
1600 N
1400 / .
1200 . 4
1000] o7 e
800] ¢
600
400
200] ==

Diametro hidrodinamico

Estocagem (dias)

Agregado Lipidico
12000

—=&— Populacéo 1
100001 —e— Populagao 2
—w— Populagéo 3

8000
6000

40001 ¥
\\
2000 TN, T

Diametro hidrodinamico

0-+—r T T T T T T T 1

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Estocagem (dias)

Figura 29: Distribuicdo de tamanhos e
diametro hidrodindmico das estruturas
lipidicas ao longo da estocagem sob
refrigeracado. A) DRV vazio; B) DRV
encapsulando DNA [ DRV(DNA) ]; C) DRV
complexando DNA [ DRV-DNA ]; D)
Agregados lipidicos; E) Lipoplexos.
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A estrutura DRV-DNA (Figura 29 C), por sua vez, ja apresenta maior
tendéncia de agregacdo da maior populacdo. A populacdo de menor tamanho,
com diametro médio préximo de 400 nm manteve-se relativamente estavel. A
populacao de maior tamanho manteve-se também estavel durante 30 dias com

certa tendéncia de agregacao apds 60 dias de estocagem.

Embora certa variacdo dos didmetro hidrodindmicos ocorram para as
estruturas do tipo DRV, a variabilidade foi considerada aceitavel, uma vez que o
didmetro hidrodindmico maximo estabelecido pelo Centro de Pesquisas em

Tuberculose é de 6 um para a aplicacdo em vacinas.

A estocagem de agregados lipidicos sob refrigeragdo e consequente
acompanhamento da distribuicdo de tamanhos e diametro hidrodinamico pode ser
visualizada na Figura 29 D. Neste caso, pode-se verificar a menor estabilidade
destas estruturas, através da presenca inicial de trés populacées, inclusive com
agregados da ordem de 12000 nm. Ao longo da estocagem, ocorrem significativas
alteragbes populacionais, pois a partir do 15° dia de estocagem a menor
populacdao com diametro inicial de 100 nm desaparece e a terceira populagéao
inicia o decaimento de seu tamanho, enquanto a segunda populagdo é a que
permanece mais estavel, sendo que o sistema apresenta-se altamente

polidisperso durante todo o periodo avaliado.

O comportamento do diametro hidrodindmico das populagbes dos
lipoplexos estd apresentado na Figura 29E. Existe uma tendéncia na variagao do
didmetro hidrodindmico da maior populagao, indicando que préximo a 15 dias de
estocagem esta populacdo assume um tamanho minimo por volta de 2000 nm
para em seguida aumentar novamente. Além disso, apds 35 dias de estocagem
apareceram agregados que nao se dispersavam com uma agitacdo manual,
indicando que um estado irreversivel de agregacéao estava se iniciando.

E interessante notar que todas as estruturas lipidicas catiénicas produziram

uma a populacdo com diametro na faixa de 200 a 500 nm que se mantém
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relativamente estavel ao longo do periodo de estocagem avaliado,
independentemente da composi¢ao (presenga ou auséncia do lipidio estrutural) e

método de incorporacado do DNA (encapsulagao ou complexagao eletrostatica).

5.2.8. Consideracoes sobre a preparacao dos DRVs

Aspectos de processo foram levados em consideragdo visando a
simplificacdo das etapas operacionais. Os resultados da avaliagdo da etapa de
extrusao sao apresentados no item 5.2.8.1, enquanto os resultados da estocagem

dos lipossomas na forma liofilizada por periodos prolongados esta no item 5.2.8.2.

5.2.8.1. Avaliacao da etapa de extrusao

A producao das vesiculas DRVs possui uma etapa na qual os lipossomas
hidratados (obtidos imediatamente ap6s a hidratacdo do filme lipidico seco) séo
submetidos a extrusdo em membrana de policarbonato de didmetro médio nominal
de 100 nm, para redugdo e homogeneizacdo de tamanhos. Esses lipossomas
extrudados sao entao liofilizados para que os DRVs sejam formados apds a

rehidratacdo em condi¢des controladas.

A fim de investigar a influéncia da etapa de extrusdo na distribuicdo de
tamanhos e no didmetro médio hidrodindmico, obteve-se DRVs a partir de
lipossomas que sofreram ou ndo a extrusdo. Os DRVs obtidos com a extrusdo
apresentaram pelo menos duas populagdes com didametro médio hidrodindmico de
257 e 915 nm, enquanto nos reconstituidos a partir de lipossomas sem extrusao
foram 279 e 969 nm. A distribuicdo de tamanhos pode ser visualizada nas Figuras
30 A e B para duas amostras independentes. Na Figura 30C, é apresentada a
variabilidade nas medidas obtidas para uma mesma amostra, exemplificada com
uma das amostras de DRV rehidratado, obtido a partir de lipossomas extrudados.
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Figura 30: Distribuicido de tamanhos dos lipossomas catidnicos do tipo DRV, contendo
EPC/DOPE/DOTAP (50/25/25 % molar em solucao salina 0,9%) obtidos a partir de A)
lipossomas que nao sofreram extrusao e B) Lipossomas que foram previamente extrudados
e C) Trés medidas obtidas para uma mesma amostra. As curvas dos graficos A e B referem-
se a duas amostras independentes.

Os resultados obtidos mostram que nao ha variagdes expressivas na faixa
de didmetro médio das populagbes em ambas as condi¢gées. Portanto, pode-se

concluir que a etapa de extrusdo nao é necessaria para obtencao destes DRVs, e
pode ser excluida do processo.

A Figura 30 C ilustra a variabilidade das repeticoes das medidas,
confirmando o que ja foi visto anteriormente em microscopias realizadas neste
trabalho, as quais mostram que essas estruturas nao sao perfeitamente esféricas.
Estudo mais aprofundado nesse aspecto poderia ser feito com medidas de

espalhamento de luz a diferentes dngulos de espalhamento.
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O comportamento destes dados pode ser explicado pelo préprio principio
da formagdo de DRVs, estabelecido por Kirby & Gregoriadis, 1984, no qual o
processo de desidratacdo e rehidratacdo controlada, induz a fusdo dos
lipossomas. Perrie & Gregoriadis (2000) identificaram que o didmetro médio final
pode ser modulado pelo teor de lipidio cati6nico: teores elevados, formam
lipossomas de didametros menores devido a maior repulsdo das cargas catiénicas
provenientes do lipipio DOTAP. Adicionalmente, os resultados aqui obtidos
mostram que o tamanho inicial das particulas ndo interfere no tamanho final dos
lipossomas re-hidratados. Portanto, a fusdo € controlada pela densidade de
cargas dos lipidios na formulacao.

Nestas condigdes a extrusdo sera excluida do processo de obtencao dos
DRVs, proporcionando uma redugéo de custo e simplificando, do ponto de vista
pratico e operacional, as etapas de trabalho.

5.2.8.2. Estocagem dos lipossomas liofilizados

Uma das etapas intermedidrias na obtencao dos lipossomas do tipo DRV é
a liofilizacao. A fim de se avaliar o comportamento dos DRVs ap6s um periodo
prolongado de estocagem sob a forma liofilizada, trés amostras independentes de
lipossomas catidnicos foram estocadas sob vacuo relativo (650 mmHg) (em
dessecador) e refrigeracdo (8°C). A manutencdo do vacuo durante essa
estocagem é bastante critica, uma vez que o lipidio EPC € altamente higroscopico.
Sabe-se que estruturas secas amorfas sdo susceptiveis a desestabilizacdo
durante a estocagem. Ao final de um ano, estas mesmas amostras foram
rehidratadas e o didmetro médio hidrodindmico das populacdes foi 261+ 84 e 862

+ 185 nm. A distribuicdo de tamanhos é apresentada na Figura 31.
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Figura 31: Distribuicao de tamanhos dos lipossomas catidénicos do tipo DRV contendo
EPC/DOPE/DOTAP (50/25/25 % molar) rehidratados apés um ano de estocagem sob vacuo
relativo de 650 mmHg e refrigeracdo (8°C). Cada distribuicdo representa uma amostra de
lipossoma independente (n=3).

Nestas condigcdes a distribuicdo de tamanhos e os diametros médios
populacionais sdo semelhantes a dos lipossomas do tipo DRV n&o estocados
(valores tipicos, foram apresentados na Figura 15 C e Tabela 6). Conclui-se,
portanto, que a estocagem na forma liofilizada pode ser realizada por periodos
prolongados de até 1 ano (periodo avaliado). Essa estocagem pode favorecer o
processo do ponto de vista operacional, uma vez que estoques de intermediarios
podem ser mantidos e as rehidratagdes realizadas conforme a demanda desta

vacina.
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5.3. Escolha da estrutura lipossomal mais promissora

As estruturas lipidicas preparadas (item 4.4) e caracterizadas através dos
parametros fisico-quimicos, conforme descrito nos itens 5.1 e 5.2, foram enviadas
para o Centro de Pesquisas em Tuberculose da Faculdade de Medicina de
Ribeirao Preto (CPT-RP), onde ensaios in vitro e in vivo foram realizados para a
escolha da estrutura lipossomal mais promissora, do ponto de vista do efeito
profilatico (Rosada, 2006).

Estes resultados estdo apresentados detalhadamente na dissertacdo de
mestrado de Rogério Silva Rosada, sob orientagdo da Profa. Dr. Arlete A. M.
Coelho Castelo e co-orientacdo do Prof. Dr. Célio Lopes Silva (resumo e
conclusées apresentados na integra nos Anexos VI e V, respectivamente), onde
varios aspectos foram avaliados: (i) Detecgdo da mensagem para hsp65 in vitro
por RT-PCR, (ii) Citotoxicidade in vitro, (iii) Avaliacdo do efeito profilatico para as

rotas intramuscular e intranasal, em diferentes dosagens.

Nos itens 5.3.1 a 5.3.3, sdo apresentados 0s principais resultados obtidos e
discussao contida no referido trabalho, a qual se adicionou observacoes
complementares que associam as propriedades fisico-quimicas das estrutura a
sua fungao bioldgica.

5.3.1. Deteccao da mensagem para hsp65 in vitro por RT-PCR

Através da transfecgdo in vitro em macréfagos da linhagem J774 foi
possivel identificar se o plasmideo conseguiu atingir o nucleo celular e realizou a
etapa de transcricdo para que a sintese do RNA mensageiro (mMRNA) que contém

a codificacao da proteina hsp 65 possa ocorrer.

O método empregado, descrito no ANEXO VI, consistiu em realizar a
incubacdo das estruturas lipidicas com as células de macrofagos, para em
seguida realizar a extracdo do RNA total. Como é dificil a identificacdo do mRNA

especifico do hsp 65, utiliza-se uma enzima do tipo transcriptase reversa para a
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obtencdo do cDNA (DNA complementar) total. Através da técnica de PCR,
realizou-se a amplificacdo do cDNA especifico para o hsp 65 ou B-actina (controle)
para posterior identificacdo em eletroforese em gel de agarose. Como a B-actina €
um elemento constitutivo das células eucaridticas, ela foi utilizada como controle

do processo.

As diversas construcoes lipidicas contendo o plasmideo pVAXhsp 65 ou
apenas o vetor pVAX, além do plasmideo e vetor nu, foram avaliadas quanto a
mensagem para hsp 65. O controle para a B-actina foi positivo para todas as
construcdes (Figura 32), indicando a obtencao do mRNA é possivel. A presenca
de mRNA para hsp65 foi identificada apenas nas células que foram transfectadas
com a estrutura DRV-DNA hsp65, sugerindo que essa construcdo apresenta
eficacia maior de transfeccdo in vitro, quando comparada com as demais
formulagbes utilizadas. A nao detecgcdo de mensagem para a hsp65 com as
demais formulagdes pode ser decorrente da baixa eficiéncia de transfeccéo, o
que pode ser compensada por periodo de tempo maior de cultura in vitro para a
deteccdo da mensagem para a hsp65. Através da caracterizacdo dos DRV(DNA)s
pode-se observar que estas estruturas sdo mais compactas, apresentando
diametro médio populacional e area superficial por unidade de massa menor. Esta
caracteristica pode ter influenciado durante o processo de transfecgao,
necessitando-se possivelmente de tempo maior de incubagdo com os macrofagos
para que esta estrutura permita que o DNA incorporado nas regides mais internas
seja liberado.

Nesse ensaio também n&o foi observada a positividade para o complexo
formado com lipofectina e DNA, nas condicbes recomendadas pelo fabricante.
Uma das razbes atribuidas a esse evento foi a presenga de consideravel
quantidade de lise celular durante a transfec¢cao com a formulagao de lipofectina e
DNA, o que pode ter concorrido para a degradacdo de RNAs mensageiros.
Embora seja possivel obter mensagem para B-actina dessas amostras, indicando

qgue pelo menos parte do mRNA estava em boa qualidade, mensagens em menor
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freqiéncia, como a da hsp65, podem ter sua deteccdo prejudicada nessa

situacgao.

- DRV(DNA) hsp65
DRV(DNA) vetor

- DRV-DNA vetor

- DRV-DNA hsp65

- Lipoplexo hsp65

- Lipoplexo vetor

- Agregado lipidico

- Lipofectina

- DRV vazio

Figura 32: Deteccao da mensagem para hsp65 in vitro utilizando o RT-PCR. Macrofagos da

linhagem J774 foram transfectados com as diferentes formulagcdes lipossomais durante 72
horas e extraido o seu RNA total. A presenca de mensagem nessas células foi detectada por
RT-PCR utilizando os primers especificos para hsp65. A qualidade do cDNA utilizado foi
checada pela ampliacdao da p -actina. A amplificacdo das amostras tratadas com DNase |
esta identificada por DNAse (-), o que indica se ainda ha ou nao DNA nessas amostras
tratadas. Apds a reacdo de PCR, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose (1 %) e as bandas visualizadas por coloragcdo com brometo de etidio. pb: pares de
bases (Fonte: Rosada, 2006).

Curiosamente, da mesma forma que a lipofectina, também se verificou
grande presenga de lise celular durante a transfecgdo para os macréfagos
transfectados com agregados lipidicos e lipoplexos.

A deteccdo da mensagem para hsp65 por RT-PCR, pelo menos para a
estrutura DRV-DNA, é outro indicativo que confirma a integridade do plasmideo (ja
verificada no item 5.1), indicando que o processo de expressdo génica estava se
completando, pois o0 DNA atingiu o nucleo celular dos macréfagos e possibilitou
producdo do mRNA.
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5.3.2. Citotoxicidade in vitro

A avaliagdo da citotoxicidade foi realizada devido ao conhecimento prévio
da citotoxicidade conferida aos lipidios catibnicos. Além disso, ajuste das
formulacdes lipidicas realizado para garantir a dosagem de 50 ug de DNA em 100
uL de formulagdo lipidica aumentou as concentracbes lipidicas e
consequentemente do lipidio catibnico. A elevacao do teor deste lipidio (DOTAP)
fez-se necesséria, uma vez que o elevado grau de incorporagdo do DNA deve-se
a presenca deste lipidio de caracteristica catibnica que garante a complexagao

eletrostatica.

Neste contexto, as diferentes construcdes lipidicas foram avaliadas quanto
a citotoxicidade in vitro em células de macréfagos da linhagem J774 através do
emprego de metodologia baseada na redugdo do brometo de tiazolil - (3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio - Sal de tetrazdlio MTT, realizado apenas

pelas células vivas (Denizot & Lang, 1986, método descrito no ANEXO VI).

A Figura 33 apresenta as curvas de células viaveis relativas ao controle
para as varias estruturas lipidicas [DRV vazio, DRV-DNA, DRV(DNA), agregado
lipidico e lipoplexo] em presenca do plasmideo pVAX-hsp 65 em vaérias
concentragcoes. A abscissa deste grafico possui 2 escalas diretamente
relacionadas: a quantidade de DNA utilizada para os ensaios in vitro, proporcional
a quantidade de lipidio catiénico (DOTAP) da solucao lipidica empregada. Estas
escalas duplas sao necessarias, pois a avaliacao teve ambito geral, incluindo o
DNA nu (em quantidade proporcional ao utilizado nas formulagdes lipidicas) e

formulag6es lipidicas contendo DNA ou néo.
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Figura 33: Ensaio de citotoxicidade in vitro em macréfagos J774 através do emprego de
metodologia baseada na reducdo do brometo de tiazolil - (3-[4,5-Dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazodlio - sal de tetrazolio MTT para as diferentes construcdes lipidicas vazias,
contendo o plasmideo pVAX-hsp 65 ou contendo somente o vetor comercial pVAX. Os
graficos representam os seguintes grupos: A) DNA nu; B) Grupo dos DRVs, onde (-e-) DRV-
DNA, (-*-) DRV(DNA), (-o-) DRV vazio; C) Grupo dos lipoplexos, onde (-0-) Agregado lipidico
e (-A-) lipoplexos. (Fonte: Rosada 2006).

Pode-se destacar (Figura 33), que para estruturas do tipo DRV ou apenas o
DNA nu com dosagens de até 200 ug de DNA ou 4 pg de solucéo lipidica, 70%
das células ainda permanecem viaveis, enquanto agregados lipidicos e lipoplexos
apresentam menos que 50% das células viaveis para dosagem de 8,37 ug de

DNA ou 0,16 pg de DOTAP. Este comportamento indica elevada citotoxicidade
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destas estruturas lipidicas que ndo contém a fosfatidilcolina natural de ovo em sua

formulagao.

A primeira hip6tese a se considerar € que a toxicidade poderia estar
relacionada a intensidade da densidade de carga coloidal, uma vez que
coincidentemente, as estruturas que apresentaram maior citotoxicidade
apresentaram maiores valores de potencial zeta (item 5.2.3). Isto poderia de
alguma forma estar relacionado a exposicdo de cargas positivas do coldide.
Porém, Filion & Philips (1997) estudaram sistematicamente a toxicidade e
atividade imunomoduladora de vérias formulagdes lipidicas destinadas a liberagao
de DNA no interior de células. Neste estudo, os autores constataram que lipidios
catibnicos como DDAB (brometo de dimetildioctadecil aménio), DOTAP (1,2-
dioleoil-3-trimetilaménio-propano), DMTAP (dimiristoil- trimetilambnio-propano) séo
toxicos para células de macrofagos. DOPE, quando avaliado individualmente néao
apresenta toxicidade; porém, quando associado aos lipidios catiénicos, exerce
toxicidade a macréfagos maior quando comparada a lipidios catidbnicos
isoladamente. Quando DPPE-PEG 2000 (dipalmitoilphosphatidilethanolamina-
polietileno glycol 2000), que conhecidamente impede a fagocitose ocorra, foi
associado ao agregado lipidico DOPE/DOTAP a toxicidade foi eliminada. Quando
os autores substituiram o DOPE por DPPC, a toxicidade foi reduzida a niveis
similares aos lipossomas aniénicos ou neutros (“zwitteribnicos”). As medidas de
potencial zeta realizadas pelos autores nas varias formulagdes ndo correlacionam
com a citotoxicidade, de modo que a densidade de cargas ndo € um parametro no

qual possa haver predicao a respeito da toxicidade em macrofagos.

Curiosamente, a Figura 33 identifica que a inclusdo do lipidio zwitteridnico
EPC aos lipidios DOTAP, DOPE reduz a toxicidade a niveis similares ao do DNA
nu. Outro fator bastante interessante é que as formula¢des utilizadas para
lipoplexos e DRVs apresentam a mesma quantidade massica de lipidio catiénico e
a toxicidade é alterada radicalmente, apenas acrescentando-se o lipidio
zwiteridnico EPC. Isto indica, mais uma vez, que as estruturas sdo organizadas

diferentemente, produzindo diferentes toxicidades.

119



Resultados e Discussoes

Levando em conta esta avaliacdo da citotoxicidade, as estruturas do tipo
agregadas lipidico e lipoplexo ndo seréo investigadas em termos de resposta
imunolégica, uma vez que esta estrutura apresenta-se téxica. E vélido ressaltar
que muitos ensaios de transfeccao in vitro sdo realizados com estas estruturas;
porém, as concentragdes lipidicas sdo bastante inferiores a proposta neste

trabalho.

5.3.3. Avaliacao do efeito profilatico das estruturas lipidicas

Rosada, 2006 avaliou o efeito profilatico da construgao plasmideal pVAX-
Hsp65 (carreadora do gene Hsp65 de M. leprae), nu ou veiculado nas construcoes
lipidicas desenvolvidas nesta pesquisa [DRV(DNA) e DRV-DNA] para as rotas
intramuscular e intranasal. A estratégia usada contemplou a influéncia conjunta da

via de administracdo e dose aplicada, resumida na Tabela 11.

Tabela 11: Estratégia para avaliacao do desempenho da vacina génica em ensaios in vivo .

Via de Administracao Dose (ug)

Intramuscular DNA nu 300 (3 aplicagdes de 100 pg)

DRV-DNA e DRV(DNA) 50 (dose Unica) ou 100 (2 aplicagtes de 50 ug)

Intranasal DRV-DNA e DRV(DNA) 25 (dose Unica)

Dos resultados das varias caracterizacdes dos efeitos in vivo da vacina,
pode-se ressaltar 0s seguintes aspectos principais relacionados com as estruturas
lipossomais. Na analise desses aspectos, a protecdo foi definida como o
abaixamento igual ou superior a 0,5 log do nimero de unidades formadoras de
colénias (CFU) nos pulmbes dos animais desafiados com M. tuberculosis,

mantendo a integridade do parénquima pulmonar.
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Para via intramuscular:

As estruturas lipossomais [DRV-DNA e DRV(DNA)] que
continham o gene para Hsp65 modificaram os padrbes de
resposta em termos de anticorpos e citocinas, em relagdo ao
DNA nu Hsp65, onde um exemplo tipico é a producao da citocina
do tipo interferon y(INF vy ), apresentado na Figura 34. Apesar
deste comportamento, ndo houve diferenciacdo na protecéo
conferida pelas estruturas lipossomais para animais imunizados
com as vacinas em apenas uma dose, como se pode verificar na
Figura 35.

A administracdo de somente uma dose de 50 ug nao conferiu
protecdo (Figura 35); porém, para 2 doses de 50 ug houve
reducédo (0,57 log) na unidade formadora de colénia (CFU) de
amostras pulmonares (Figura 36), mostrando, um claro efeito
protetor. Porém, também néo houve diferenciacdo clara entre as
estruturas. Conclusées semelhantes foram tiradas com relacao as

andlises da arquitetura do parénquima pulmonar.

Para a via intranasal

A adminstracao intranasal, com a menor dosagem de DNA para
as formulagdes lipossomais (25 pg em dose Unica), apresentou
uma protegdo muito superior a todas as outras estratégias
anteriores. Este fendbmeno pode ser evidenciado pela reducao de
1,02 log na CFU obtida do pulméo (Figura 37) e pela manutengéo
da arquitetura pulmonar. Na comparagao das varias estratégias
de imunizagdo (Figura 38), a estrutura DRV-DNA exibiu os
melhores resultados.
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Figura 34:. Produc¢édo de IFN-y por células do pulmao de animais vacinados com DNA Hsp65
nu e diferentes construcoes lipossomais e desafiados com M. tuberculosis (Mtb).
Camundongos BALB/c foram imunizados por injecdo intramuscular com 3 doses de 100 pug
de DNA nu Hsp65 ou com uma unica dose de 50 g de DNA Hsp65 veiculado em lipossomas.
Grupos controle foram administrados com o vetor veiculado ou ndo ou com o lipossoma
vazio. Apos 30 dias da imunizacao, os camundongos foram desafiados com 10° bacilos de
M. tuberculosis pela via intratraqueal. Os camundongos do grupo Nao Infectado receberam
PBS estéril nos dias de imunizacao e desafio, ja os do grupo Mtb foram desafiados com M.
tuberculosis. Trinta dias apds o desafio, os animais foram sacrificados e os seus pulmoes
extraidos para determinacdao da producdo de citocinas por ELISA. Os resultados sao
representados pela média + desvio padrao de cada grupo. Este experimento é
representativo de 2 outros com resultados similares. A diferenca estatistica da producao foi
considerada como significante quando *p<0,05 em relacado aos respectivos grupos vetores e
ao grupo Mtb (Fonte: Rosada, 2006).
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Figura 35: Recuperacao de bacilos viaveis do pulmao de animais vacinados com DNA Hsp65
nu ou diferentes construcoes lipossomais e desafiados com M. tuberculosis (Mtb).
Camundongos BALB/c foram imunizados por injecdo intramuscular com 3 doses de 100 pug
de DNA nu Hsp65 ou com uma unica dose de 50 g de DNA Hsp65 veiculado em lipossomas.
Grupos controle foram administrados com o vetor veiculado ou nao, ou com o lipossoma
vazio. Apoés 30 dias da administracao, os camundongos foram desafiados com 10° bacilos
de M. tuberculosis pela via intratraqueal. Os camundongos do grupo Nao Infectado
receberam PBS estéril nos dias de imunizacdo e desafio, ja os do grupo Mtb foram
desafiados com M. tuberculosis. Trinta dias apds o desafio, os animais foram sacrificados e
os seus pulmoes extraidos para recuperacdo das unidades formadoras de col6nias. Os
resultados sao representados em log,, + desvio padrdao do CFU/g de cada grupo. Este

experimento é representativo de 2 outros com resultados similares (Fonte: Rosada, 2006).
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Figura 36: Recuperacao de bacilos viaveis do pulmao de animais vacinados com diferentes
construcoes lipossomais e desafiados com M. tuberculosis.(Mtb). Camundongos BALB/c
foram imunizados por injecao intramuscular com 2 doses de 50 ug de DNA Hsp65 veiculado
em lipossomas a intervalos quinzenais. Grupos controle foram administrados com o vetor
veiculado ou nao ou com o lipossoma vazio. Apds 30 dias da administracdo, os
camundongos foram desafiados com 10° bacilos de M. tuberculosis pela via intratraqueal.
Os camundongos do grupo Nao Infectado receberam PBS estéril nos dias de imunizacao e
desafio, ja os do grupo Mtb foram desafiados com M. tuberculosis. Trinta dias apds o
desafio, os animais foram sacrificados e os seus pulmdes extraidos para recuperacao das
unidades formadoras de coldonias. Os resultados sao representados em log,, + desvio
padrao do CFU/g de cada grupo. A diferenca estatistica foi considerada significante quando
*p<0,05 em relacao ao Mtb (Fonte: Rosada, 2006).
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Figura 37: Recuperacao de bacilos viaveis do pulmao de animais vacinados com diferentes
construcoes lipossomais e desafiados com M. tuberculosis (Mtb). Camundongos BALB/c
foram imunizados por instilacédo intranasal com uma dose de 25 pg de DNA Hsp65 veiculado
em lipossomas. Grupos controle foram administrados com o vetor veiculado ou nao, ou
com o lipossoma vazio. Apos 30 dias da administracao, os camundongos foram desafiados
com 10° bacilos de M. tuberculosis pela via intratraqueal. Os camundongos do grupo Nio
Infectado receberam PBS estéril nos dias de imunizacao e desafio, ja os do grupo Mtb foram
desafiados com M. tuberculosis. Trinta dias apos o desafio, os animais foram sacrificados e
seus pulmées extraidos para recuperacao das unidades formadoras de col6nia. Os
resultados sao representados em logq, £ desvio padrao do CFU/g de cada grupo. A diferenca
estatistica foi considerada significante quando *p<0,05 em relacao ao Mtb (Fonte:
Rosada,2006).
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Figura 38: Comparacao entre a recuperacao de bacilos viaveis do pulmao de animais
vacinados com diferentes doses, construcées e rotas e desafiados com M. tuberculosis
(Mtb). Camundongos BALB/c foram imunizados com uma dose de 50 ug de DNA Hsp65 ou 2
doses de 50 pg de DNA Hsp65 por via intramuscular, ou com uma dose de 25 pg de DNA
Hsp65 por instilacéo intranasal. Grupos controle foram administrados com o vetor veiculado
ou nao, ou com o lipossoma vazio. Apos 30 dias da administracao, os camundongos foram
desafiados com 10° bacilos de M. tuberculosis pela via intratraqueal. Trinta dias apos o
desafio, os animais foram sacrificados e os seus pulmoées extraidos para a recuperacao das
unidades formadoras de col6nia. Os resultados sao representados em logq, = desvio padrao
do CFU/g de cada grupo. A diferenca estatistica foi considerada significante quando *p<0,05

em relacao ao Mtb (Fonte: Rosada, 2006).

Esses resultados apontam nitidamente o caminho para se conseguir o
grande desafio que é uma vacina génica de dose Unica para a tuberculose. Além
disso, a veiculagdo do DNA na estrutura lipossomal DRV-DNA, tem a vantagem
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adicional de ser mais efetiva pela via intranasal, que é uma via ndo invasiva,

desejavel para a administracao de farmacos.

Neste contexto, a rota de administragdo e a estrutura lipossomal para
trabalhos de pesquisa futuros foram estabelecidos pelo nosso grupo de pesquisa
(Ribeirao Preto e Campinas) como a via intranasal e DRV-DNA. Assim, os
trabalhos subsequentes de inclusdo do peptideo com sinal direcionador para

nucleo celular foram restritos a essa estrutura lipossomal.

5.4. Inclusao de peptideo com sinal direcionador para o nucleo na
formulacao DRV-DNA

A veiculagdo de DNA em sistemas contendo lipossomas catibnicos €
bastante eficiente na etapa de internalizacdo do DNA no interior do citoplasma
(Tseng et al., 1997; Felgner et al., 1987). Uma vez liberado no citosol, se 0 DNA
for protegido com histonas das DNAses presentes neste compartimento celular, a
eficiéncia de transfeccdo pode elevar-se (Subramanian & Diamond, 1997; Fritz et
al, 1996); porém, a membrana nuclear ainda € uma etapa limitante para a

transfeccao (Banks et al., 2003).

Para superar a barreira presente no envelope nuclear, pode-se incluir nas
mesmas formulagbes peptideos que possuem caracteristica de sinalizador para
transporte ativo através desta membrana, denominados de “Nuclear Localization
Signal” (NLS). Essa combinacdo tem mostrado aumento na eficiéncia de
transfeccdo (Subramanian et al., 1999, Byrnes et al., 2002; Tagawa et al., 2002).
Dessa forma, varios peptideos sintéticos tém sido projetados, baseados em

seqliéncias de amioacidos que iniciam o transporte através envelope nuclear.

Neste trabalho, um peptideo sintético (NLS) de 21 aminoacidos foi

projetado, contendo as seguintes sequéncias:
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(i)  Direcionamento nuclear: seqiéncia de direcionamento do SV 40 T

(Simian virus) ja& bastante conhecida (contendo 7 aminoacidos:
PKKKRKYV, Kalderon, 1984) ;

(i) Veiculador: sequéncia com 13 residuos de aminoacidos de
caracteristica catidnica (KCRGKVPGKYGKG), também derivado do SV
40T. Sua funcao é elevar a capacidade de interacao eletrostatica com o
DNA (Subramanian et al., 1999 e Byrnes et al., 2002);

(iiiy Residuo de cisteina no terminal carboxilico: A presenga de um terminal

cistamida que esteja amidado foi considerada, pois elevam a eficiéncia
de transfeccao, provavelmente por estabilizar a particula DNA-peptideo
(Simeoni et al., 2003 e McKenzie et al., 2000).

Devido a presenca de duas cisteinas na sequéncia total, o peptideo sofreu
ciclizagcdo para evitar que pontes de enxofre pudessem ser formadas
aleatoriamente e fora de controle durante a complexagao com o DNA.

5.4.1. Caracterizacao do sistema binario DNA-peptideo

A obtencdo do sistema ternario lipossoma-DNA-peptideo requer uma
complexagcao prévia entre DNA e peptideo. Os itens a seguir apresentam as
caracterizacoes do complexo binario em termos de razdo molar para incorporacao
completa do DNA ao peptideo (item 5.4.1.1) e do didmetro médio e distribuicao de
tamanhos (item 5.4.1.2).

5.4.1.1. Determinacao da proporcao DNA-peptideo para completa

incorporacao

Sabendo que a agregacao entre o DNA e o peptideo projetado para este
trabalho é de natureza catibnica, a determinacao da propor¢cdo DNA-peptideo na
qual todo o &cido nucleico encontra-se complexado é interessante para a
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caracterizacao fisico-quimica do complexo e foi determinada (item 4.5.2.2). Essa
proporcao foi determinada através de eletroforese em gel de agarose. O principio
da metodologia é o0 mesmo realizado para a avaliagdo da razao entre cargas (+/-)
entre DNA e lipossoma catiénico, no qual o DNA livre migra no gel de agarose € o
DNA complexado com o peptideo, ndo se desloca devido ao tamanho do
agregado.

A Figura 39 apresenta a fotografia do gel de agarose para vérias
propor¢cdes molares, onde é possivel identificar que a razdo molar 0,5 entre as
cargas positivas do peptideo e as negativas do DNA j& promove toda a
complexagao do DNA.

12 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 39: Fotografia do gel de agarose 0,75% para o complexo DNA-peptideo (com
seqliéncia de aminoacidos com sinal direcionador para nucleo celular) em solucao salina
0,9% a varias proporcoes molares entre cargas positivas do peptideo e PO,* do DNA. As
linhas representam: 1) DNA (pVAXhsp65); Razdo molar entre cargas positivas do peptideo e
PO,*:2) 0,2; 3) 0,3; 4) 0,4; 5) 0,5; 6) 0,6; 7) 0,7; 8) 0,8; 9) 0,9; 10) 1,0.

Assim, para garantir que todo o DNA esteja complexado e também um
pequeno excesso de peptideo, escolheu-se a razdo molar 1 para as

complexagdes subsequentes envolvendo lipossomas catidnicos.

A razao de elevar a quantidade de peptideo na formulacédo foi baseada na
determinacao da quantidade necessaria para neutralizar todo do DNA e também a
partir de 3 estudos envolvendo peptideos catidnicos, lipossomas catiénicos e DNA
para elevar a eficiéncia de transfecgdo em ensaios in vitro, dos quais €

interessante citar:
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No primeiro estudo, Byrnes et al., 2002 complexou o peptideo M9-ScT (com
direcionamento nuclear) em vérias razdes massicas, para a mesma quantidade de
DNA e lipofectamina. Pode-se constatar que elevando a razdo massica M9-
ScT:plasmideo, aumenta o numero de células transfectadas. A transformagéo das
razbes massicas para razées molares de cargas positivas do peptideo e negativas
do DNA estdo entre 10 e 100. Subramanian et al., 1999, realizaram estudo
semelhante, também com peptideo de direcionamento nuclear, na qual a razao
molar étima foi de 50. Em contrapartida, Gao & Huang, 1996, estudaram o
complexo formado por polilisina (PLL, peptideo catibnico sem sequéncia de
direcionamento nuclear) e verificaram que a presenca de PLL na razdo molar
entre 0,9 e 1,7, na presenca do lipossoma catibnico eleva a eficiéncia de
transfeccao em 10-30 vezes, quando comparado a tranfecgao realizada somente
com DNA e lipossoma catiénico.

Embora estes estudos ndo tenham identificado a propor¢céo na qual todo o
DNA esteja complexado com o peptideo, percebe-se que o excesso de peptideo é
vantajoso. Em nosso caso, a quantidade de peptideo foi propositadamente
elevada da razao molar entre cargas positivas do peptideo e negativas do DNA
de 0,5 para 1 para se garantir este excesso, uma vez que a razdo molar

identificada é inferior aos valores identificados nos estudos citados acima.

E valido observar que os complexos DNA-peptideo ndo migraram do pogo
durante a eletroforese, indicando que este agregado possui tamanho muito mais
elevado em relacdo aos componentes individuais. A determinacédo do tempo de

eletroforese foi determinada e é apresentada no Anexo VIII.

5.4.1.2. Avaliacao do diametro médio do complexo binario DNA-peptideo

A complexacgao entre DNA e peptideo teve que ser realizada com cuidados
de agitagédo e controle de temperatura, pois a natureza eletrostatica da agregacao

apresentou 0s mesmos problemas de precipitagdo que as complexagdes entre
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DNA e DRVs. Desta forma, as complexagdes foram conduzidas entre 0 e 4°C e

com agitacao intensa (vortice).

Apesar dos cuidados praticos, os agregados DNA-peptideo mostraram-se
de dimensbées da ordem de micrdmetros, tornando inviavel a utilizacdo do
equipamento de “ligth scattering” dindamico, o qual ndo utiliza a recirculagcado da
amostra para contornar a sua sedimentagcdo e cuja medida baseia-se no
movimento Browniano das particulas. Devido ao custo dos lipidios e peptidio, a
quantidade de amostra n&o foi suficiente para utilizagdo no equipamento com

recirculagao.

A visualizacao destes agregados foi possivel através de microscopia éptica,
(Figura 40 A e B). A aquisicdo de varias imagens permitiu a determinacao do
diametro médio populacional em 31+17 um, através do software Leica Qwin500
possibilitando, também, a construcdo de um histograma para a distribuicado de
tamanho das particulas (Figura 41).

Este tipo de complexo binario apresentou grande heterogeneidade de
tamanho, com a coexisténcia de populagdes menores da ordem de 10 um (cerca
de 23% das ocorréncias) e outras, em menor porcentagem, de 130 um (menos de
2% das ocorréncias). Apesar desta alta variabilidade, cerca de 52% da populacao

encontra-se na faixa de 30 um (Figura 41).
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Figura 40: Micrografia do complexo intermediario formado pelo DNA e peptideo a uma razao
molar entre cargas positivas do peptideo e PO,* do DNA de 1. Complexacao diluida em
solucao salina 0,9%. Barras indicam A) 200 e B) 100 um.
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Figura 41: Histograma referente a distribuicao de tamanhos do complexo binario formado
por DNA e peptideo com seqiiéncia de aminoacidos com sinal direcionador para nucleo
celular, em proporcao molar entre cargas positivas do peptideo e PO,* do DNA de 1.

Tokunaga et al., 2004 realizaram uma série de complexag¢des entre DNA
plasmideal e varios peptideos catidnicos, encontrando varios didmetros
hidrodindmicos, dependendo da natureza do peptideo. Em seu trabalho, a
complexacao entre DNA e poli-ornitina gerou particulas com didmetro de 120 nm,

indicando que o DNA foi muito bem condensado.

Mackenzie et al., 2000, desenvolveram vérios peptideos de baixa massa
molar que possuem uma série de cisteinas em sua sequéncia. Nesse caso, a
formacdo das pontes de dissulfeto sdo controladas através do ajuste de pH e
formadas somente durante a complexagdo com o DNA. Este processo gerou
particulas de diametro entre 50 e 1600 nm dependendo da natureza do peptideo,

permitindo uma boa condensacao e estabilizacdo do DNA.

A presenca de grandes agregados, de diametro de 31 um, na complexacao
entre o pVAX-Hsp65 e o peptideo (Figuras 40 e 41) pode sugerir que nao houve
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condensacgao adequada do DNA. Isto pode estar relacionado a prévia ciclizagao

do peptideo, vinculada ao processo de sintese e purificacdo deste mesmo.

5.4.2. Caracterizacao do sistema ternario Lipossoma-DNA-peptideo

Neste item sdo apresentadas as caracterizacbes do sistema ternario
lipossoma-DNA-peptideo referentes a distribuicdo de tamanhos e didametro médio
hidrodindmico, densidade de carga (item 5.4.2.1), acesso do DNA a sonda de

fluorescéncia (item 5.4.2.2) e morfologia (item 5.4.2.3).

5.4.2.1. Determinacdao da distribuicao de tamanhos, diametro médio
hidrodinamico e da densidade de carga do complexo ternario DRV-DNA-
peptideo

Uma vez formado, o complexo DNA-petideo foi adicionado aos DRVs
vazios (método descrito no item 4.4.1.8) . Nessa formulagdo, a massa de peptideo
suficiente para atingir a razdo molar entre cargas positivas do peptideo e
negativas do DNA de 1 foi adicionada a formulagao na propor¢do DNA/DRV de
R, 10, inicialmente estabelecida a partir dos ensaios in vivo (formulacado descrita
na Tabela 4, item 4.3).

A formacdo do complexo ternario DRV-DNA-peptideo produziu duas
populacdes bem definidas e estaveis ao longo de 4 dias de estocagem (8°C),
(Tabela 12 e Figura 42). Uma amostra foi mantida durante 7 meses sob
refrigeragdo em condigbes estéreis, mantendo o didmetro e distribuicdo de
tamanhos inalterado durante este periodo (Tabela 12 e Figura 42).
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Tabela 12: Diametro médio hidrodinamico das populacdes do complexo DRV-DNA-peptideo
ao longo da estocagem (8°C).

Tempo de estocagem Diametro médio hidrodindmico (nm)
Populacao 1 Populacao 2

40 minutos ap6s complexagao 273,5+£48.2 1078,3 £ 299,5

1 dia 266,5 + 37,3 1122,6 £272,9

4 dias 262,0 + 45,5 994 + 237

7 meses (ii) 359,8 1049,8

(i) Didmetros médios e desvios padrao referem-se a trés complexos independentes (n=3)

(ii) Didmetro médio sem desvio padrao pois a estabilidade refere-se a apenas uma amostra
estocada durante o periodo.
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Figura 42: Distribuicoes de tamanho dos complexos contendo lipossomas cationicos-DNA-
peptideo. A) Apos 40 minutos de complexacao; Complexos mantidos sob refrigeracao com 1
dia (B), 4 (C) dias e 7 (D) meses de estocagem. Graficos A, B e C sao compostos por
distribuicoes distintas e provenientes de trés complexacoes independentes (n=3).
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Surpreendentemente, mesmo sabendo que a complexacdo entre DNA-
peptideo gerou particulas grandes (da ordem de 31 um), o complexo ternario
DRV-DNA-peptideo resultante apresentou tamanho muito menor que o complexo
binario, e da mesma ordem de grandeza que os DRVs iniciais (Figura 42).
Comportamento idéntido foi obtido por Tokunaga et al., 2004, onde complexos
binarios de DNA-peptideo (de natureza catibnica) da ordem de 13 um
condensaram-se com a adicao de liposomas, atingindo tamanhos similares aos
dos complexos formados apenas por DNA-lipossoma (didmetro hidrodinamico da
ordem de 568,5 nm). Neste trabalho, a complexacdo esteve envolvida com
lipossomas catibnicos contendo DMB-Chol (lipidio catibnico derivado do
colesterol) e DOPE sonicados com tamanhos de particula de didametro de 120 nm.
Segundo os autores, propriedades estruturais e elétricas de superficie devem
estar envolvidas na complexacdo entre os trés componentes. Diante deste
comportamento, os autores assumiram que o0 complexo ternario encontra-se

muito bem condensado.

Os resultados obtidos neste trabalho sdo coerentes com os da literatura,
ressaltando que os casos anteriores referem-se a lipossomas preparados por
sonicacao. Nao existe na literatura preparacdée envolvendo complexos ternarios

que utilizem DRVs.

A densidade de cargas do complexo ternario foi avaliada através do
potencial zeta de 4 amostras independentes e apresentou valor médio de
+11,3£3,4 mV. Este valor é inferior ao observado para a estrutura DRV-DNA
(+27,3%£2,3, Tabela 8), indicando que existe uma menor carga positiva liquida na
superficie deste coléide. Este comportamento € surpreendente uma vez que
estamos adicionando mais um componente de natureza catibnica (peptideo). Este
fendbmeno pode estar associado ao proprio processo de complexag¢ao que envolve
2 etapas: a primeira com a combinagdo entre DNA e peptideo (de natureza
catibnica), no qual ja ocorre complexacao eletrostatica, seguida da adicdo do
lipossoma DRV. A interacdo DNA-petideo-DRV pode gerar um colbide com

densidade de cargas resultante menor que o DRV-DNA, sugerindo que esteja
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ocorrendo condensagéao entre os trés componentes. Isto pode ser confirmado pelo
desaparecimento da populacdo de 31 um identificada para o complexo binario,
conforme identificado nas leituras de distribuicio de tamanhos e diametro
hidrodindmico (Tabela 12, Figura 42).

5.4.2.2. Acesso da sonda de fluorescéncia

O complexo DNA-peptidio também foi caracterizado em termos do acesso
da sonda de fluorescéncia especifica para dsDNA (DNA dupla fita) (método decrito
no item 4.5.7), em ensaio similar ao ja realizado para as estruturas lipossomais
DRV-DNA e lipoplexos (item 5.2.5). Neste ensaio, varios complexos entre o acido
nucleico e o peptideo foram formados em varias razbes molares entr cargas
positivas do peptideo e cargas negativas do DNA, tendo &4gua como meio
reacional (a presenca de altas concentragdes de sal reduz o sinal de
fluorescéncia). O grafico da intensidade de fluorescéncia dos complexos binérios é
apresentado na Figura 43.
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Figura 43: Intensidade de fluorescéncia da sonda PicoGreen dos complexos DNA-NLS em
varias razées molares entre cargas positivas do peptideo e PO,> do DNA, em agua ultra pura
(Milli-Q). A intensidade de fluorescéncia em termos de % do inicial refere-se ao DNA na
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auséncia de peptideo. As barras de erro referem-se a trés complexacées independentes
para cada ponto da curva (n=3).

As complexacgdes foram conduzidas mantendo-se fixa a concentragdo de
DNA para as varias razées molares entre as cargas positivas do peptideo e
negativas do DNA, sendo o perfil de fluorescéncia expresso em termos de
percentagem relativa a intensidade de fluorescéncia do DNA livre. Na Figura 43,
verifica-se que a medida que a quantidade de peptidio é elevada na complexagéo
(elevagao da razao molar), ocorre uma redugao da intensidade de fluorescéncia
emitida pela sonda Pico Green, revelando que o DNA disponivel para a
intercalacdo com a sonda diminui. Isso significa que elevando-se a razdo molar, o
DNA tende a complexar-se preferencialmente com o peptideo, diminuindo o

acesso da sonda para intercalagdo com o acido nucleico.

E interessante notar na Figura 43, que as razdes molares entre cargas
positivas do petideo e negativas do DNA entre 0,1 e 0,4, apresentaram pequena
reducdo de intensidade de fluorescéncia (entre 90 e 80%), com um decaimento
mais acentuado para razées molares maiores que 0,5 e tendendo a estabilizar-se

em 20% para razdes entre 0,9 e 1.

Na eletroforese em gel de agarose pode-se detectar que a partir de razdes
molares acima de 0,5 (item 5.4.1.1), todo o DNA apresenta-se complexado com o
peptideo. Porém, de acordo com o perfil da intensidade de fluorescéncia, apesar
do DNA estar todo complexado com o peptideo nesta razdo molar, ainda existe
acesso para a sonda de fluorescéncia, como se ainda existissem sitios disponiveis
para a intercalagdo com o DNA. Esse fato € evidenciado pela queda de
intensidade de fluorescéncia acentuada entre 0,5 e 0,9. Razbes molares acima de
0,9, o acesso tende a estabilizar-se em 20%. Este comportamento pode estar
associado a natureza ciclica do peptideo, que permite a formagdo de complexos
DNA-peptideo com baixo grau de condensagdo do DNA devido a formagéao de
particulas de tamanho elevado (item 5.4.1.1), favorecendo o acesso da sonda

fluorescente no complexo.
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Comportamento semelhante foi encontrado por Tokunaga et al., 2004 para
diferentes peptideos utilizando o brometo de etidio como sonda de fluorescéncia.
Em seu estudo, a reducdo da fluorescéncia (% da inicial) até um patamar
constante, depende da natureza do peptideo. Quanto menor o valor percentual da
intensidade de fluorescéncia neste patamar, maior a afinidade entre o peptideo e o
DNA. Dentre os varios peptideos estudados, o que proporcionou maior reducao da
intensidade de fluorescéncia foi o Poli-L-ornitina (PLO, massa molar 140.000),
atingindo valores de intensidade de fluorescéncia (% do inicial) de 20%,
semelhantes ao encontrado para o peptideo deste trabalho, estudado em razao
molar entre cargas ositivas do eptideo e negativas do DNA de 1.

Portanto, a escolha da razdo molar entre as cargas positivas do petideo e
negativas do DNA 1 para as formula¢cdes que serdo utilizadas para os futuros
ensaios in vivo, garante que o empacotamento estd no nivel de acessibilidade
mais baixo de 20% (Figura 43).

O acesso da sonda de fluorescéncia também foi avaliada para o complexo
ternario DRV-DNA-NLS (Figura 44). Nesse caso, utilizou-se a quantidade de DNA
e DRV equivalente a proporcdo DRV/DNA das formulagbes in vivo (Razao de
cargas lipidio catiénico+/DNA- 10), em vérias razdes molares entre cargas
positivas do peptideo e negativas do DNA .
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Figura 44: Intensidade de fluorescéncia da sonda PicoGreen dos complexos ternarios DRV-
DNA-peptideo, na proporcao DRV/DNA (R,.. 10) ja estabelecida para os teste in vivo; porém,
em varias razées molares entre cargas positivas do peptideo e PO, do DNA, em agua ultra
pura (Milli-Q). A) A intensidade de fluorescéncia em termos de % do inicial refere-se ao DNA
livre, na auséncia de peptideo e lipossomas. B) Intensidade de fluorescéncia absoluta para o
sistema ternario, em diferentes quantidade de peptideo cationco. As barras de erro referem-
se a trés complexacoes independentes para cada ponto da curva (n=3).
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A Figura 44 A mostra a intensidade de fluorescéncia relativa ao DNA livre,
onde identifica-se que o acesso da sonda ao DNA mantém-se constante a 43 +
4,7%. O mesmo comportamento foi encontrado também por Tokunaga et al., 2004
para complexos terndrios formados por diferentes peptideos, com acesso da
sonda de fluorescéncia entre 20 e 30%, para lipossomas sonicados. Segundo os
autores, esta reducgéo indica uma elevada afinidade entre o DNA e os lipossomas
catibnicos. De qualquer forma, é interessante notar, que independentemente da
propor¢cdo de peptideo, a porcentagem de fluorescéncia praticamente nao se
altera. Esse comportamento pode ser explicado pelo grande excesso de
lipossomas cationicos frente a quantidade de DNA e peptideo utilizados na
formulacao, de modo que qualquer influéncia do peptideo é insignificante.

A Figura 44 B apresenta a intensidade absoluta de fluorescéncia da sonda
ao DNA no sistema ternario Lipossoma-DNA-peptideo, em varias concentracoes
de peptideo, onde tem-se uma tendéncia muito discreta de decaimento da
fluorescéncia a medida que se eleva a quantidade de peptideo. Este decaimento
poderia ser mais intenso se razbes peptideo+/fosfato- maiores que 1 fossem
avaliadas, sugerindo que, a medida que se eleva a quantidade de peptideo, para a
mesma quantidade de lipossomas catidnicos e DNA, menor a intensidade de
fluorescéncia, e conseqlientemente, menor acesso da sonda de fluorescéncia ao

DNA, sugerindo a formagao do complexo ternario.

Os perfis de intensidade de fluorescéncia (Figuras 43 e 44A), baseados na
percentagem de fluorescéncia do DNA livre, caracterizam o acesso da sonda
fluorescente ao DNA nas estruturas lipidica. Para o DRV-DNA em R,. 10, a
acessibilidade encontrada foi de 39,8+2,0% (item 5.2.5) e a comparagao deste
valor com o encontado para o complexo DRV-DNA-peptideo (43+4,7%) revela que
praticamente nao ocorre alteracdo da acessibilidade da sonda de DNA com a
inclusdo do peptideo. Este comportamento pode estar, mais uma vez, associado

ao excesso de lipossoma catiénico empregado na formulagao.
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5.4.2.3. Morfologia dos Complexos Ternarios DRV-DNA-peptideo

A morfologia do complexo terndrio DRV-DNA-peptideo foi avaliada através
das imagens obtidas por microscopia eletrbnica de transmissao (MET) e séao
apresentadas nas Figuras 45 A, B,CeDe 46 A, B,CeD.

As morfologias obtidas para o complexo ternario ns Figuras 45 A e B sao
inicialmente semelhantes as observadas para DRVs vazios (Figura 23) e muito
distintas das observadas para DRV-DNA(Figura 25). As imagens para DRV-DNA
apresentaram varias tortuosidades presentes na superficie externa dos
lipossomas, que, juntamente com outras técnicas de DSC e calculo da area
superficial, sugerem que o DNA esteja na superficie mais externa. Quando uma
analise mais criteriosa é realizada, verifica-se que o complexo ternario apresenta
algumas tortuosidades que podem ser identificadas nas Figuras 46 A e B, porém,
em menor indice de ocorréncia que o encontrado para DRV-DNA (Figura 25), com
morfologia intermediaria entre DRV(DNA) (Figura 24) e DRV-DNA (Figura 25). A
presenca do peptideo que ja estava previamente complexado com o DNA, deve

possivelvente alterar o empacotamento da estrutura.
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Figura 45: Micrografia do complexo ternario DRV-DNA-peptideo. As barras indicam A) 400
nm, B) 100nm, C) 100 nm, D) 100 nm.
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Figura 46: Micrografia do complexo ternario DRV-DNA-peptideo. As barras indicam A) 40
nm, B) 40nm, C) 100 nm, D) 100 nm.

A Figura 47 mostra uma sequéncia de micrografias com maior ampliacéo na
qual é possivel identificar maiores detalhes de morfologia tais como a presenca de
lamelas concéntricas que sugerem a natureza multilamelar dos lipossomas
formados (Figuras 47 E e F). Sabe-se que nas micrografias, a visualizacao das
lamelas s6 é possivel quando estas se encontram de forma bastante organizada e
o feixe de elétrons incide perpendicularmente a estrutura.
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Figura 47: Microscopia eletronica de transmissdao do complexo ternario DRV-DNA-NLS. As
barras indicam E) 20 nm, F) 20nm, C) 40 nm, D) 40 nm.

Nestas micrografias (Figuras 45, 46 e 47) também nao se identifica a
presenca de grandes agregados que poderiam estar relacionados ao complexo
binario DNA-peptideo revelados através de microscopia Optica (item 5.4.1.2). Esse
fato, aliado a diferenca morfolégica encontrada entre os complexos ternario e
binario, sugere que o DNA-peptideo encontra-se totalmente incorporado a
estrutura lipossomal. Associando, ainda, os resultados do acesso da sonda de

fluorescéncia (item 5.4.2.2), e da alteracdo da densidade de carga (item 5.4.2.1),
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pode-se inferir que o DNA-peptideo encontra-se nas camadas mais externas dos

lipossomas porém nao tao exposto na superficie quanto no DRV-DNA (Figura 25).

Infelizmente, muitos dos estudos que envolvem estes trés tipos de

componentes concentram-se principalmente o efeito bioldgico, constatando que a

transfeccédo é elevada com a adigdo destes tipos de peptideos nas formulagdes,

sem um aprofundamento do fendmeno fisico-quimico envolvido na complexacéao e

da avaliagdo da forga motriz que promove a formagédo deste tipo de “complexo

ternério”. Porém, vale a pena ressaltar as principais evidéncias do comportamento

do complexo ternario em algumas pesquisas:

E interessante notar que a complexacdo entre DNA e o peptideo
catibnico (M9-ScT) nao eleva significativamente a transfeccao in vitro,
mas a inclusdo de lipossomas cati6nicos, no caso lipofectamina, a

eficiéncia é elevada (Byrnes et al., 2002).

Resultados similares aos anteriormente citados também foram
reportados por Gao & Huang, 1996, porém, nestes estudos utilizou-se o
polipeptideo polilisina (PLL), sem sequéncia de direcionamento nuclear.
A auséncia de lipossomas, isto é, complexos formados somente por PLL
e DNA geram transfec¢des ineficientes, indicando que a elevada taxa
de transfeccdo depende da presenca de lipossomas catiénicos. Outro
ensaio bastante interessante que estes autores realizaram foi a ordem
de complexacdo entre os trés componentes que forma o complexo
ternario. Uma vez que lipossomas catiénicos e PLL competem pela
ligacao eletrostatica com o DNA, dois protocolos foram preparados: (i)
no primeiro, o DNA foi complexado inicialmente com o lipossoma
catibnico e em seguida (ap6és 10 minutos de incubacao), adicionou-se a
PLL; (ii) no segundo, o DNA foi complexado inicialmente com a PLL e,
em seguida, apés 10 minutos de incubacdo, complexado com o
lipossoma catidnico. Os resultados mostraram que quando o DNA foi
inicialmente complexado com os lipossomas catiénicos, ndo ocorre

transfeccdo em niveis satisfatérios, enquanto o protocolo com a
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complexacao inicial entre DNA e PLL foi significativamente maior.
Segundo os autores, o protocolo para preparacdo dos complexos pode
afetar a estrutura e funcédo dos complexos, afetando a atividade 6tima.
Além disso, a presenca de PLL no complexo ternario evita a formacao
de grandes complexos, possivelmente pela sua direta participagdo na

complexacgao.

Neste contexto, quando se fala complexacdo entre um complexo binario
(DNA-peptideo), teoricamente com os sitios disponiveis para interagdes
eletrostaticas totalmente ocupados, com os lipossomas catibénicos, permanece a
duvida de qual seria a forga motriz para que este complexo ternério se forme. As
evidéncias experimentais desta pesquisa, bem como as de outros autores citados
neste capitulo apontam para o fato que os trés componentes interagem entre si,
com o DNA provavelmente interfaceando estas interagdes e que a presenca do
lipossoma catidénico € fundamental para a garantia da eficiéncia de transfeccao
(Byrnes et al., 2002).

5.5. Analise do escalonamento da producao de lipossomas

O estudo de ampliacdo de escala foi realizado para a obtencdo de
estruturas lipossomais funcionais adequadas para a desidratacao-rehidratacao e
subsequente incorporacdo do DNA.

A analise de producdo destes lipossomas em processo escalonavel
abordou os seguintes aspectos: (i) concepcao do processo (item 5.5.1), (ii) cinética
da formagdo dos lipossomas (item 5.5.2), (iii) caracterizacdo dos lipossomas
produzidos na unidade escalonavel (item 5.5.3), determinacdo da espessura do
filme lipidico adsorvido em tubo capilar (item 5.5.4) e (iv) simulagdo da produgao
massica de lipossomas a partir de um modelo matematico (item 5.5.5).
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5.5.1. Concepcao do Processo

O inicio do estudo de aumento de escala de lipossomas catibnicos
correspondeu ao projeto de uma unidade de caracteristica escalonavel para a
producado de lipossomas, baseando-se no trabalho ja desenvolvido em nosso
grupo de pesquisa com sistema multitubular (Carneiro & Santana, 2004) e em

processo patenteado por Tournier et al., 1999.

A concepgao do processo escalonavel de obtengdo dos lipossomas €
baseada na adsorcdo dos lipidios na superficie interna de tubos de vidro. O
escalonamento se da pelo aumento do comprimento ou numero de tubos.
Conforme demonstrado por Carneiro & Santana, 2004, e o que acontece em um
unico tubo pode ser extrapolado para um feixe de tubos.

A Figura 48 apresenta o fluxograma de processo de obtencdo dos
lipossomas, onde neste trabalho, a adsorcao foi realizada em um Unico tubo

(6)@
(7) Vécuo

capilar.

w oV
Y A
(%)
4)
@[ 4 >
v
Tanque 7\_gua
Quente/Fria
\ 4 éZ) N/ :T
(3)

(1) Tanque; (2) Bomba peristaltica; (3) Valvula 4 vias; (4) Coluna de adsor¢do de vidro com
camisa para controle do aquecimento; (5) Valvula 4 vias; (6) Indicador de vacuo (IV); (7)

Espectrofotémetro para medida on line de absorbancia

Figura 48: Fluxograma de processo para producido de lipossomas cationicos a partir de
estruturas lipidicas secas obtidas no interior de capilar de adsorcao em leito fixo.
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O processo completo € basicamente composto por trés principais etapas

operacionais: (i) Adsorgcao dos lipidios em tubo capilar; (ii) Secagem sob vacuo e

temperatura controlados no capilar; (iii) Hidratacdo da estrutura lipidica seca,

sendo cada etapa descrita a seguir:

(i)

(i)

(i)

Adsorcdo dos lipidios no tubo capilar: Os lipidios foram dispersos em

solucdo alcodlica e adicionados ao tanque de adigao [(1) , Figura 48]. Esta
solucdo foi recirculada no capilar [(4), Figura 47] através de bomba
peristaltica [(2) Figura 48], durante durante 40 minutos para assegurar o

equilibrio na adsorgéo.

Secagem sob vacuo e controle de temperatura no capilar. Apbés a

recirculacao, o capilar foi drenado para que o excesso de solugao alcodlica
de lipidio fosse retirado. Secou-se o capilar sob vacuo e controle adequado
de temperatura na coluna e leve fluxo de nitrogénio, sem alterar o controle
do véacuo. O indicador de vacuo [(6), Figura 48] instalado na linha de vacuo
permitiu que a secagem fosse controlada. A coluna possuia jaqueta térmica
que permite o controle de temperatura através da circulagdo de agua com
temperatura controlada em banho termostatico. A montagem apresentada
na Figura 48 permitiu que as linhas de carregamento e descarregamento da
coluna fossem limpas durante a etapa de secagem. Isto foi possivel devido
a instalacao da linha de by pass da coluna e das valvulas 4 vias [(3) e (5),
Figura 48].

Hidratacdo da estrutura lipidica seca: Apés a secagem, a fase aquosa foi

adicionada ao tanque de alimentacdo da coluna [(1), Figura 48] , onde a
recirculacdo permitiu que as estruturas lipidicas secas adsorvidas nas
paredes do capilar fossem hidratadas, permitindo a agregacdo e
consequente formacgéo de lipossomas. A instalacdo de uma célula de fluxo
continuo em espectrofotémeto [(7), Figura 48) permitiu que fosse realizada
a leitura continua de absorbancia, facilitando o acompanhamento da

hidratagc&o do filme seco.
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A escolha da capacidade da unidade de bancada baseou-se em aspectos
econdmicos e de capacidade minima do sistema. Em termos econémicos, o ideal
seria que o menor volume possivel fosse trabalhado, porém em termos de
equipamento, capacidade de bombeamento e volume minimo para leitura de

absorbancia o volume minimo operacional foi de 3 mL.

O solvente inicialmente utilizado na obtencado dos lipossomas catiénicos
para os testes in vivo pelo método de Bangham foi o cloroférmio, porém sua
elevada toxicidade e limitacdo dos equipamentos para ampliacdo de escala
(bomba, mangueiras) quanto a resisténcia quimica a este solvente levaram a
escolha de outro solvente organico. O etanol mostrou-se um solvente adequado,
pois permite a dispersdao dos lipidios e os equipamentos tais como a coluna,
mangueiras e valvulas também sao resistentes a este solvente, além de seu baixo
grau de toxicidade. Nestas condi¢des, a temperatura de adsorcao teve que ser
estabelecida em 35°C, pois o lipidio DOPE, que é insolivel a temperatura

ambiente em etanol torna-se soluvel a esta temperatura.

A condicao de secagem foi estabelecida em termos do bindmio temperatura
e pressao (vacuo). A temperatura de secagem foi a minima possivel uma vez que
os lipidios EPC, DOPE e DOTAP devem ser processados na temperatura mais
baixa possivel. A bomba de vacuo Edwards utilizada neste sistema tem a
capacidade de atingir até 650 mmHg de véacuo relativo, sendo desta forma
possivel encontrar a minima temperatura para que ocorra a evaporagao do etanol.
A partir de uma relagcédo entre pressdo de vapor e temperatura apresentada por
Perry, 1997 (Anexo IX), a temperatura que promove evaporacao deste solvente,
na condigdo de vacuo anteriormente citada é 40°C, porém assumindo um fator de
segurancga (possiveis perdas térmicas do sistema), a temperatura de processo
durante a secagem foi estabelecida em 45°C. Este controle de temperatura é
realizado através da instalagdo de uma camisa de circulagdo de agua na coluna
conectada a um banho termostéatico que promove a recirculagdo e manutengéo da

temperatura da agua de aquecimento.
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5.5.2. Caracterizacao fisico-quimica dos lipossomas

Os experimentos realizados na unidade escalonavel em tubo capilar
utilizaram os mesmos lipidios envolvidos na formulagdo utilizada no método de
Bangham para os testes in vivo e in vitro. Assim, a proporcdo molar
EPC/DOPE/DOTAP 50/25/25% foi mantida, variando-se somente a concentragao

lipidica total na fase alcodlica.

A validacdo da unidade escalonavel € uma etapa importante no
desenvolvimento técnico, pois é a garantia que os lipossomas produzidos nesta
unidade possuem as mesmas caracteristicas fisico-quimicas dos obtidos pelo

método de Bangham.

As técnicas de caracterizagao utilizadas foram (i) identificacao qualitativa da
presenca dos lipidios funcionais através de espectrometria de massa (item
5.5.2.1). (ii) didmetro hidrodinamico e distribuicdo de tamanhos (item 5.5.2.2) e
(iii) densidade de carga — potencial zeta (item 5.5.2.3).

5.5.2.1. Identificacdo qualitativa da presenca dos lipidios funcionais nos

lipossomas produzidos pela unidade escalonavel

A técnica de espectrometria de massa, descrita no item 4.5.11, foi utilizada
para identificacdo dos trés lipidios (EPC/DOPE/DOTAP) nos lipossomas
produzidos pela unidade escalonavel em sistema capilar. A Figura 49 apresenta
0s espectros de massa para a solugéo alcodlica inicial de 70 mM, contendo os trés
lipidios (EPC/DOPE/DOTAP) e a dispersao lipossomal obtida ap6s a hidratacao

do filme seco de lipidios.
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Figura 49: Espectros de massa para a solucao alcodlica inicial de 70 mM, contendo os trés
lipidios (EPC/DOPE/DOTAP) (A) e o respectivo lipossoma produzido na unidade escalonavel

(B).
Na Figura 49 pode-se identificar a presenca dos trés lipidios, cujas massas
molares de 662,776, 744,872 e 760,668 correspondem ao DOTAP, DOPE e EPC,

respectivamente.

E vélido ressaltar que as diferentes intensidade relativas (ordenadas dos
gréficos da Figura 49) entre os trés lipidios, evidenciada pela grande diferenca de
altura dos picos, nao é diretamente proporcional a concentragédo dos componentes
na solucdo. Existe um fator relacionado a capacidade de ionizagao, que aliado a
abundéancia do composto na amostra, gera a intensidade relativa de emissao, a
qual esta indicada em termos percentuais na ordenada da Figura 49. No caso do
DOTAP, sua capacidade de ionizagdo € muito superior a dos demais
componentes, motivo pelo qual seu pico na Figura 49 A e B é maior.

Varios testes foram realizados com o intuito de tentar quantificar os lipidios
artavés de espectrometria de massa, mas a caracteristica muito similar das
moléculas e a elevada capacidade de ionizacdo do DOTAP foram os efeitos

limitantes.
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De qualquer forma, a partir da técnica empregada, pode-se verificar a
presengca embora qualitativa, dos trés lipidios utilizados na composicdo dos

lipossomas produzidos.

5.5.2.2. Distribuicdo de tamanhos e didmetro hidrodindmico

A distribuicdo de tamanhos e o diametro hidrodindmico (item 4.5.3), foi
avaliada para uma grande faixa de concentracao lipidica total inicial na fase

alcodlica, conforme apresentado na Figura 50.

Intensidade (% em classe)
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Figura 50: Distribuicao de tamanhos dos lipossomas obtidos a partir de uma disperséao
alcoolica de lipidios (EPC/DOPE/DOTAP 50/25/25% molar) em sistema capilar. Concentracao
total de lipidios na fase alcodlica: A) 5mM; B) 10mM; C) 20mM; D)30 mM; E) 40mM; F) 50mM;
G) 60mM; H) 70 mM. Cada distribuicao foi construida em triplicata independente (n=3).
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A Figura 50, mostra que em todas as concentragdes de lipidios totais (5 a
70 mM) foi possivel encontrar um perfil de distribuicdo de tamanhos com as duas
populacdées caracteristicas dos lipossomas contendo EPC/DOPE/DOTAP,
similares as encontradas pelo método de Bangham (Figura 15 A). As diferencas
de distribuicbes entre as replicatas independentes, para uma mesma
concentracao total de lipidios, pode estar relacionada as variabilidades inerentes
da repeticdo ou da proépria técnica de medida em espalhamento de luz. Nestas
condi¢des, pode-se inferir que os lipossomas produzidos na unidade escalonavel
apresentaram o mesmo comportamento para as diferentes concentragdes
estudadas, com duas populacées de diametro médio hidrodinamico de 197,55 +
50,1 e 890,2 + 488,5 nm.

Os lipossomas hidratados que foram obtidos a partir do método laboratorial
de Bangham (Figura 15 A) apresentaram 2 populagdes com didmetros médios de
392 £ 75 e 1729 £ 398. Estes resultados mostram que considerando os desvios
associados, ambos os lipossomas sao semelhantes em relagdo ao diametro

médio.

5.5.2.3. Densidade de carga — Potencial zela

A densidade de carga dos lipossomas produzidos em unidade escalonavel
a partir de solucdo alcodlica de 30 mM e de lipossomas hidratados (método
laboratorial de Bangham) foi avaliada através do potencial zeta, cujos valores sao

apresentados na Tabela 13.
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Tabela 13: Valores de potencial zeta para os lipossomas produzidos pelo método da
Bangham e pela unidade escalonavel

Tipo de Lipossoma Potencial Zeta (mV £ SD) (i)
Escala laboratorial (Bangham) 56,0 £ 6,2
Unidade escalonavel 55,0 £4,5

(i) SD: Desvio padrao para 3 amostras independentes.

(i) O meio de dispersdo para as medidas foi agua Milli-Q, o mesmo utilizado para a produgéo
dos lipossomas em escala laboratorial e o em unidade de adsorgcao em tubo capilar.

O potencial zeta dos lipossomas produzidos pelos dois métodos
(escalonavel e laboratorial) apresentaram valores equivalentes, indicando que a
densidade de cargas permanece inalterada. Sabe-se que a densidade de cargas
pode ser facilmente alterada caso haja variacao de lipidio catibnico (DOTAP) na
composi¢cao e conformacgédo lipossomal (Perrie & Gregoriadis, 2000). Portanto
conclui-se que o0s lipossomas produzidos em unidade escalonavel séao
semelhantes em propriedades fisico-quimicas aqueles produzidos por método

laboratorial.

A partir desses resultados pode-se inferir que a adsor¢ao no interior do tubo
capilar ocorre sem competicao entre os lipidios, reproduzindo, portanto, a mesma

estrutura obtida pelo método de Bangham.

5.5.3. Cinética da formacao dos lipossomas

A cinética de formagéo dos lipossomas na unidade escalonavel foi avaliada
para duas concentracoes iniciais de lipidios totais na fase alcodlica (50 e 60 mM),
através do acompanhamento da absorbéancia a 340 nm ao longo do tempo na fase
de hidratacdo (ap6s adsorcao e secagem) (método descrito no item 4.5.9). A
Figura 51 apresenta a evolugéo das absorbancias ao longo da etapa de hidratagao
para concentracoes iniciais de lipidio total de 50 e 60 mM (na fase alcodlica).
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Figura 51: Cinética de formacdao de lipossomas catidonicos compostos por
EPC/DOPE/DOTAP (50/25/25% molar), em termos de absorbancia a 340 nm, a partir de uma
dispersao inicial em fase alcoolica com concentracao total de lipidios de A) 50mM e B) 60
mM. Os desvios padrao referem-se as triplicatas (n=3).
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A absorbancia medida a 340 nm é proporcional ao numero de vesiculas
presentes na solugdo e seu respectivo didametro. Pode, portanto, ser
correlacionada com a concentracao total de lipidios na dispersdo. Desta forma,
uma curva de absorbancia a 340 nm em varias concentrac¢oes totais de lipidios foi
construida a partir de uma solugéo lipossomal de concentracao total conhecida e
€ apresentada na Figura 52.
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Figura 52: Relacao entre concentracao de fosfolipidios e absorbancia a 340 nm.

A partir das informagbes das Figuras 51 e 52, e levando-se em
consideracdo que nao ha variacdo do tamanho dos lipossomas ao longo da
hidratacé@o, foi possivel encontrar uma relagdo entre absorbancia a 340 nm e a
concentracao total de lipidios, permitindo a construgdo de um grafico da formagao

massica dos lipossomas ao longo do temo, conforme apresentado na Figura 53.
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Figura 53: Cinética de formacdao de Ilipossomas cationicos compostos por
EPC/DOPE/DOTAP (50/25/25% molar), em termos de massa dissolvida, a partir de uma
dispersao inicial em fase alcodlica com concentracao total de lipidios de A) 50mM e B) 60 m.

Os desvios padrao referem-se as triplicatas (n=3).
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A partir da Figura 53 e admitindo que toda a massa de lipidios inicialmente
adsorvida foi dissolvida, pode-se determinar a quantidade de massa adsorvida no
sistema, possibilitando o célculo da capacidade de adsor¢do do sistema para as
duas concentracdes estudadas. Como a area de adsorgdo é 5,78 cm?, tem-se que
a capacidade de adsorcdo é 0,32 e 0,34 mg/cm? para as concentragdes iniciais de

50 e 60 mM, respectivamente.

5.5.4. Determinacao da espessura do filme lipidico no sistema capilar

O filme lipidico formado no interior do tubo capilar durante o processo de
secagem foi visualizado através de microscopia eletrénica de varredura (item

4.5.10), sendo estas apresentadas na Figura 54.

y

pm Mag= 15.80 K X

Figura 54: Micrografia obtida a partir de microscopia eletronica de varredura do tubo capilar
para identificacdo do filme lipidico seco, utilizando uma concentracao de lipidios totais de

50 mM na fase alcodlica. As barras referem-se a 2 (A) e 1 um (B).

Na Figura 54 nota-se que o filme lipidico apresenta grande variacdo de
espessura ao longo do diametro interno e, consequentemente, da altura do
capilar. Varias medidas da espessura foram realizadas para as varias

micrografias, possibilitando a constru¢do de um histograma com a distribuicdo das
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espessuras, conforme apresentado na Figura 55 e a estimativa do valor médios
em 0,47 + 0,29 um.

200

150

100 ~

[¢)]
o
1

Numero de ocorréncias

0 N““...-“.
1

00 02 04 06 08 1,0 12 14 16 1,8
Espessura do filme (um)

Figura 55: Histograma da distribuicao das espessuras de filme lipidico seco, utilizando uma
concentracao de lipidios totais de 50 mM na fase alcodlica.

5.5.4. Simulacao matematica da producao massica de lipossomas

A simulagédo da produgcdo massica de lipossomas foi devenvolvida tendo
como base o trabalho de Carneiro, 2004, que utilizou o conjunto de equacdes
apresentadas no item 4.6 e aplicou o método de Euler para integracdo das
equacoes diferenciais para criar uma rotina de calculo utilizando o software Excel
2000 for Windows da Microsoft Corporation para a determinacado dos perfis de
formacao de lipossomas (massa de lipidio) com o tempo.

As propriedades fisico-quimicas da solugdo aquosa (agua) utilizada para a
hidratacao do filme lipidico, que possibilitou a formacao dos lipossomas, além das
dimensbes do tubo de vidro utilizado para a adsorgéao dos lipidios e da respectiva
area superficial interna estdo apresentadas no Quadro 1. A densidade do sélido foi
calculada a partir partir da area superficial interna do capilar, espessura do filme
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lipidico seco (item 5.5.4) e da massa total adsorvida no sistema capilar para
concentracao lipidica total de 50 mM estimada no item 5.5.3, também &
apresentada no Quadro 1.

Quadro 1: Propriedades fisico-quimicas da fase aquosa e solida e dimensdes do capilar de
vidro utilizados para a modelagem

Dimensées do tubo capilar de vidro:

Diametro interno: 1,6 mm (0,16 cm)
Alltura: 11,5 cm

Area superficial interna (S): 5,78 cm?
Fase Aquosa:

Viscosidade (n): 0,01 g/cm.s (i)
Tenséo superficial (c): 72,8 g/s® (i)
Fase Sdlida:

Densidade (p): 6,82 g/cm?® (ii)

Angulo de contato (6): 91,2 + 3.6 ° (iii)

(i) Valores obtidos a partir de Perry, 1997 onde a temperatura de referéncia é 25°C.

(i) Densidade estimada a partir da area superficial interna do capilar, espessura do filme
lipidico seco (item 5.5.4) e da massa total adsorvida no sistema capilar para a
concentragdo lipidica total de 50 mM (item 5.5.3).

(iii) Considerado similar ao dngulo de contato da pele, formada por uma camada externa
de lipideos (Elkhyat et al., 2004 e Sheu et al., 1999).

5.5.4.1. Determinacéo dos parametros K; e Ky’

A determinacdo dos parametros K; e K da Equacdo 20 depende da
concentracao de vesiculas (C,), sendo esta obtida a partir da correlagcado entre a

concentracao total lipidica e a respectiva absorbéancia a 340 nm (Figura 52).

Para determinar a concentracao de vesiculas dividiu-se a concentracao de
fosfolipidios pelo numero de agregacao N. Este numero refere-se ao nimero total
de moléculas de lipidios por lipossoma e pode ser calculado a partir da area
superficial total (A1) que é a soma das superficies interna e externa da bicamada
do lipossoma. Considerando a espessura da bicamada (e) de 4 nm (Lasic, 1997),

At pode ser calculado usando o didmetro médio hidrodinamico (considerando
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geometria esférica e distribuicdo unimodal de tamanhos). Ar também pode ser
calculada pela multiplicagdo do numero total de moléculas de lipidios (N) e sua
respectiva seccao transversal de area (a). Por meio da Equacgado 23 obtém-se o

numero total de moléculas de lipidio (Lasic, 1997; Israelachvili & Mitchell, 1975):

2 2
A1, Dy +47] Dy _ e Equacao 23
o L2 2

Qpp

Onde,

Dy: didmetro hidrodindmico dos lipossomas (corresponde a espessura da

bicamada lipidica)
a,, - area média das moléculas de lipidios que compdem o lipossoma.

Neste caso, ap_ € dado pela Equacgao 24, pois relaciona-se a propor¢cao molar dos
lipidios presentes no sistema (Lasic, 1997; Israelachvili & Mitchell, 1975):

ap, =05 a,p- +0,25 0,05 +0,25-app04p Equacéo 24

onde,
aepc:0,71 nm? (i)
a pope: 0,55 nm? (i)
apotap: 0,7 Nm? (i)

O diametro médio hidrodindmico, considerado neste caso, é a média
ponderada dos didmetros apresentados na Figura 50, cujo valor é 280,8 nm.
Através da Equacado 25, ap, é 0,67 nm?e nestas condicdes, o valor de N para este
sistema é 7,2x10°.

As curvas das concentracdes de vesiculas C, ao longo do tempo foram
construidas e estao apresentadas na Figura 56.
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Figura 56: Concentracao de vesiculas ao longo em funcédo do tempo para as concentracées
de 50 (-m-) e 60 (-0-) mM.

A partir das absorbancia a 340 nm obtidas durante a etapa de hidratacao,
pode-se calcular a concentragcéo de vesiculas (Figura 56). Desta forma, a partir da
Equacao 20, torna-se possivel a obtengao dos valores de K; e K, através de um
gréafico de 1/C, em funcao de 1/t, no qual o valor do coeficiente linear é igual a 1/K;
e o coeficiente angular é igual a razao entre K/e K; . A Figura 57 apresenta este
grafico para as concentracdes totais lipidicas de 50 e 60 mM.
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Figura 57: Determinacao dos parametros da equacao da concentracao de vesiculas em
funcao do tempo a partir das absorbancias a 340 nm medidas durante a formacao dos
lipossomas. A) Concentracao inicial do total de lipidios 50 mM e B) 60 mM.

A Tabela 14 apresenta os parametros K; e K’i estimados para as
concentragoes estudadas.

Tabela 14: Parametros K; e K’; estimados para as concentracdes totais de lipidios de 50 e 60
mM

Concentracao total de lipidio na fase K K’
alcodlica (mM) (mM) (min)
50 1,27 x 107 0,0265
60 1,27 x 10° 0,1999
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5.5.4.2. Determinag&o do parametro K,

O valor de K, da Equacao 19 foi obtido a partir da taxa inicial de formagao
de vesiculas, ou seja, a partir do valor da derivada da Equacéao 20 para os tempos
iniciais. Derivando-se a Equacéao 20 temos:

dC K K' Equacéo 25
di  K"4+2K,'i+1

Tomando o limite da Equacgao (25) quando t € muito pequeno (¢t — 0) temos

que:

dcC K Equacao 26

O valor de C, a ser considerado na Equacado 26 deve corresponder ao
tempo inicial de formacao dos lipossomas, sendo neste caso considerado o valor
de 5% do valor maximo de C, encontrado na Figura 56.

Uma vez conhecido os valores de K; e K; (obtidos no item anterior) e C,,
pode-se calcular o valor de K,, sendo apresentado na Tabela 15.

Tabela 15: Parametro Kv e K,,; estimados para as concentracoes totais de lipidios de 50 e 60
mM.

Concentracao total de lipidio na K, Kext
fase alcodlica (mM) (g/(mM.s) x 10°%) (g/(mM.s) x 10'%)

50 5,33 1,73

60 7,08 2,30
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5.5.4.3. Determinagdo do parametro Kex:

O valor de Key foi obtidos a partir dos dados de K, e C,, pois sabe-se que
nos tempos finais do processo de hidratagdo ndo ha variagdo da massa de

d
fosfolipidios no meio com o tempo (7’% =0) e todo o filme lipidico ja foi penetrado
t

pelo liquido e desintegrado (L, — L, =(0). Utilizando destas consideragdes na

Equacao 19 pode-se obter uma expressdo para Kex conforme apresentado na
Equagéo 27:

K =—1v"v Equacéao 27

Assumindo que a porosidade (g), tortuosidade (t), diametro hidraulico dos
poros (dy) e n possuam valores de 0,22, 1,1, 5x10"nm e 1, respectivamente, pelas
caracteristicas intrinsecas do sistema, os parametros Kiy; e a foram ajustados de
forma que os dados gerados pelo modelo se aproximassem ao maximo dos dados
experimentais. Estes valores estao apresentados na Tabela 16.

Tabela 16: Parametros ajustados durante a simulacédo da formacao dos lipossomas.

Concentracio total de lipidio na fase  Kin (g/cm’s x 107) (i) a (ii)
alcodlica (mM)

50 1,62 -0,00035

60 1,83 -0,00035

(i)  Coeficinete de transferéncia de massa interna;
(i) Pardmetro da Equacio 22.
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5.5.4.4. Simulacdo matematica da cinética de formacao dos lipossomas e predicao

da espessura do filme lipidico seco

Através do modelo matematico proposto e das estimativas de parametros
descritos anteriormente, foi possivel simular a massa total de lipidios dissolvida na
fase aquosa formadora dos lipossomas em funcdo do tempo, para as duas
concentragdoes estudadas (50 e 60 mM) e confronta-los com os dados

experimentais, conforme apresentado na Figura 58.

A B
3.0+ 3.0+
2.5+ 2.5+
E R
E 20 I [ I I I I E 20 ] [
[1+] [1+]
=] =]
2 15«} I \ J J \ J 2 154 1 J J I
a a
[=} [=}
< 1.0 < 1.0
[} [}
s s
= 0.54 = 0.5+
0.0 T T T T 0.0 T T T T
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Tempo (minutos) Tempo (minutos)

Figura 58: Comparacao entre dados experimentais e simulacdo matematica para a formacao
dos lipossomas nas duas concentacdes totais de lipidios na fase alcodlica de 50 (A) e 60 (B)
mM. A linha continua representa a simulacdo matematica, enquanto ( m ) representa os

dados experimentais, conforme descrito na Figura 53.

A Figura 58 mostra que o modelo matematico proposto, com seus

respectivos parametros, ajusta-se adequadamente aos pontos experimentais.

O modelo gerou também informagdes referentes ao comprimento penetrado
e ao dissolvido em funcédo do tempo para as duas concentracdes estudadas, que

sdo mostradas na Figura 59.
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Figura 59: Variacao do comprimento do filme lipidico penetrado pelo liquido (Lp, —) e do
comprimento do filme lipidico dissolvido (Ld, ---- ) com o tempo, para as concentracoes

lipidicas totais em fase alcodlica de 50 (A) e 60 (B) mM.

A Figura 59 mostra que os valores de L, e Ly s&o muito préximos, o que
indica que a dissolugao do filme lipidico ocorre tao logo o filme € penetrado pela
solugdo aquosa, nao havendo um comprimento molhado significativo. Esta
caracteristica pode estar associada a facilidade de hidratagdo dos lipidios, uma
vez que todos possuem temperatura de transicao de fases abaixo da temperatura

ambiente.

O modelo permitiu, também, estimar a espessura do filme lipidico adsorvido
na superficie dos tubos de vidro. Esse valor corresponde ao valor maximo atingido
por L, e Ly na simulagdo (Figura 59) e pode ser comparado a espesura medida
experimentalmente no item 5.5.4. A Tabela 17 apresenta os valores obtidos para a

espessura do filme lipidico seco para cada uma das concentracoes estudadas.
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Tabela 17: Espessura do filme lipidico seco obtido pela modelagem da cinética de formacao
dos lipossomas para cada uma das concentracoes estudadas.

Concentragao total de lipidio na fase Espessura do filme lipidico
alcoolica (mM) (um)
50 0,59
60 0,65

Os valores obtidos para a espessura dos filmes lipidicos sao coerentes com
a medida experimental (item 5.5.4), a qual identificou a espessura no valor de em
0,47 £ 0,29 um para a concentracao inicial de lipidios na fase alcodlica em 50 mM.
A comparagdo dos valores da Tabela 17 com o valor experimental mostra a
adequacado do modelo, pois os valores estdo na mesma ordem de grandeza e
dentro das variagcdes das medidas experimentais.

A Tabela 17 também revela que a elevacao da concentragao lipidica de 50
para 60 mM ocorre a formacao do filme lipidico seco de espessura maior, o que é

de se esperar uma vez que a quantidade de lipidio no sistema é maior.
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6. CONCLUSOES

A partir dos estudos que visam o desenvolvimento de uma vacina génica
veiculada em adjuvantes lipidicos para a tuberculose, tem-se as seguintes

conclusoes:

Avaliacdo da estrutura lipidica mais promissora:

= O processo de desidratacao-rehidratacdo e complexagao eletrostatica
com lipidios cati6nicos ndo causa prejuizo ao plasmideo, garantindo sua

funcionalidade.

= A caracterizagao pelos varios métodos, das estruturas preparadas na
razao de cargas R,. 10, utilizada para testes in vivo e in vitro, assegurou
que o DNA estd completamente incorporado, garantindo a natureza

cationica final.

= DRV(DNA)s sao estruturas mais organizadas e mais compactas, onde o
DNA esta distribuido uniformente de modo a nao perturbar
significativamente a bicamada lipidica, sugerindo que ha incorporagao
do plasmideo na estrutura lipidica.

= DRV-DNA é uma estrutura maior que o DRV(DNA), apresenta o DNA na
regiao mais externa (préxima a superficie) causando pequenas

modificagdes nas bicamadas lipidicas.

= Lipoplexos séo bastante desorganizados, justificando o polimorfismo e

heterogeneidade de tamanhos.

= Os primeiros ensaios biologicos revelaram que os lipoplexos

apresentaram citotoxicidade elevada e foram descartados.

= A rota de administracdo nasal apresentou melhores resultados para as
estruturas DRV-DNA, sendo esta escolhida como a mais promissora e

viabilizando uma vacina de dose Unica contra a tuberculose.

Consideracoes de processo:
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As etapas de processamento das estruturas vazias do tipo DRV
puderam ser simplificadas com a eliminagdo da extrusdo e a
possibilidade de estocagem na forma liofilizada por periodos de até um

ano.

Inclusdo de peptideo com sinal de direcionamento nuclear nas estruturas

DRV-DNA:

A inclusdo do peptideo com sinal direcionador ao nucleo celular ndo
alterou o didmetro médio hidrodinamico e distribuicdo de tamanhos e a
assecibilidade a sonda de fluorescéncia, porém alterou
significativamente a densidade de cargas e a morfologia das estruturas,
quando comparada ao DRV-DNA.

Andlise do escalonamento da producao de lipossomas:

Os lipossomas produzidos pelo sistema de adsorgdo em tubo capilar
apresentou caracteristicas fisico-quimicas semelhantes aos lipossomas
produzidos pelo método de Bangham. O didmetro hidrodinamico
apresentou-se menor, possivelmente pela caracteristica de escoamento
diferente na hidratacdo quando comparado a unidade laboratorial.

A simulagdo da cinética de producdo massica dos lipossomas
apresentou-se coerente com os tempos finais de hidratacdo. Para os
tempos iniciais 0 modelo ndo se ajustou devido as consideragdes
realizadas para a determinagéao das concentragées.

O calculo da espessura do filme lipidico seco no modelo proposto

apresentou-se coerente ao encontrado experimentalmente.
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De modo geral, pode-se concluir que os sistemas lipidicos, mais
especificamente lipossomas catibnicos produzidos pelo método DRV quando
complexados como DNA apresentam-se promissores como adjuvantes na
veiculacdo de DNA como vacina génica.

Mais especificamente, lipossomas do tipo DRV (dehydrated-hydrated
vesicles) complexados eletrostaticamente com DNA viabilizaram a imuniza¢do
efetiva de camundongos em dose Unica. Esta caracteristica permite que estudos
sejam continuados com testes clinicos visando aplicacdo em humanos para a
consolidacdo desta tecnologia como um novo produto para a vacinagao de
individuos contra a tuberculose.

A estratégia de inclusdo de peptideo com sinal de direcionamento nuclear é
factivel, tornando-se uma alternativa para estudos para a avaliagdo da eficiéncia
da vacina, como forma de otimizag&o do produto.

Além disso, a ampliagao de escala da producao de lipossomas (precursores
dos DRVs) é viavel, podedo ser utilizada como tecnologia para fornecimento de
lipossomas para a continuagdo de testes futuros tanto em animais como em

humanos.
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7. SUGESTOES PARA PROXIMOS TRABALHOS

Para a continuacao das pesquisas no ambito da otimizacao da vacina e na

ampliagdo de escala, as seguintes sugestées podem ser citadas para trabalhos

futuros :

Avaliagédo in vivo da estrutura DRV-DNA-peptideo para otimizacao
da quantidade de peptideo a ser incorporada, uma vez que nao
existe na literatura quantidades para estes ensaios in vivo.

Avaliacdo de outros peptideos sintéticos com caracteristica de
direcionamento nuclear nas estruturas DRV-DNA, uma vez que

diferentes tipos de peptideos podem ter diferentes efeitos in vivo.

Estudar a condensagdo do complexo binario DNA-peptideo em

termos de se retirar a ciclizagédo (ponte de dissulfeto) do peptide;
Avaliacao in vivo do complexo ternario DRV-DNA-peptideo;

Avaliar outra metodologia de complexacdo entre DRV, DNA e
peptideo (complexagdo simultdnea) em aspectos fisico-quimicos e

efeitos in vivo.

Outros tipos de lipidios catibnicos também podem ser avaliados
quanto a caracteristica fisico-quimica e efeitos biolégicos;

Estabelecer metodologia para a quantificacao dos lipidios para que o
modelo da cinética de formagao dos lipossomas possa ser validado

nos tempos iniciais com dados experimentais.

A tecnologia para adsor¢cdo pode ser otimizada incluindo recheios
com esferas de vidro no tubo capilar para maximizar a area de
adsorcao.
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ANEXOS

ANEXO I: Nomenclatura internacional IUPAC para os aminoacidos

Amino Acido Cadigo
Glycina G
Alanina A
Valina \
Leucina L

Isoleucina |

Prolina P
Fenilalanina F
Tirosina Y

Cisteina C

Metionina M

Histidina H

Lisine K

Arginina R
Triptofano W

Serina S

Treonina T

Acido aspartico D

Acido Glutamico E
Asparagina N
Glutamina Q

Acido aspértico ou asparagina B
Acido glutamico ou glutamina Z
Desconhecido X

(http://www.chemie.fu-berlin.de/chemistry/bio/amino-acids.html, 2004).
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ANEXO Il : Vetor de expressao pVAX1

pVAX1 (Figura 60) é um vetor plasmideal de 3 kb projetado para o
desenvolvimento de vacinas em humanos de acordo com 0s requisitos do 6rgao

americano Food and Drug Administration (FDA). pVAX1 é derivado do vetor
pcDNA 3.1 e possui as principais caracteristicas descritas a seguir:

= As seqUéncias que ndo sao necessarias para a replicagdo em E. coli ou para a
expressdo da proteina recombinante em células de mamiferos foram
removidas com o intuito de minimizar a possibilidade de homologia com o

genoma humano e integragdo com o genoma humano.

= O gene responsavel pela resisténcia ao antibiético ampicilina foi substituido
pelo gene que confere resisténcia a canamicina, pois os antibidticos

aminoglicosilados apresentam menor resposta alérgica em humanos.

Comments for pVAX1®:
2999 bp

CMV promoter: bases 137-724
T7 promoter/priming site: bases 664-683
Multiple cloning site: bases 696-811

BGH reverse priming site: bases 823-840
BGH polyadenylation signal: bases 829-1053
Kanamycin resistance gene: bases 1226-2020
pUC origin: bases 2320-2993

Figura 60: Mapa com informacoes gerais sobre o vetor pVAX utilizado para vetorizar o
segmento de DNA que codifica o antigeno M.leprae Hsp65

(http://www.invitrogen.com/content/sfs/manuals/pVAX1 man.pdf, 2004).

186



ANEXO Il : Historico termico para DRVs e agregados lipidicos

A investigacao do histérico térmico das amostras de DRV vazio e agregado
lipidico foi realizada através do emprego de dois processos de aquecimento (faixa
de temperatura de -30 a +60°C, com taxa de aquecimento de 10°C/minuto)
intercalados por um resfriamento. Os resultados obtidos estdo apresentados na
Tabela 18 e nas Figuras 61 e 62. As temperaturas de transicdo de fases
identificadas em cada um dos aquecimentos (Tabela 18) foram consideradas
muito proximas. Nestes termogramas, os perfis encontrados no primeiro e no
segundo aquecimento foram praticamente iguais, indicando que com relagédo
histérico térmico, o primeiro aquecimento ja é suficiente para caracterizar as

propriedades térmicas em questao (Figuras 61 e 62).

Tabela 18: Valores de Tm e AH utilizados para a investigacao do historico térmico para DRV
vazio e agregado lipidico.

Estruturas Primeiro aquecimento Segundo aquecimento
Temperatura Temperatura
transicao de fases AH transicao de fases AH
(oC) (cal/mol) (oC) (cal/mol)
DRV vazio +15,32 5130 +15,56 5224
Agregados +2,61 3721
lipidicos +2,63 4129
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Figura 61: Historico térmico dos lipossomas vazios preparados pelo método DRV
(PC/DOPE/DOTAP 50/25/25%molar), na faixa de temperatura -30 a +60°C. Taxa de
aquecimento: 10 °C/min.
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Figura 62: Historico térmico do agregado lipidico (DOPE/DOTAP 50/50% molar), na faixa de
temperatura —30 a +60°C. Taxa de aquecimento: 10 °C/min.
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ANEXO IV: Resumo da Dissertacao de Mestrado “Vacina de DNA
pVAX-Hsp65 contra a tuberculose experimental, veiculada por
diferentes construcoes lipossomais, apresenta protecao
dependente da dose e rota de administracao” (Fonte: Rogério
Silva Rosada, Dissertacao de Mestrado, FCM-USP-RP)

RESUMO

As vacinas de DNA tém sido amplamente utilizadas nos ultimos 10 anos como
uma nova estratégia de vacinacao para diferentes patologias. Apesar da eficiente
inducado da resposta imune em modelos experimentais e, em algumas situacodes,
em humanos, a dose de DNA plasmideal utilizada é relativamente alta. Desse
modo, estratégias que visem diminuir a dose administrada com a manuteng¢ao da
resposta imune tém sido alvo de inUmeras pesquisas. A vacina de DNA-Hsp65 de
Mycobacterium leprae quando veiculada na dose de 300 ug em DNA plasmideal —
pcDNA3-Hsp65- pela via intramuscular tem se mostrado altamente eficiente na
profilaxia e terapia contra a tuberculose experimental. Nesse trabalho, avaliamos o
papel de outra construcao também carreadora do gene da Hsp65 de M. leprae, o
pVAX-Hsp65, aplicada pela rota intramuscular, utilizando-se o plasmideo nu na
dose de 300 ug ou veiculado em diferentes estruturas lipidicas nas doses de 50 ug
ou 100 pg. Avaliamos, ainda, o efeito da administracdo intranasal de tais
estruturas na dose de 25 pg. A administragdo intramuscular do pVAX-Hsp65 na
dose de 300 pg, utilizando-se DNA nu, ou de 50 pg, veiculada em diferentes
formulagdes de lipossomas néo induziu protecao contra o posterior desafio com M.
tuberculosis, apesar de induzir producéo de citocinas do perfil Ty1. A vacinagao
com as formulagdes induziu principalmente, a produgdo de anticorpos Hsp65
especificos da subclasse 1gG2a, enquanto que o DNA nu induziu a produgéo tanto
de 1gG2a quanto IgG1. Quando os animais foram vacinados com duas doses das
formulagdes lipossomais contendo 50 pg, houve uma reducao significativa (0,57
log) na unidade formadora de col6nia (CFU) de amostras pulmonares, mostrando

assim um claro efeito protetor. Inesperadamente, a vacinagao pela via intranasal
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com apenas 25 pug de DNA carreados em lipossomas conferiu uma prote¢cao muito
superior a todas as outras estratégias. Tal fenbmeno pode ser evidenciado pela
reducao de 1,02 log na CFU obtida do pulmao e pela manuteng¢do da arquitetura
pulmonar. Esses resultados ressaltam a importancia tanto da rota de imunizagéo
quanto da dose de DNA empregado nessas vacinas, bem como a forma como é
oferecida ao sistema imune para indugdo de uma imunidade protetora. Além disso,
abrem perspectivas para o estudo de novas rotas e formulagbes para uso de
vacinas de DNA contra a tuberculose experimental, com sensivel reducao na
quantidade de DNA plasmideal utilizado, contribuindo para a biosseguranga das

mesmas.
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ANEXO V: Conclusoes da Dissertacao de Mestrado “Vacina de
DNA pVAX-Hsp65 contra a tuberculose experimental, veiculada
por diferentes construcoes lipossomais, apresenta protecao
dependente da dose e rota de administracao” (Fonte: Rogério
Silva Rosada, Dissertacao de Mestrado, FCM-USP-RP)

O modo de oferecer determinada vacina de DNA para o sistema imune
pode desencadear diferentes padrées de resposta imune, levando ou nao a

protecao. Isso fica claro em nossos resultados, € assim concluimos que:

v O plasmideo pVAX com o inserto do gene da hsp65 mostrou-se
imunogénico exibindo um padrdo misto de resposta, tanto para citocinas,

quanto para anticorpos.

v' Porém, quando esse plasmideo foi administrado pela via intramuscular,
quer tenha sido injetado em 3 doses nu ou em uma dose veiculado em
diferentes lipossomas, ndo apresentou protecdo contra a tuberculose
experimental, apesar da producdo de citocinas predominantemente de

padrao Ty1.

v" Quando este foi veiculado na formulagdo DRV(DNA) administrado duas
vezes pela rota intramuscular, induziu diminuicdo da CFU e melhora no

quadro histopatolégico.

v" A administracdo de uma dose das formulacoes DRV(DNA) e DRV-DNA
veiculando o pVAX Hsp65 pela rota intranasal, conferiu consideravel
diminuicao da CFU e melhora no quadro histopatoldgico.
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ANEXO VI: Ensaios bioldgicos

Os ensaios biologicos foram realizados no Centro de Pesquisa em
Tuberculose, da Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto da USP. Avaliagdes (i)
in vitro envolvendo a deteccdo da mensagem para hsp65 e estudos de

citotoxicidade e (ii) in vivo para dosagem de anticorpos estdo descritas a seguir.
1. Deteccao da mensagem para hsp65 in vitro por RT-PCR
1.1. Transfeccao das estruturas lipidicas em células de macréfagos J774

Macrofagos da linhagem J774, em meio RPMI-1640™ incompleto, foram
transfectados com pVAX-hsp65 associado as trés estruturas de lipidicas
[DRV(DNA), DRV-DNA e Lipoplexo], pVAXhsp65 nu e pVAXhsp65 complexado
com lipofectina (adjuvante comercial), bem como seus respectivos controles
(estruturas lipidicas vazias e contendo apenas o vetor). Dezesseis a 24 horas
apés, 0 meio incompleto foi substituido por RPMI-1640™ completo (10% soro
bovino fetal, penicilina 100.000 U/mL e gentamicina 100.000 pug/mL) e a cultura

mantida por adicionais 48 horas de incubagéo a 37°C.

1.2. Obtencao do RNA total apos transfeccao das estruturas lipidicas em
células de macréfagos J774

O sobrenadante foi entdo descartado e as células aderentes
ressuspendidas em 1 mL de Trizol™. Em seguida as amostras foram mantidas por
5 minutos a temperatura ambiente para a completa dissociacao dos complexos de
nucleoproteinas, acompanhada da subsequente adicao de 200 uL de cloroférmio.
O material foi agitado em vértice por 15 segundos e mantidos a temperatura
ambiente por 3 minutos. As amostras foram, entdo, centrifugadas a 4 °C por 15
minutos a 12.000 rpm e a fase aquosa (sobrenadante) cuidadosamente retirada e
transferida para um novo tubo. A esse material foram adicionados 500 pL de
isopropanol e armazenado em torno de 15 horas a -70 °C. O RNA total foi obtido
por centrifugagcdo a 4 °C por 15 minutos a 10.0000 x g e o precipitado
ressuspendido em 20-60 pL de 4gua livre de RNAse e DNAse. A quantificagéo do
RNA total de cada amostra foi realizada no aparelho GeneQuant II™ (Amershan-

Pharmacia, BioSciences, USA).
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1.3. Sintese da fita de cDNA

O RNA total, obtido conforme descrito no item anterior, foi tratado com a
enzima Amplification grade DNAse | para completa degradagdo de DNA,
eliminando assim a possibilidade de contaminacdo com o DNA gendémico. Para o
tratamento de 1 ug de RNA total adicionou-se 1 uL da enzima Amplification grade
DNAse I, 1 uL do tampéo [20 mM de Tris-HCI (pH 8,4), 50 mM de KCI e 2 mM de
MgCl;] e agua livre de RNAse e DNAse, para completar o volume final de 10 uL. A
reagdo foi mantida por 15 minutos a 25°C, e inativada com a adigdo de 1 uL de
EDTA (25mM) seguido de 15 minutos de incubagao a 65°C. Para o controle desse
processo, 1 ug da amostra foi submetida a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR).

Ap6s o tratamento da amostra com DNAse, adicionou-se a enzima
SuperScript™ Il para a sintese de DNA complementar (cDNA) fita simples. Para
cada amostra foi adicionado 1 uL de oligo (dT)12-1s [500 png/mL] (Gibco BRL) e 1 uL
da mistura de dNTP a 10 mM. A amostra foi mantida por 10 minutos a 70°C e, em
seguida, adicionou-se tampao da enzima numa concentragao final de 50 mM (Tris-
HCI (pH 8,4), 75 mM de KCI, 3 mM de MgCl, e 0,02 mM de DTT). A amostra foi
equilibrada por 2 minutos a 42°C e incubada com 1 uL (200 U) de SuperScript™
durante 50 minutos a 42°C. A reacao foi inativada pela incubagéo por 15 minutos a
70°C.

1.4. Reacao de cadeia da polimerase (PCR)

Em seguida, o cDNA obtido foi submetido a reacdo de PCR. Trés
microlitros do cDNA (3 pg) fita simples foi utilizado como molde para a
amplificagdo do cDNA especifico. Primeiramente, para verificar a qualidade do
cDNA obtido, realizou-se o PCR utilizando os primers da p-actina, e
posteriormente os primers da hsp65. Para cada reagao (50 uL) adicionou-se 10
mM de cada dNTP, 20 mM de Tris-HCI (pH 8,4), 50 mM de KClI, 1,5 mM de MgCly,
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2,5 unidades da Taqg DNA polimerase e 10 pmoles de cada primer. Os pares de
primers utilizados para a amplificagdo da hsp65 amplificam banda de 400 pares de
base. A reacao foi incubada em um termociclador PTC-200™ (MJ Research, Inc.)
por 3 minutos a 95°C, e em seguida, submetida a 35 ciclos de amplificagdo com
desnaturagdo a 95°C por 45 segundos, anelamento a 61°C por 40 segundos e
extensao a 72°C por 90 segundos e uma extensao final de 10 minutos. A amostra
obtida foi analisada em eletroforese gel de agarose a 1%. As amostras foram
ressuspendidas em tampao de eletroforese 6 vezes concentrado (0,25 % azul de
bromofenol; 40 % de sucrose em agua) e o material submetido a eletroforese em
gel de agarose, conforme descrito no item 4.5.1.1.

2. Ensaio de citotoxicidade in vitro

Uma suspensdo de macréfagos J774 foi ajustada para 2,0x10%/mL, em
meio de cultura RPMI 1640 com 2,5% de soro fetal bovino, sem vermelho de fenol
(GibcoBRL 13200-035) e antibiéticos e em seguida plaqueada em microplaca de
96 cavidades (100 pl/cavidade). Apéds incubacdo a 37°C por + 12 horas
(overnight) o meio de cultura foi substituido por 100 uL de meio de cultura
contendo as formulagbes DRV-DNA, DRV(DNA), Lipoplexo e DNA nu, todos com
os plasmideos pVAX-hsp65, pVAX (vetor comercial) ou vazias (sem a presenca de
DNA), nas concentragbes de 10 a 200 pg/mL e a microplaca foi novamente

incubada por 24 horas a 37°C.

O meio de cultura contendo as formulag6es foi substituido por outro sem
soro e contendo o corante MTT 0,5 mg/mL (MTT Sigma M-5655), previamente
filtrado em membrana de 0,22 um. As células foram incubadas a 37°C por 4 horas,
tempo necessério para ocorrer a reducao do sal de tetrazdlio ao formazan. O meio
de cultura foi cuidadosamente retirado e a cada cavidade foram adicionados 0,1
mL de isopropanol contendo HCI 0,1 M, para a solubilizagdo do formazan. As
microplacas foram agitadas por 10 minutos e a absorbancia referente a cada
cavidade foi determinada a 570 nm em espectrofotdmetro pQuant Bio-Tek
Instruments Inc. (Denizot & Lang, 1986). O ensaio foi realizado em quadruplicata
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para cada formulagdo. Como controles foram utilizados macréfagos tratados
somente com meio de cultura RPMI 1640 ou formulagcbes vazias, nos quais se
considera como 100% de redugao do corante MTT. Os resultados estao expressos

em grafico.
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ANEXO VII: Relacao molar entre cargas positivas do peptideo e
negativas do DNA

A proporcao entre DNA e peptideo foi estabelecida em termos da razao
molar entre cargas positivas disponiveis para complexagao presente no peptideo e
grupos fosfato presente no DNA (PO4%).

A relagcdo molar entre as cargas positivas do peptideo e PO,> do DNA foi
obtida, estabelecendo-se inicialmente a carga positiva liquida por molécula de
peptideo disponivel para complexar-se com PO,% proveniente do DNA. Para isso,
as estruturas moleculares dos aminoacidos que compde o peptideo foram
estudados individualmente, sendo essas respectivas estruturas apresentadas no
Quadro 2:

Quadro 2: Aminoacidos envolvidos na formacao do peptideo com sinal direcionador para

nucleo.
Arginina (R) Cisteina (C) Glicina (G) Lisina (K)
o H H H T zg
rt: C—N :N._,:I:_.ﬂ:
HO H
CH H tH. QH
CH O\\ l? H O\\ 'I' ,H |i:H.
EH LGN c—C—N_ 1
NH = CH, = HO | H Tt
| H CH
G SH o
H,N  MH NHQ
Prolina (P) Tirosina (Y) Valina (V)
H H
o, A G‘c c N'H 0, ﬁ' M
C—C—N Ho' H C—C—N
. / v _H CH, P N
HOH-¢c ¢~ HO" L, H
H S H Pt ¥
H e HJC CH:s
OH

Em seguida, foi possivel estabelecer para cada aminoacido a quantidade

de aminas disponiveis para interagir eletrostaticamente com o PO,% proveniente
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do DNA, sendo estes apresentados na Tabela 19, considerando as cargas das

cadeias laterais das lisinas e das argininas.

Tabela 19: Quantidade de aminas disponiveis para interacao eletrostatica com PO,°.

Aminoacido Aminas disponiveis para interagao eletrostatica com PO,*
Arginina (R) 1
Cisteina (C) 0
Glicina (G) 0
Lisina (K) 1
Prolina (P) 0
Tirosina (Y) 0
Valina (V) 0

Considerando-se a sequéncia de aminoacidos do peptideo e lembrando
que o terminal amina desta molécula foi acetilado, pode-se estabelecer a carga
liqguida de aminas disponiveis por molécula de peptideo, conforme apresentado na
Tabela 20:

Tabela 20: Estabelecimento da carga liquida de aminas disponiveis para interacao
eletrostatica com PO,

Aminoécido K C¢C R G KV P G K Y G K G P KKK R K V C

Cargaliquida 1t o0 1+ o0 1 0 O O 1 o0 o0 1 o0 O 1t 1 1 1 1 0 O

Carga Total 10

Desta forma, torna-se possivel estabelecer uma relagdo estequiométrica
entre moles/massa de peptideo e moles de cargas positivas que interagem com o
DNA, possibilitando que véarias complexagdes envolvendo DNA e peptideo tenham
sido realizadas em varias proporcoes (razbes molares). Cada proporcao significa
uma razao diferente, conforme apresentado na Equacao 31.

razdo molar NH! | POY = moles de c arg as positivas proveniente do peptideo
moles de PO, proveniente do DNA

Equacao 28
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ANEXO VIll: Determinacdao do tempo de eletroforese para o

complexo binario DNA-peptideo

Foi possivel identificar que o tempo de eletroforese influencia na
dissociacdo deste complexo. Eletroforeses realizadas em 40 minutos permitem
uma identificagdo da condicdo em que este complexo se encontra, sem que 0
efeito eletroforético influencie. Se o tempo de eletroforese é elevado para cerca de
2 horas, pode-se verificar que 0 DNA passa a ser liberado gradativamente para o
gel, onde identifica-se que o complexo DNA/peptideo estd sendo desfeito. Este
comportamento pode ser visualizado na Figura 63 A e B.

Figura 63: Eletroforese em gel de agarose 0,75% do complexo DNA-peptideo (com
seqiiéncia de aminoacidos com sinal direcionador para nucleo celular) em solucao salina
0,9% em duas proporcoes molares de cargas positivas do peptideo e PO,* do DNA.
Eletroforese apds A) 40 minutos e B) 2 horas de corrida. Para ambas as Figuras 4 A e B, as
linhas representam: 1) DNA (pVAXhsp65); Razao molar NH4+/PO43' 2)1; 3) 10.

Desta forma, o tempo de eletroforese escolhido para as analises
eletroforéticas foi de 40 minutos, pois evita-se que a dissociagdo dos complexos

DNA/peptideo pelo efeito eletroforético.
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ANEXO IX: Determinacao da temperatura de evaporacao do etanol

A expressao que estima a pressao de vapor para uma dada temperatura é
dada por Perry, 1997, conforme a Equacao 29.

Equacao 29

vap

P :exp{Cl +(%j+C3 -InT +C, 'Tcﬁ}

onde,

Pvap: Presséo de vapor, Pascal (Pa)
T: Temperatura , K

C1: 74,475

Co: -7164,3

Cs: -7,327

C4: 3,1340 x 10°®

Cs: 2

Para o caso de se determinar a temperatura de evaporacdo para uma
determinada presséo, € possivel rearranjar a Equagao 29 e obter uma equagéao
nao linear , apresentada na Equacao 30:

Equacao 30

vap

Cl+(%j+C3-lnT+C4-TC5 =In(P,))

Onde os parametros Pyap, T, Ci sd0 0os mesmos da Equagéo 30.

Desta forma, para o vacuo de 650 mmHg (Pressao absoluta de 110 mmHg ou
14665 Pa), a temperatura que promovera evaporagéo do etanol é 40°C.
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