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Resumo

O hepatocarcinoma (HCC) tem origem nas principdlislas do figado, os hepatécitos,
sendo por isso considerado o cancro primario degjéo. O hepatocarcinoma € o
terceiro tipo de cancro que causa maior mortalidadével mundial. Actualmente, as
opcOes primarias de tratamento do HCC consistemecessao cirurgica do tumor, no
transplante de figado e na quimioterapia, apresdatgualquer uma destas opcdes de
tratamento multiplas limitagbes. Assim sendo, exigtna necessidade urgente de
desenvolvimento de novas estratégias antitumodaisccionadas para o HCC, que
apresentem uma elevada eficiéncia.

A terapia génica tem contribuido significativaneergara o desenvolvimento de
estratégias antitumorais promissoras. Contudoaaplicacdo clinica ainda se encontra
bastante limitada, nomeadamente devido a redufici@éreia de entrega de material
genético as células alvo. Assim, a aplicacdo dapigrgénica esta dependente, em
grande parte, do desenvolvimento de sistemas degantle material genético mais
eficientes. O HCC €& caracterizado pela sobreexjoessio receptor das
asialoglicoproteinas (ASGP), que é expresso exelosnte no figado. A asialofetuina
€ um dos ligandos reconhecidos especificamenteeptar receptor. Deste modo, a
utilizacdo deste ligando em sistemas de transplert@aterial genético podera permitir
uma entrega eficiente e direccionada dos aciddeicas no HCC.

O principal objectivo deste trabalho consistiu enset@olver um novo sistema de
transporte e entrega de material genético, espeqgdfira células de hepatocarcinoma,
baseado em lipossomas catidénicos, compostos porPEPQ-palmitoil-2-oleoil-sn-
glicero-3-etilfosfocolina) e Colesterol, e em asfatuina. Os resultados obtidos, nos
estudos de transfeccdo realizados na linha celdéarhepatocarcinoma HepG2,
mostraram que a associa¢do de asialofetuina agddims promove uma potenciacao
significativa da sua actividade biol6gica, nomeagiat® para a formulacdo composta
por EPOPC:Colesterol/ADN, na razdo de carga (+H), Zontendo 10y de
asialofetuinglg de ADN e para a formulacdo preparada com EPOR€&sEml/ADN,

na razao de carga (+/-) 4/1, contendp@de asialofetuinp de ADN. Este aumento
substancial da actividade biologica dos lipoplexogjuzido pela associacdo de
asialofetuina, foi verificado ndo apenas pelo aumeatd expressdo do transgene

(quantificacdo da expressédo da luciferase) maséamelo aumento da percentagem
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de células transfectadas (quantificacdo das cétplasexpressavam a proteina verde
fluorescente). Os resultados obtidos mostraram tam@yge a actividade bioldgica

registada com os complexos preparados com asigitidetem células HepG2, foi

superior a verificada com formulagdes que apresmmtaem diversos estudos, elevada
actividade biolégica em varios tipos de linhas @ekd. O ensaio de proteccdo de
material genético mostrou que a presenca de asfiaiod nos lipoplexos resulta num
menor acesso do brometo de etideo ao ADN dos caogleonstituindo um indicio da

sua maior proteccdo. Na presenca de galactose;aqpete com a asialofetuina pela
ligacdo ao receptor ASGP, verificou-se uma dimidaigignificativa da actividade

bioldgica dos lipoplexos preparados com asialofi@uindo tendo sido, no entanto,
observada uma reducéo da capacidade de transfpacdcas outras formulagdes de
complexos. Os resultados registados nos estudoBgalgho e associacdo celular
demonstraram que a presenca de asialofetuina induzaumento da ligacdo e da
internalizacdo dos lipoplexos nas células HepGAdseesse aumento parcialmente
inibido pela presenca de galactose. Os resultabdos neste trabalho demonstram
que estes lipoplexos, preparados com lipossomaénicats de EPOPC:Colesterol e
asialofetuina, constituem um novo sistema de ti@msEe entrega de material genético
gue podera ser de grande importancia para o ddsaneato de novas estratégias

antitumorais contra o HCC.
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Abstract

Hepatocellular carcinoma (HCC) is originated in thain liver cells, the hepatocytes,
being considered the primary cancer of this orgflepatocellular carcinoma is the third
largest cause of cancer mortality worldwide. Cutggntthe primary HCC treatment
options consist in tumor surgical recession, lis@nsplantation and chemotherapy.
However, all these treatment options present maltimitations. Therefore, there is an
urgent need to develop new antitumor strategiegeting HCC and presenting high
efficiency.

In the last years, gene therapy has significantdgtributed to the development of
promising antitumor strategies. However, its clhiapplication is still limited, mainly
due to the reduced efficiency of genetic materiivery into target cells. Therefore,
the application of gene therapy is largely depenaenthe development of efficient
gene delivery systems. On the other hand, HCC isactexized by the overexpression
of the asialoglycoprotein receptor (ASGP-R), whishexclusively expressed in the
liver. Asialofetuin is a ligand that specificallynis to this receptor. Regarding this, the
use of this ligand in gene delivery systems magvalhn efficient and targeted release
of nucleic acids in the HCC.

The main goal of this work consisted in the develept of a new gene delivery system,
specific for hepatocellular carcinoma cells, basadcationic liposomes, composed by
1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-ethylphosphocimai (EPOPC) and cholesterol, and
asialofetuin. The results obtained in transfecttudies, performed in the hepatocellular
carcinoma cell line HepG2, showed that the asdoaiaif asialofetuin to lipoplexes
promotes a significant increase in their biologicattivity, this being particularly
evident for the lipoplex formulations EPOPC:Chatest/DNA, at the 2/1 (+/-) charge
ratio, containing 10g of asialofetuina/g DNA, and EPOPC:Cholesterol/DNA, at the
4/1 (+/-) charge ratio, containing 29 of asialofetuinalg DNA. This substantial
enhancement in the biological activity of the lipop#s, induced by the association of
asialofetuin, was observed not only by the incredse¢he transgene expression
(luciferase expression quantification) but also otigh the enhancement of the
percentage of transfected cells (quantificatiorcelis expressing the green fluorescent
protein). The results also showed that, in Hep@i8,cthe biological activity of these

complexes prepared with asialofetuin was highern tithat obtained with other
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formulations known for presenting high biologicattigity in different cell lines.

Regarding the assay on the protection of genetitemad it was observed that the
association of asialofetuin to lipoplexes resuitailower access of ethidium bromide to
DNA of the complexes, providing an evidence ofhigher protection. In the presence
of galactose, which competes with the asialofetoiinthe binding to the ASGP

receptor, it was observed a significant decreas¢hen biological activity of the

lipoplexes containing asialofetuin. This reductioras not observed for the other
complexes formulations. The results obtained inbiheing and cell association studies
showed that the presence of asialofetuina indut@scaease in the binding and
internalisation of the lipoplexes in HepG2 cellsstincrease being partially inhibited
by the presence of galactose. The results obtainedhis study show that these
lipolexes, prepared with EPOPC:Cholesterol catiofippsomes and asialofetuin,
constitute anew gene delivery system that may lbegreat importance for the

development of novel antitumor strategies agairfGCH



Abreviaturas

AAV
AAV2
AAVS8
ADN
ARN
ASF
ASGP
ASGPs
ASGP-R
ASH
ASOR
ATP
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DOPE
DOTAP
DTT
EDTA
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FBS
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virus adeno-associados
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acido desoxirribonucleico

acido ribonucleico

asialofetuina

asialoglicoproteina
asialoglicoproteinas

receptore asialoglicoproteina
albumina do soro humano
asialo-orosmucoide

adenosina trifosfato

meio de cultura “Dulbecco’s Modified Eagle's Mediutigh
Glucose” para linhas celulares

dioleoilfosfatidiletanolamina
dioleoilpropanoato de trimetilaménio
ditiotreitol

acido etilenodiamino tetracético
1-palmitoil-2-oleoil glicero-3-etilfosfocolina
brometo de etidio

soro fetal de bovino

proteina verde fluorescente

subunidade 1 do receptor asialoglicoproteina
subunidade 2 do receptor asialoglicoproteina

tampéo salino com HEPES



HCC
HelLa
HEPES
HepG2
IgA
MLV
NLS

OPTIMEM

PBS
pCMVgfg
pCMVluc

PEI

Rodamina-PE

SuUvV

hepatocarcinoma

linha celular humana de um carcinoma do colo uterino
acido N-(2-etano-sulfonico) N”-(2-hidroxietil) pizeina
linha celular humana de um hepatocarcinoma
imunoglobulina A

lipossomas multilamelares

sinal de localizac&o nuclear

meio de cultura “Reduced Serum Médium powder from
Invitrogen” para formacao dos complexos com a éptEmina

tamp&o salino com fosfato

plasmideo contendo o gene que codifica a GFP
plasmideo contendo o gene que codifica a luciferase
poli(etilenimina)

rodamina-fosfatidiletanolanina

lipossomas pequenos unilamelares
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Introducéo

O hepatocarcinoma (HCC) é o cancro primario dodfigaou seja, derivado das
principais células do figado, os hepatodcitos. O H@&Senvolvesse quando ha uma
mutacdo na maquinaria celular dos hepatécitosedeya a que estes se multipliguem a
uma taxa mais elevada do que o normal e ou rasaltecapacidade de apoptose. Trata-
se de um tumor altamente maligno, que dobra o cleune, em média, a cada 180 dias.
O hepatocarcinoma € o quinto tipo de cancro marsuoo em todo o mundo e o terceiro

cancro que causa maior mortalidade a nivel mundial.

1.1 Incidéncia global do HCC

A incidéncia deste tipo de cancro nao se distrilmifiormemente em todo o globo. A
maioria dos casos de hepatocacinoma, mais de 808freona Africa ou na Asia
Oriental. A China é o pais mais afectado pelo HE@p dos casos a nivel mundial
provéem deste pais. Apresenta uma taxa de incal@ntihomens de 35,2 / 100 000 e
em mulheres de 13,3 / 100 000. O Senegal, a Gaémhi&oreia do Sul sdo também

paises onde as taxas de incidéncia do HCC sadekeva

N

Figura 1 Variacao global da taxa de mortalidade do HCC. aas$ sdo referidas por 100 000 pessoas.
Adaptado de El-Serag HB [2]



O norte e sul da América, a Europa do Norte e aAQlaesdo areas que apresentam
taxas de incidéncia de HCC baixas, inferiores ass@as por 100 000 habitantes. Paises
como a Australia, o Canada e a Colémbia apreseasaiaixas de incidéncia mais baixas
de HCC. Nos paises do sul da Europa, como Portligphnha e Itdlia a taxa média de
incidéncia varia de 5 a 20 pessoas por 100 00Q@amabs [1].

As taxas de incidéncia do hepatocarcinoma tambémmanuito entre as diferentes
populacdes que vivem na mesma regido. Por exempl8iegapura entre os anos de
1993 e 1997 os homens de etnia chinesa tinha texascidéncia de 21,21 / 100 000
enquanto os de etnia indiana apresentavam taxaxidéncia de 7,86 / 100 000 [1].
Outro exemplo € o dos Estados Unidos, onde paes tasl idades e em ambos 0s sexos,
as taxas de HCC séo duas vezes maiores para bsoasitb que para os brancos latinos
e nao latinos, por sua vez, nestes a taxa de HAA® vezes maior do que em afro-
americanos. A razao para esta variabilidade étteva-se provavelmente a diferencas
na prevaléncia e aquisi¢cao, ao longo do tempoad®res de risco importantes para o

surgimento do hepatocarcinoma [2].

] Outros (sobretudo asigticos)

- B Crancos (latinos e ndo-latinos)

5 8 [0 Megros 8
o w
85 7]
o 0 &
= 6
Wl @
T o 5
0O
Lo 4
@ o |
w o 3 2.5 2.5
o o
x — 2
[ 1.1
— 1 4l

T76-78 79-81 B2-84 85-87 B88-90 91-93 94-96 97-99 00-02 )

Idacde

Figura 2 Grafico demonstrativo da variacdo da incidéncidd@ relativamente a etnia em varias fachas
etarias nos Estados Unidos. Adaptado de El-SeraffHB

Verifica-se que em quase todas as populacdes,mmagculino € mais afectado pelo
hepatocarcinoma que o sexo feminino, sendo a rdedaocidéncia homem/mulher de

HCC de 2/1 a 4/1. Actualmente, a maior discrepanesia relacdo (> 4/1) é encontrada
nas populacdes europeias. Tém sido apontadas vadéss para esta diferenca de

incidéncia do HCC, relativamente ao sexo do indisidJma das razdes, é o facto de os



homens serem mais susceptiveis de estarem infeatados virus da hepatite B e
hepatite C. Além disso, os homens consomem mai®laliimam mais e tém maiores
reservas de ferro. No entanto, estudos apoiamd@dsi de que os factores endoégenos
como o indice de massa corporal e niveis mais @étsvde testosterona podem também
influenciar o risco de incidéncia de HCC [3].

A distribuicdo da incidéncia do hepatocarcinomaiavde regiao para regido, consoante
o sexo do individuo e também segundo a sua etaia,gém destes factores a idade é
também uma condicdo que causa variacao da incadédocHCC. Em todas as areas ha
um aumento da taxa de incidéncia do HCC com o aumunidade, para além disso, na
maior parte das regides a faixa etaria onde oapieo de incidéncia do HCC para os
homens corresponde aos 60-70 anos, em quanto guruliaeres ocorre entre os 65-75

anos [2].

1.2 Factores de risco

O HCC ocorre principalmente em individuos que téengas hepaticas cronicas ou
cirroses, cerca de 70 a 90% dos casos detectadospdéocarcinoma tem origem em

pacientes que tinham estes antecedentes clinicos.
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Figura 3 Gréfico que relaciona a presenca de cirrose camidéncia do HCC. Adaptado de Fehér J [43]

As principais causas da cirrose em pacientes catbearcinoma incluem a hepatite B
e C, assim como doencas hepaticas causadas pestdiogle alcool [2].

Globalmente o virus da hepatite B é a causa meaguénte da ocorréncia do HCC.
Embora 70 a 90% dos casos de HCC se desenvolva@anfes com cirrose, o virus da



hepatite B é uma das causas conhecidas que lewesamvolvimento do HCC na
auséncia de cirrose.Para estes portadores crodicasrus da hepatite B, o risco de
desenvolver hepatocarcinoma é 5 a 15 vezes supgenioelacdo a populacdo em geral.
A infeccdo cronica pelo virus da hepatite C é tamlgn importante factor de risco
para desenvolvimento de hepatocarcinoma, aumes#a oisco de incidéncia cerca de
17 vezes em comparacdo com os individuos ndo aufest[4]. O aumento do risco de
contrair HCC provocado pelo virus da hepatite (ieele ao facto de este promover
fibrose e eventualmente cirrose.

O consumo de &lcool, definida como a ingestédo de dea50 a 70g por dia, durante um
periodo prolongado de tempo leva ao aumento do i incidéncia do HCC. A
ingestdo de grandes quantidades de alcool estéemente associada ao
desenvolvimento de cirrose. Existem poucas evid8nque o alcool tem um efeito
cancerigeno directo, no entanto, o consumo di&iondis de 60g de alcool por dia,
aumenta de forma linear o risco de incidéncia d&CHiZ].

A exposicdo a determinado tipo de substancias camraffatoxina leva também a um
aumento da incidéncia do hepatocarcinoma [5].

A obesidade contribui fortemente para o aumentcad#@idade necro-inflamatéria
grave e também para um agravamento da fibrose gaddj bem como o
desenvolvimento de resisténcia a insulina [6]. ®déstma a obesidade pode também
conduzir a um aumento do risco de desenvolver beaatinoma.

Por outro lado o tabagismo bem como o uso de amyitizos orais sdo factores que
também tendem a aumentar o risco de incidénciagatbcarcinoma [2;7].

A dieta parece exercer um papel importante quea pamentar, quer para diminuir o
risco de incidéncia do hepatocarcinoma. Uma dietem anti-oxidantes mostrou ter
um efeito inibitério no desenvolvimento de cancdes figado em animais [8]. Da
mesma forma estudos tém relatado que beber ca& uma reducdo do risco do
aumento das enzimas hepaticas bem como na dimingigarisco de desenvolver
cirrose assim como a reducéo dos niveis de insalida risco de desenvolver diabetes

tipo Il. Sendo portanto um factor que diminui o eleslvimento do hepatocarcinoma

2].



1.3 Tratamento actual de HCC

Um dos motivos para o hepatocarcinoma ser o tertipo de cancro que causa maior
mortalidade a nivel mundial, deve-se ao facto demador parte dos pacientes, 0
hepatocarcinoma ser detectado numa fase de met@st@se resulta na limitacdo das
opcOes de tratamento. Actualmente as opcOes pasate tratamento do HCC
consistem na recessao cirurgica do tumor e nopiame de figado. No entanto, a
recessao cirurgica é limitada pelo tamanho do tupea presenca de multiplas lesbes e
da disfuncéo do figado no caso de pacientes dositiAlternativamente, o transplante
de figado € limitado pela escassez de enxertos atbrefs para o paciente [9;10]. Por
outro lado, a quimioterapia, que também € comumenetilizada, € ineficaz na maior
parte dos pacientes, devido a existéncia de um@pparde mecanismos de resisténcia
as drogas e aos seus efeitos secundarios. Desta, férfundamental desenvolver uma
nova estratégia terapéutica, para combater o hegaiooma, que seja eficiente e que
apresente efeitos secundarios reduzidos. A teggrieca tem vindo a contribuir para o
desenvolvimento de algumas estratégias antitum@raisiissoras. No entanto a sua
aplicacédo clinica ainda se encontra bastante lii@jtprincipalmente devido a eficiéncia

reduzida de entrega de material genético as caiuvas

1.4 Hepatdcitos — caracterizacao e organizacao

O figado possui uma vasta gama de caracteristioastagnam este 6rgdo bastante
atraente para a terapia genica. O facto das cékmaeteliais sinusoidais serem
fenestradas, permite a difusdo livre de uma enoranedade de substancias entre o
espaco de Disse e as sinusdides. O didmetro destriasn € cerca de 100nm, o que
apenas permite que moléculas de tamanho inferiatrasessem facilmente [11Qs
hepatocitos sdo células poliédricas, com um diamgte varia entre os 20-30um e
contém um ou dois nucleos esféricos com um ourdaiolos cada. Cerca de 80% do
tecido hepatico é constituido por hepatocitos. Qesfmtdcito possui a sua superficie
em contacto com a parede do capilar sinuséidevéstrdo espaco de Disse, e com a

superficie de outro hepatécito. O encontro de dehgas hepaticas delimita um espaco



conhecido como o canaliculo biliar. Estes formarprieneira por¢do do sistema de
ductos biliares, sendo apenas delimitado pela meamalplasmética de dois hepatocitos.
Os hepatdcitos agrupam-se em placas que se anastonemtre si formando unidades
morfolégicas chamadas I6bulos hepaticos. Os |6hudpsticos sdo assim subunidades
irregulares hexagonais formadas por laminas fesestrde hepatocitos que se dispdes
de uma forma radiada em torno de uma veia cequal se localiza no centro do I6bulo
[12]. Os hepatdcitos sédo considerados, as células maéteis do organismo, possuem
funcbes endolcrinas e exoécrinas, também acumulastoxdicam e transportam
diferentes substancias. Além disso, produzem pratefdo sé para se manterem mas

também para exportagdo como a albumina e a protnambi
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Figura 4 Esquema representativo da organizacao dos hepetécit

1.5 Receptor asialoglicoproteina

Uma outra caracteristica atractiva para a terapracgéé o facto de no figado ser
expresso o receptor asialoglicoproteina (ASGP-Bie Eeceptor é uma proteina integral
da membrana que é especificamente e abundantereeptesso na superficie dos
hepatécitos [13]. Este receptor foi inicialmentesabderto por Ashwell e Morell e os



seus colaboradores quando estudavam o metabolisngliabproteinas do soro em
mamiferos. Neste estudo verificou-se que o tempaideilacdo de proteinas que
continham oligossacarideos ligados era drasticameauzido quando os residuos de
acido sialico terminais eram removidos através de m@todo enzimatico. As
asialoglicoproteinas (ASGPs) acumulavam-se e ergradadas no interior das células
parenquimatosas do figado. Verificou-se que existis chamados receptores ASGP
que reconheciam especificamente as asialoglicapaesteque tinham residuos de
galactose e Nacetilgalactosamina (monossacaridevade da galactose) nos seus
terminais. Este receptor € um membro da familialeletinas tipo C, define-se assim
por exigir a presenca de calcio para a ligagddgémdlo e por conter pontes dissulfeto
no dominio do reconhecimento de carboidratos [Eth hepatécitos normais o0s
receptores ASGP distribuem-se de uma forma pobiizZmcalizam-se essencialmente
na zona basolateral dos hepatécitos, sendo escaasasna apical. No caso dos
hepatocarcinomas hé perda da distribuicdo polaizidreceptor, distribuindo-se por
toda a membrana do hepatdcito. Alem desta perdaothizacdo, surge ainda, o
aparecimento em enorme quantidade deste receptaitolasma dos hepatocitos
cancerigenos [15]. O receptor é assim sobreexpersshepatocitos cancerigenos. O
receptor ASGP é um complexo hetero-oligomérico astgp por dois tipos de
subunidades homodlogas (H1 e H2). As duas subursdé&de 55% de igualdade, cada
subunidade é constituida por quatro dominios, uminio N-terminal citoplasmatico,
um dominio transmembranar, um segmento extracel@arum dominio de
reconhecimento de carboidratos, sendo este Ultsponsavel pela ligagdo ao ligando
[16;17].
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Figura 5 A) Representacao esquematica de uma subunidafi8@pB-R. B) Esquema de um complexo
hetero-oligomérico de 2 subunidades H1 e uma Hi2amdo minimo para obter um ASGP-R activo.

A subunidade H1 tem apenas uma isoforma, enquamrtgpaa H2 foram isoladas, de
figado humano e de células HepG2, trés varianteniis, H2a, H2b e H2c. A
isoforma H2a ndo aparece em receptores nativoscdfitnaste, tanto a associacao de
H1 com H2b ou H2c sdo encontradas em receptore®hais. A presenca de ambas as
subunidades H1 e H2b ou H2c € uma condicdo préaia pue O receptor de
asialoglicoproteinas tenha todas as funcionalidadesentanto, ambas as subunidades
H2b e a H2c n&o se encontram no mesmo receptor fl&stequiometria para o
tamanho minimo de um receptor activo consiste ems ddubunidades H1 e uma
subunidade H2. Nestas condi¢cdes o receptor exibeafihidade de ligacdo para o
ligando [19].

1.5.1 Ligandos / Propriedades da ligacéo ao receptASGP

Os receptores asialoglicoproteina ligam especifea#m residuos de galactose e
Nacetilgalactosamina que existem nos terminais ld®pgoteinas sem residuos de
acido sialico. Varios estudos tém demonstrado gaénadade da ligagcdo é altamente
dependente do numero de galactoses ou Nacetilgsdawina, da sua distancia e do

arranjo tridimensional dos acucares [11; 13].
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Figura 6 Estrutura de dois monossacarideos que ligam aoptrcASGP. A) D-galactose B)
Nacetilgalactosamina.

Moléculas com um Uunico residuo de galactose exibema afinidade baixa para o
receptor, estes tem uma constante de dissociacaéeddm 1G M, no caso de serem
dois residuos a constante de dissociacéo é da atfi@rvl, se forem trés residuos a
constante de dissociacdo passa a ser da ordenx H®$M, por dltimo de forem quatro
residuos de galactose a constante de dissociat@iorélem dos IDM [13]. Posto isto,

a ligacao de alta afinidade € conseguida atravésutigplas interaccdes entre o local de
reconhecimento dos hidratos de carbono do recepims residuos de acucar. Além
disso, 0 espacamento entre 0s acucares tem se adwsimportante para o
reconhecimento destes pelo receptor. Sabe-se gunelaa oxidacdo dos residuos de
galactose inibe o reconhecimento destes pelo mc&@3GP [20]. Este receptor é
importante para a depuragdo das glicoproteinaseai, gnas € também importante na
absorcao da imunoglobulina A que € endocitada grateitos. A IgA tem residuos de
galactose e de N-acetilgalactosamina na regido ataadica. Estes residuos sao
reconhecidos pelo receptor ASGP o que leva a etndectla IgA pelos hepatécitos. Os
dois ligandos mais comummente utilizados e melhemaaterizados sdo o asialo-
orosmucoide (ASOR) e a asialofetuina (ASF). TantsS®R como a asialofetuina séo

duas glicoproteinas [21].
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1.5.2 Asialofetuina

A asialofetuina é conhecida como um excelente ligaselectivamente reconhecido
pelo ASGP-R, trata-se de uma glicoproteina quesdela fetuina.

4 a2-3 B1-4
- \
>
N Legenda

Fetuina

ai-3 p1-4 f1-4 Ql-s 4 NANA — Acido N-acetilneuraminico
4 J/ B1-4 B1-4
O W —

_ Gal - Galactose

¢ a2-3 B1-4 I B1-2 Am i GleNac ~ K-acetilglucosamina
~ ' Man - rmanose
Asn - asparagina
.
p1-4 Bl-2
vy . -
YL-G Asialofetuina

= B1-4 p1-4 .
@l —

)
1-4
{ ” /BL-E

>

Figura 7 Esquema representativo da estrutura e composicBuiliaa e da asialofetuina.

A fetuina representa um grupo de proteina prodszigafigado e que sdo secretadas
para a corrente sanguinea. Pertencem ao grupaatagnps transportadoras, no qual o
representante mais conhecido é a albumina. A fetéia proteina mais abundante no
sangue fetal, em quanto que no sangue dos adudtatbémina. A asialofetuina é entdo
uma glicoproteina de 48kD com carga negativa qusyidees antenas formadas por
hidratos de carbono que se ligam a uma asparagineadeia de aminoacidos. As
cadeias de hidratos de carbono tém no seu segntemtonal residuos de N-
acetilgalactosamina [22]. A constante de dissooiad# asialofetuina para o receptor
ASGP é cerca de 200 vezes menor do que para giteopas com duas antenas de
cadeias de hidratos de carbono. Para além diséasgal asialofetuina tem dois ou mais
glicanos que se ligam as subunidades hetero-oligeasedo receptor ASGP facilitando
a sua internalizacao [23].
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1.6 Terapia génica

A terapia génica no seu termo mais amplo, consistératamento de doengas ou na
correcgcao de qualquer disfungéo do organismo péladucdo de genes funcionais que
substituam ou complementem aqueles que se enconeéiiuosos. Actualmente, o
conceito de terapia génica foi ampliado e incliratamento de doencas infecciosas e
do cancro. A terapia génica € hoje em dia a esparda tratamento para um grande
namero de doencas que até agora eram consideradasivieis por métodos
convencionais, que vao das hereditarias e degerseyats diversas formas de cancro e
doencas infecciosas [24]. A terapia génica podeisetida em dois ramos, somatico e
germinal, dependendo do tipo de células ou te@tlasa que se destina. A abordagem
germinal tem como alvos os tecidos ou as célulasnigais, em quanto que a
abordagem somatica foca-se no corpo, ou seja, morEgir um fendtipo doente
mediante o tratamento de algumas células somatoasndividuo afectado. Este
processo € similar ao transplante de um érgéaoejai) gode curar o individuo em causa
mas 0 mecanismo responsavel pela cura ndo é titisiidescendéncia como no caso
da terapia génica germinal. Além disso, muitas y&z@ossivel reverter os efeitos da
terapia génica somatica através de cirurgia ouartrabto com radioterapia ou
quimioterapia. Em quanto que na terapia génica igatmsso nao é possivel, a terapia
génica germinal possui um efeito sistémico e im&vel, pelo que qualquer erro pode
afectar o desenvolvimento, a diferenciacao celalamescimento e muitos aspectos do
comportamento e fisiologia do paciente. Deste mtmltas as terapias genéticas
realizadas até agora em humanos foram dirigidadudas somaticas, em quanto que a

engenharia de células germinativas continua altaeremttroversa.

1.7 Métodos em terapia genica

Em terapia genica, o tratamento de uma determirdaEnca € realizada pela
transferéncia de material genético para as céhlas Existem dois tipos diferentes de
material genético, o ADN &cido desoxirribonucleieoo ARN &cido ribonucleico.

Devido as caracteristicas do material genéticoaatnsferéncia para as células alvo
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necessita do auxilio de um vector. O material gemgtossui carga negativa o que
dificulta ndo s6 a sua interaccdo com a membrahdaceomo a propria passagem
atraveés desta para que ocorra a sua entrada &, @&lta alem disto o material genético
€ ainda muito vulneravel a degradacdo por nucled®es estes motivos se torna
necessario a utilizacdo de um vector que permivasdduma melhor internalizagdo do
material genético pela célula como assegure aqu@tedeste das nucleases. Existem
assim uma grande variedade de métodos utilizaddsramia genica de forma a obter a
melhor eficiéncia de entrega de material genéticoéulas alvo. A escolha do método
depende, principalmente, da natureza do tecido elda estratégia que se pretende
utilizar. Hoje em dia os vectores virais sdo ossmailizados seguidos dos lipossomas.
Os métodos utilizados pela terapia génica podendigelidos em trés grandes grupos,
meétodos fisicos, bioldgicos e quimicos. No casordéwdos fisicos usados na terapia
genica destaca-se o bombardeamento de particutsisy@njeccéo e a electroporacéo.
Este tipo de métodos é normalmente usado em csiltiedecidos, caracteriza-se pela
utilizacdo do material genético “nu”. O bombardeatoale particulas € o método fisico
mais usado, utilizam-se microparticulas de ourcesddas de ADN. Este método é
bastante utilizado para fazer transfec¢cbes ao meemusculo e da pele, embora
provoque uma lesdo celular e a expressao sejaané$25]. A microinjec¢ao consiste
na injeccao directa do ADN na célula. Esta téecdicamummente utilizada nos ensaios
laboratoriais de terapia genica germinal. No casoelftroporacdo, utilizam-se
impulsos eléctricos para permeabilizar a membrehdar de forma a permitir a entrada
do material genético [26].

Os virus, apos sofrerem modificagbes no seu gen@o@dem ser convertidos em
vectores de transporte de genes para células hemBaga que isto seja possivel &
necessario remover os genes do virus causadomizedga e de seguida introduzir os
genes que produzam o efeito que se pretende. huojdiz é utilizada uma enorme
variedade de virus como métodos bioldgicos na teiggmica, sendo 0os mais utilizados
0s adenovirus, 0s retrovirus, o virus adeno-asso@ao virus Herpes Simplex [25]. O
adenovirus apresenta o material genético sob aafod®m dupla-hélice, causam
normalmente infec¢Bes respiratorias, intestinasidares. Quando ha infecgédo o virus
deposita 0 material genético dentro da célula, estsnéo € incorporado no genoma da
célula hospedeira. No caso dos retrovirus, 0 seterrabgenético esta na forma de
ARN. Quando este tipo de virus infecta uma célolspkdeira, para alem de introduzir

0 seu ARN, introduz também algumas enzimas naadluimaterial genético deste tipo
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de virus é incorporado nos cromossomas da célulseja, o material genético do virus
fica a fazer parte do material genético da célulapbdeira, diz-se que a célula
hospedeira esta modificada por conter um novo gEaso esta célula se divida
posteriormente a infeccdo, todas as suas descesdmriterdo os novos genes. O virus
adeno-associado é também um virus utilizado comtorvele transporte de genes em
terapia genica. Sao virus pequenos com o matesiadtigo de ADN cadeia simples,
sendo que o tipo selvagem deste virus podem irgnodumaterial genético num local
especifico no cromossoma 19, porém, o AAV recomti@)ague ndo contém quaisquer
genes virais, apenas 0s genes terapéuticos, n&egrenfazer a integracdo no genoma
do hospedeiro. No caso do virus Herpes simplexnévinus humano neurotropico. E
utilizado principalmente como vector de entregagdees para o sistema nervoso. O
virus na sua forma selvagem é capaz de infectadnies.

Existem ainda os métodos quimicos, estes apresaltammas vantagens em relacao
aos métodos biolégicos, nomeadamente a possibildiageoducido em larga escala e a
sua baixa imunogenicidade. Pretende-se que os nsétpdimicos facam a condensacao
do material genético de forma a protege-lo cont@c@io das nucleases. Para além
disso é necessario que estes métodos quimicos nienfaamacocinéticas e
biodistribuicbes adequadas. E necesséario ainda apgera um reconhecimento
especifico das células alvo e que exista uma ébad eficiente do material genético no
citoplasma. Por fim, o material genético tera agetefar a translocacao para o nacleo de
uma forma correcta para que ocorra a expressaaagdmetendida. Dos métodos
guimicos fazem parte, entre outros, 0s polimertiérieos e os lipossomas catidnicos.
Os lipossomas catidnicos e os polimeros catiort@wscarga superficial positiva e da
interaccdo com o ADN, que tem carga negativa, teeses chamados lipoplexos e
poliplexos, respectivamente. Os polimeros cati@ipodem ser divididos em dois
grupos, polimeros naturais e polimeros sintétisesgdo ambos caracterizados por uma
facil preparacéo e purificacdo. Os lipossomas cat$ sdo geralmente compostos por
lipidos carregados positivamente e por lipidos leugs com carga neutra. Os lipidos
auxiliares promovem a formacdo da bicamada lipjdmanferem fusogenicidade
adicional aos lipossomas e estabilidade aos lipopleOs lipidos catidnicos séo
normalmente compostos por um grupo com carga pasligado a uma ancora
hidrofobica. A presenca de uma carga positiva, pr@ra sua interaccéo do lipido com

ADN carregando negativamente o que leva a formagaoomplexos condensando o

15



ADN. Ambos os sistemas apresentam uma grande Vieiessd® quer quimica quer

estrutural e também uma elevada estabilidade.

1.7.1 Lipossomas catiénicos

A composicdo lipidica dos lipossomas cationicosid#e@ sua maior ou menor
actividade bioldgica, torna-se entéo fulcral a bscapropriada quer do lipido catiénico
quer do lipido auxiliar, para obter uma excelemtevaade bioldgica. Sabe-se que um
lipido catiébnico com um maior nimero de cargastp@s aumenta a capacidade deste
para condensar e proteger o ADN, no entanto um m@iemgrogressivo de cargas
positivas pode resultar em uma interac¢cao muitie foom o ADN que prejudica a sua
dissociacdo subsequentemente. Alem disto lipidti&nieos com numerosas cargas
positivas sdo mais propensos a formar micelas, gpqgde levar ao desenvolvimento de
complexos menos estaveis e mais toxicos [2i.geral a actividade da transfec¢do dos
lipidos cationicos diminui com o comprimento da ¢adeidrocarbonada e aumenta
com a saturacdo [27]. Trabalhos recentes tém tanus@monstrado que a escolha do
lipido auxiliar pode ditar a estrutura e a actidelados lipossomas catidnicos
complexados com o ADN.

Numerosos trabalhos tem sido dedicados a sintesgodes lipidos cationicos e a
seleccao de diferentes lipidos auxiliares com ceaihjo de melhorar a actividade
bioldgica dos lipoplexos. O 1,2-dioleoil-3-(trimlatnmonium)propano (DOTAP) € um
dos lipidos cationicos mais utilizados na produgde lipossomas cationicos.
Recentemente comecou a ser utilizado o 1-palnfitoileoil-sn-glicero-3-
etilfosfocolina (EPOPC) que evidenciou uma maictivadtade bioldgica comparado
com DOTAP [28]. O EPOPC, um derivado catidnico dsfdtidilcolina, € composto
apenas por metabolitos celulares normais ligadosligacdes éster, exibindo desta
forma uma baixa toxicidade e sendo, consequentemexiequado para aplicagbes
clinicas de terapia genica.

A dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE), € um dogidios auxiliares mais utilizados
para producdo de lipossomas cationicos, uma vezpqde facilitar a fusdo com a

membrana e/ou a desestabilizagdo da membrana dssend®, promovendo assim a
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libertacdo do material genético no interior da @l@ontudo, quando se pretende uma
aplicacao intravenosa, a substituicdo do DOPE ptasterol melhora de uma forma
significativa a capacidade de transfeccdo dos lpms. Isto deve-se ao facto do
colesterol promover uma maior estabilidade da bédharlipidica na presenca de soro
gue o DOPE, resultando em lipoplexos com maiowvigetile bioldgica [29]. Estudos
recentes demonstraram que lipossomas catiénicopasios por EPOPC e colesterol,
numa razdo molar (1:1), constituem um sistema desporte e entrega de genes
bastante eficiente. Os complexos preparados cas Bsbssomas resultaram em niveis
de transfeccdo muito superiores aos obtidos comlipeplexos preparados com
lipossomas compostos por DOTAP e colesterol, niapao molar (1:1) [28]. Por outro
lado, verificou-se que a actividade biologica dosmplexos, preparados com
lipossomas catidnicos compostos por EPOPC:Colésteea substancialmente
aumentada quando a estes era associada albumsmadbumano, tendo-se constatado
esse aumento mesmo na presenca de soro Ex¥s estudos evidenciam que a
utilizacao de lipossomas cationicos compostos P®EC:Colesterol numa razdo molar
(1:1) podera ser uma escolha favoravel, para caoirsegter actividades bioldgicas

consideraveis.

1.8 Interacc¢éo do lipoplexo com a célula

Apesar do amplo uso dos lipossomas cationicos pamatrega de genes quer in vitro
quer in vivo, 0s mecanismos pelos quais o ADN éegue as células ainda ndo estéao
totalmente esclarecidos. Sabe-se que a eficiércienttega dos genes mediada pelos
lipossomas cationicos depende fortemente das pdgaes fisico-quimicas dos
lipoplexos, nomeadamente o tamanho, a morfologtar@a superficial, a estabilidade e
a sua capacidade de proteccdo do ADN. Estas cdssices fisico-quimicas sao
determinadas por parametros como a natureza dmwdigationicos e auxiliares, a
estequiometria de lipido catidnico e ADN, a estratdo ADN, o modo de preparacéo
dos lipoplexos e a natureza do meio em que estgzreparados [30].

Véarios estudos tém demonstrado que os proteoghcawfatados ancorados a

membrana celular funcionam como receptores para lipgplexos carregados
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positivamente. Os proteoglicanos sdo proteinas aeeltilares ligadas a
glicosaminoglicanos que sdo estruturas que possuandos acucares aminados e
normalmente sulfatados. Os proteoglicanos possuesnelewada carga negativa. Sabe-
se que eles estdo envolvidos em uma garnde vadeedia processos celulares, que
desempenham um papel importante na ligagédo e ifiExg@o de muitos virus nas
células. Estudos envolvendo abordagens que levamdacdo dos proteoglicanos
fornecem evidéncias de que os proteoglicanos desdmm um papel na ligacdo dos
lipoplexos. Pensa-se ainda que a ligacdo de pkdiaationicas aos proteoglicanos
presentes na superficie celular é necesséaria paraaprra a sua internalizacao [30]. Na
maioria das vezes, para potenciar a internalizag@olipoplexos sao lhes associados
peptideos, proteinas ou anticorpos direccionadaoa peceptores que promovem a
endocitose dos lipoplexos e consequentemente ordorda sua actividade biologica.
Varios estudos tém demonstrado que a associacdibwaina ao lipoplexos parece ser
uma estratégia promissora, uma vez que ha um aardargxpressao do transgene. Este
aumento da expressao do transgene tem ocorrido difer@ntes tipos de células,
mesmo na presenca de soro [29; 8Itha das causas apontadas para este aumento da
eficiéncia da transfeccéo é o facto de ocorrer ligagéo inespecifica da albumina dos
lipoplexos aos receptorres da superficie celulalogona aos receptores scavenger que

vao mediar a endocitose destes lipoplexos resutanctha melhoria da transfeccao.

1.8.1 Mecanismos de internalizacdo dos lipoplexos

A endocitose foi reconhecida como sendo a principal de internalizacdo dos
lipoplexos [32]. Embora se tenha demonstrado gesdocitose é necessaria para a
transfeccéo eficiente dos lipoplexos, ndo é aindaiga qual das vias endociticas esta
envolvida. A endocitose pode ocorrer através derdos mecanismos, geralmente estéao
divididos em duas categorias principais sdo el@gacitose, que esta restrita a células
especializadas, e a pinocitose que ocorre em taslaglulas. A pinocitose engloba
macropinocitose, endocitose mediada por clatrindpe&tose mediada por caveolis e
endocitose independente de clatrina e caveolis.a®atho ou a dimensdo dos

lipoplexos sd&o um dos parametros criticos que aegua sua captacao celular [33]. Na
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auséncia de qualquer ligando, o tamanho da patisal si sé pode determinar o

percurso de internalizacdo e da subsequente traresfép intracelular. Sabe-se que as
particulas de tamanho inferior a 200nm entram pdioeitose mediada por clatrina e

chegam rapidamente ao lisossoma, em quanto queytastcom dimensdes superiores
a 200nm mas inferiores auh sao internalizadas preferencialmente por endseito

mediada por caveolis.

Pinacitose

Macropinocitose

(>1um) Frinritnsea Endocitose ~ Endocitose
Fagocitose ® 0 ® mediada por  mediada por indeperdente da
{dependente da particula) @ @ clatrina caveclina clatrina e cavealina
@ (~120 nm) I~ B0 nrm) [~ D0nmm)

) e
— B8 O 0

Figura 8 Esquema representativo das diferentes vias encsithdaptado de Simdes S. [30]

Pensa-se que a lenta cinética de internalizacdda néa confere uma maior
possibilidade de fuga do lipoplexo antes de alcandssossoma, diminuindo assim a
degradacéo lisossomal. Desta forma se pode explifanto de lipoplexos de tamanhas

maiores do que 200nm terem uma melhor eficiéncisamhsfeccéo [34].

1.8.2 Mecanismo de fuga do lipoplexo do endossoma.

A seguir a internalizacédo celular dos lipoplexasna-se de extrema importancia que
ocorra a sua libertacdo da via endocitica paraesitdegradacdo do ADN ao nivel do
lisossoma. O modelo mais aceite entre a comunidaigifica € o de que, muito
provavelmente, ocorre um filp — flop dos lipidoséamos do folheto citoplasmatico para
o folheto lumemal da membrana do endossoma, segemaointeraccdo dos lipidos
aniénicos do folheto lumemal da membrana do endassmm os lipidos catidnicos

dos lipoplexos. Esta interaccdo podera resultadesestabilizacdo da membrana do
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endossoma e na descondensacdo do material ged@sidipoplexos ocorrendo assim a
libertacdo do ADN para o citoplasma [30].

Lipidos neutros

Lipidos anidnicos

=g ==

Lipidos catidnicos
Dioleoilfosfatidiletancolamina

A0

Figura 9 Esquema representativo do flip-flop dos lipidosbaitos do folheto citoplasmatico para o
folheto lumenal da membrana do endossoma e litBartatp material genético da via enddcitica.
Adaptado de Simdes S. [30]

Para alem de existéncia deste filp — flop dos lipidoidénios do folheto citoplasmatico
para o folheto lumemal da membrana do endossomiasvestudos tem demonstrado
que a adicao de determinado tipo de moléculasipogléxos pode facilitar a fuga do
ADN da via endocitica. Varios estudos tem evidaedwique a albumina pode facilitar a
fuga do ADN da via endocitica, uma vez que a albantem sido descrita como sendo
capaz de sofrer uma mudanga conformacional com lbamea de pH, adquirindo
propriedades fusogénicas [35; 36].

1.8.3 Mecanismo de entrada do ADN para o nucleo

O ADN libertado no citoplasma tem que entrar ngle para ser transcrito, tendo
portanto que ultrapassar a membrana nuclear. Bmadielulares, onde ocorre uma

divisdo activa, o material genético exdgeno tindiga da ruptura da membrana nuclear,
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durante a mitose, para entrar no ndcleo de forsa &ranscrito. No entanto, o processo
de entrada de ADN no nucleo durante a ausénciaivdgda celular continua por
esclarecer. O mecanismo mais provavel parece sky gue ocorre uma associacao
inespecifica do ADN com proteinas ou peptideosoqueenham o sinal de localizagcéo
nuclear (NLS) ou entdo com o0s seus receptores Kaeywoa/p, havendo assim a
importacdo do material genético para o nucleo porpuocesso de transporte activo
[30].

1.9 Métodos utilizados em terapia génica no tratanmto de HCC

Na tentativa de gerar uma estratégia terapéuticertie, que resulte na reducdo da
mortalidade associada ao hepatocarcinoma, tem-seunado desenvolver novos
protocolos terapéuticos envolvendo a entrega deeriahtgenético as células alvo
através de diferentes sistemas de transporte egantte acidos nucleicos. Varios
estudos tém envolvido a utilizagdo de virus adesso@ado para entrega de genes ao
figado, tendo sido o sorotipo 2 (AAV2) e o sorotpAAV8) considerados sistemas de
entrega de material genético altamente eficiel®@@s38]. Contudo, a sua aplicacdo tem
sido limitada, uma vez que estes vectores induzemresposta do sistema imunitério,
provocando uma rejeicao rapida das células quersofrtransducéo [39]. Para superar
este problema tém sido desenvolvidos outro tipeeitores utilizando métodos fisicos
e quimicos. O bombardeamento de particulas e @ragecacdo tém sido dois dos
métodos fisicos utilizados na tentativa de criatgmolos alternativos a utilizagéo de
vectores virais [40; 41]. No entanto, apesar deses$fcnicas serem comummente
utilizadas em culturas de tecidos, existe ainda gnaade dificuldade em torna-las
aptas para utilizacdo in vivo. Do mesmo modo osnpaios cationicos tém também
sido vastamente estudados e explorados na tentsivaiar um excelente vector de
entrega de material genético para o figado. O mobinsationico polietilenimina (PEI)
associado covalentemente ao polietilenoglicol detnomder uma grande capacidade
bem como alguma especificidade da expressdo dogga@gpara o hepatocarcinoma,
mas também aqui existem obstaculos. O polimerdrdat polietilenimina associado

covalentemente ao polietilenoglicol apresenta @xictdade embora que ndo seja uma
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toxicidade aguda [42]0O facto deste vector apresentar citotoxicidade teenaim
obstaculo para poder utilizar esta estratégia camotratamento em pacientes com
hepatocarcinoma. Embora tenha sido feita uma \westquisa na busca de um vector,
que torne a entrega do material genético eficiemtespecifico para as células
cancerigenas do figado, ainda existe um vasto canarnpercorrer para alcangcar uma
estratégia adequada.

1.10 Obijectivo

O hepatocarcinoma é um tumor altamente malignocsertérceiro tipo de cancro que
causa maior mortalidade a nivel mundial. As opgliEesratamento actuais apresentam
multiplas limitacdes e ndo sdo, na grande maiorg @s0s, capazes de eliminar a
patologia. Desta forma existe uma necessidade @wgntdesenvolvimento de novas
estratégias antitumorais, direccionadas para o H@@, apresentem uma elevada
eficiéncia de forma a combater os altos niveis deatidade.

A terapia génica apresenta-se como uma estratégmigsora para o tratamento do
cancro, contudo a sua aplicacdo clinica ainda seonémac bastante limitada,
nomeadamente devido a reduzida eficiéncia de enttegaaterial genético as células
alvo. Deste modo, o objectivo principal deste thafaconsistiu em desenvolver um
novo sistema de transporte e entrega de materiadtige, baseado em lipossomas
cationicos e em asialofetuina, que apresentasgadaleficiéncia e especificidade para
células de hepatocarcinoma. Pretendeu-se assinaraaatficiéncia e selectividade de
novos sistemas de transporte e entrega de matgiadtico para as células de
hepatocarcinoma e comparar estes novos sistemasosomelhores sistemas de
transporte actualmente existentes. Tinha-se tamtmno proposito compreender os
mecanismos envolvidos na actividade bioldgica amtasla pelo novo sistema de
transporte, bem como averiguar a sua capacidapeticcao do material genético.
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Materiais e Métodos

2.1 Cultura da linha celular HepG2 e Hela

A linha celular HepG2 foi obtida pela primeira v@zartir do tecido hepatico de um
jovem de 15 anos de sexo masculino, caucasianacamer Esta linha celular tem uma
morfologia de células epiteliais, libertando umamngie diversidade de proteinas
plasmaticas cruciais, tais como a albumina e asfiearina. Estas células expressam a
sua superficie o receptor ASGP, constituindo, déstaa, um bom modelo para o
estudo do hepatocarcinoma.

O meio utilizado para a cultura da linha celulap82 foi o DMEM-HG (“Dulbecco’s
modified Eagle's medium-high glucose”) (Sigma).eEsteio foi suplementado com
10mM de Hepes, 12mM de bicarbonato de sédio 10%B&: (soro bovino fetal), bem
como com 100 unidades/ml de penicilina e 0,1mg/miesieeptomicina. As células
foram cultivadas com este meio numa incubadora®@,33bm uma atmosfera com 5%
de dioxido de carbono.

Estas células crescem em monocamada e, como &adguatingem aproximadamente
0s 100% de confluéncia, habitualmente duas vezesamoana, sao diluidas em meio de
cultura. Para isso ap0s remoc¢do e descarte do eeetultura, lavaram-se as células
com aproximadamente 4 ml de meio de dissociacafmra® a remover completamente
o meio de cultura e incubaram-se as células conmh @&nsolucéo de tripsina, durante
aproximadamente 5 minutos, para as destacar doo fuled frasco. Em seguida,
adicionaram-se 7 ml de meio de cultura para irdbéfeito da tripsina e procedeu-se a
homogeneizacdo da suspenséo celular para destaagregados celulares. A diluicdo
para efectuar as subculturas foi aproximadamenfe Aps novos frascos das
subculturas adicionou-se meio de cultura para perfaOml. As subculturas foram a
incubar a 37°C numa atmosfera de 5% de didoxidad®ooo.

A linha celular Hela € uma linha celular de um tamma do colo uterino. O
procedimento para manter em cultura a linha celdéa foi idéntico ao utilizado para
a linha celular HepG2. A diferenga na cultura destaas linhas celulares residiu na
diluicdo das subculturas que neste caso foi aped@mente 1:10.
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2.2 Preparacéao de lipossomas cationicos

As vesiculas unilamelares pequenas (SUV) compgstasEPOPC (1-palmitoil-2-
oleoil-sn-glicero-3-etilfosfocolina) e colesterédanti Polar Lipids), numa razdo molar
de 1:1, foram obtidas por extrusdo de lipossomasilameélares (MLV). Inicialmente
foi lavado um pequeno tubo de vidro 3 vezes conofidomio de forma a retirar todos
os residuos que poderiam estar nas paredes doEuobseguida foram colocados no
tubo os volumes adequados de EPOPC e colestetmfdos do respectivo stock
preparado em cloroférmio e armazenado a -20°Cyrdeaf a termos uma razao molar de
1:1. Procedeu-se depois a evaporacdo do cloroformion evaporador rotativo
Heidolph vv 2000, para que se formasse um film@lilipi no fundo do tudo de vidro.
Apos a evaporacdo completa do cloroféormio e formalgéfilme lipidico, adicionou-se
1ml de agua MiliQ e efectuou-se a agitacdo em xqotéa proceder a hidratacdo do
filme lipidico e obtencdo dos lipossomas multilaanes. Em seguida sujeitou-se a
suspensao a uma sonicacao de 4 minutos e procedeestrusdo dos lipossomas,
através de duas membranas de policarbonato cora gerbOnm, tendo-se utilizado um
extrusor Avestin (Avestin, Toronto, Canada). A esfio da suspensao lipossémica
consistiu em 21 passagens atraves das membrapasicibonato, de modo a garantir
a obtencdo de uma suspensdo homogénea de vegiegleenas unilamelares (SUV).
Os lipossomas foram depois diluidos quatro vezas, &gua MiliQ, e esterilizados por
filtrac&o, utilizando filtros cujo diametro do poeva de 0,22um (Schleicher & Schuell
BioScience) [28; 29]. Os lipossomas foram guardadoarmazenados a 4°C até
posterior utilizac&o.

Para efectuar estudos de ligacdo e internalizagdpamam-se lipossomas cationicos
contendo rodamina-PE (rodamina dioleoilfosfatiditetiamina). Neste caso o0s
lipossomas eram constituidos por 50% de EPOPC, B88%Colesterol e 1% de
rodamina-PE [28]. A producdo deste tipo de liposs®rfez-se de acordo com o
protocolo descrito anteriormente, apenas se teveogia que neste caso, 0s lipossomas
deviam estar protegidos da luz. Os lipidos utilasadoram provenientes da Avanti
Polar Lipids, Alabaster,AL.
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2.2.1 Determinacédo da concentracéo lipidica

O processo de extrusdo para formar vesiculas ugldaes pequenas, € um processo
onde ocorre a perda de lipido. Desta forma, a curamgho final dos lipidos é
geralmente diferente da inicial, tornando-se ent&gessario a quantificacdo da
concentracdo do teor lipidico no final da prepavad@s lipossomas. Neste caso optou-
se por quantificar a concentracdo de colesteroh uaz que se trata de um método
simples e rapido. Como o0s lipossomas séo prepam@mosuma razdo molar de 1:1, a
concentracdo de colesterol é igual a concentragdoEBOPC. Por sua vez, a
concentracdo de EPOPC da-nos a concentracdo s qaogitivas, uma vez que cada
molécula de EPOPC tem apenas uma carga positizalkesterol € um lipido neutro.

A quantificacdo do colesterol foi feita atravésmétodo de Liebermann-Burchard, que
€ um método colorimétrico. Fez-se a preparacaordeeagente (reagente de colesterol)
que consistiu em adicionar acido anidrico a &acidiacigd acético, em seguida
acrescentou-se a mistura acido sulfurico. Paraaguoestura de acidos se mantivesse
estavel juntou-se por fim sulfato de sédio. A prapao deste reagente deve ser feita na
hotte e os recipientes dos acidos devem estar Emugea vez que a reac¢ao entre estes
acidos é uma reaccao muito exotérmica. Este reaf@rirmazenado a 4°C num frasco
de vidro.

Para fazermos a quantificagdo do colesterol, codocase 50ul da amostra de
lipossomas, preparada anteriormente, num tubo deo.viPara fazer a curva de
calibracdo, foram colocados 50ul de solucdes concterdracbes conhecidas de
colesterol (0; 0,125; 0,25; 0,5; 1mg/ml) em tubes/diro. Foi depois adicionado a cada
tubo de vidro 1,5ml do reagente de colesterol. Rada concentracdo de colesterol
conhecida e para a amostra foram feitas réplicagsAa adicdo do reagente de
colesterol taparam-se os tubos fez-se um brevexjodeguido de uma incubacao
durante 20 minutos a 37°C. A seguir a esta incubdgéam feitas as leituras de
absorvancia a 625nm num espectrofotometro SPECTRAPMAS 384 (Molecular
Divices). O reagente de colesterol reage com ooy@id do colesterol o que leva ao
aparecimento de uma cor azul, que é tanto maissatguanto maior a concentracao de
colesterol. H4A uma relacao linear entre a concgiatrale colesterol e a absorvancia a
625nm.
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2.3 Preparacéao dos lipoplexos

Os lipoplexos foram preparados em HBS (100mM delN2@nM de HEPES com um
pH de 7.4) a partir de suspencdes de lipossomaspudecntracdo conhecida, e de
solucbes de ADN (em HBS) com uma concentracdao deud/nl. O volume de
lipossomas que se utilizou variava consoante aerdrag;ao obtida e com a razéo de
carga (+/-) que se pretendia alcancar entre o ligido ADN. ApGs a adicdo dos
lipossomas a solugéo salina de HBS (100ul/pug de )ADiNfeita uma ligeira agitacao.
Em seguida foram adicionados 100ul de uma solugiddBS contendo 1pg do
plasmideo que codificava a luciferase, pCMVluc (tpieferecido pelo Dr. P. Felgner,
Vical, San Diego, CA), ou contendo 1ug do plasmidee codificava uma proteina
verde fluorescente (GFP), pCMVgfp (Clontech). Feztsna breve agitacdo apés a
adicdo do ADN e deixou-se a mistura a incubar derd® minutos a temperatura
ambiente [28].

No caso dos lipoplexos contendo albumina (Sigmarigdyl a mistura dos lipossomas,
com HBS e com albumina (32ug/ug de ADN) foi incubataante 15 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, foi adicionaddD® e efectuou-se uma nova
incubacédo de 15 minutos também a temperatura arelj@sit

Em relagdo aos lipoplexos contendo asialofetuingn{® Addrich), a mistura dos
lipossomas com HBS foi, tal como para a albuminaythada com asialofetuina (5ug,
10pg, 20pg ou 50upg/pg de ADN) durante 15 minutoteraperatura ambiente.
Adicionou-se de seguida o ADN e efectuou-se umaarnaeubacdo de 15 minutos
também a temperatura ambiente. No caso da prodag® complexos com
lipofectamina™ 2000 (Invitrogen) foram adicionadé8ul de OPTIMEM (meio
recomendado para preparacdo de complexos comdipofsna™ 2000) a 1ug de ADN.
Separadamente adicionou-se 50ul de OPTIMEM a 2i8lipofectamina, fez-se uma
incubagdo de 10 minutos e posteriormente mistuerass duas fracgbes, tendo-se
efectuado uma incubagéo de 20 minutos. Os lipopléx@am imediatamente utilizados
apos serem preparados. Os lipoplexos utilizados estisdos de transfeccdo foram

preparados com solucdes estéreis e a sua prochidaad na camara de fluxo.
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2.4 Preparacao das células para os estudos de tréatao

Para fazer os estudos de transfeccdo foram utibzeélalas com uma confluéncia de
aproximadamente 80%, para garantir que as célaaplaqueadas na fase exponencial
de crescimento. O procedimento inicial utilizadeapplaquear células foi idéntico ao
processo utilizado na subcultura. No caso dasalpéra plaquear, apos a adicdo do
meio de cultura, para inibir/diluir a tripsina, e smbsequente homogeneizacao,
procedeu-se a contagem das células, com auxilionddiemocitometro, por forma a
determinar a densidade da suspenséo celular. Pastudos de actividade bioldgica
dos lipoplexos, envolvendo a luciferase, foram pésglas 80xT0células HepG2 por
poco, em placas de 48 pocos. No caso da linhaacefidla, foram plaqueadas 40210
células por poco, também em placas de 48 pocos.

Nos estudos de transfeccdo envolvendo a GFP, falagueadas 320xi0células
HepG2 por poco, em placas de 12 pocos. Nos endaiosicroscopia de fluorescéncia
foram colocadas lamelas das placas de 12 pocos d@ateerem plaqueadas as células.
Em todos os ensaios as células foram plaqueadasrad antes da transfeccéo e todo o

procedimento foi feito na camara de fluxo.

2.5 Actividade Biologica

2.5.1 Avaliacao da expresséao da luciferase

Para efectuar o ensaio de actividade biolégica osntipoplexos preparados com o
plasmideo que codificava a luciferase, foi primmieaite aspirado o0 meio em que as
células se encontravam e colocados 300ul de mei&NMAG, com ou sem soro
(dependendo do ensaio que se pretendia fazerediodo em que se ambicionava ver o
efeito da galactose na transfeccdo foram adicianada quantidades de galactose
desejadas aos 300ul de meio. A galactose foi adide 30 minutos antes da adi¢éo dos
lipoplexos. Foram depois colocados os 200ul de lepms, contendo 1ug de ADN, em
cada poco. As células foram de seguida deixadasudar durante quatro horas, a 37°C,
numa atmosfera com uma concentracédo de dioxidadmmmo de 5%. ApOs as quatro

horas, foi substituido o meio contendo os lipopsegor 1ml de meio DMEM-HG e as
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células foram deixadas a incubar durante 48horas,coadicbes de cultura acima
referidas. Apds as 48 horas de incubacgédo foi fiteste de viabilidade celular, para
verificar se existia alguma citotoxicidade assogiadransfeccao.

A seguir a avaliacdo da viabilidade celular as lagldoram lavadas duas vezes com
tampao fosfato (PBS) e lisadas com 150ul de tardpdse (1 mM DTT, 1 mM EDTA,
25 mM Tris-fosfato, 8 mM MgCI2, 15% glicerol e 1%/\() Triton X- 100, pH de 7,8).
Assim que se verificou o destaque dos fragmenthdaces, a placa foi colocada a -
80°C durante pelo menos 15 minutos, para ajudiaea¢lular, antes de ser avaliada a
producao de luz pela luciferase.

Para avaliar o nivel de expressdo de luciferasanfodescongeladas as placas e
transferidos os conteudos de cada poco para “epdshaolocados previamente em
gelo. Em seguida, efectuou-se uma centrifugacad@@0 rpm durante 5minutos a 4°C
na centrifuga ScanSpeed 1730MR. Foram depois énéahe$ 50l do sobrenadante de
cada eppendorf para uma placa de 96 pocos, a gualahtida em gelo até a leitura.
Neste ensaio, utilizou-se uma solucédo de lucifefilGuM), previamente aquecida a
37°C, e tampao de leitura (1 mM DTT, 1 mM EDTA, @B/ Tris-fosfato, 8 mM
MgCl2, 15% glicerol e 1% (v/v), pH de 7,8), tambgreviamente aquecido a 37°C, ao
qual se adicionou ATP (numa concentracdo de 2mMyliatamente antes do inicio da
leitura. O “software” do aparelho foi preparadogpadicionar 100ul de cada uma destas
solucbes a cada poco da pldoaediatamente antes de colocar a placa no luminémet
esta foi aquecida, durante 30 segundos, num baBlieCGa A medicdo da luz produzida
pela luciferase existente em cada amostra foi fedalumindmetro LMax Il 384
(Molecular Devices) [28; 29].

O teor de proteina dos lisados celulares foi adaliatilizando o reagente Dc Protein
Assay (Bio-Rad) e usando albumina do soro bovinmacgadrdo. A proteina foi
guantificada utilizando o protocolo recomendada gabricante. Para isso, colocou-se
numa placa de 96 pocos transparente 5ul do sobrgeada cada amostra bem como
das amostras padrdo. Em seguida foi preparado gema A’, que consiste em
adicionar 20l do reagente S para cada ml de readeque sejam necessarios para a
quantificacdo. Apés a preparacdo do reagente fanfcadicionados 25ul deste a cada
poco e em seguida 200ul do reagente B. Apos 15 asinde incubacgdo foi feita a
leitura da absorvancia a 750nm no espectrofotom8P&ECTRAmMax PLUS 384
(Molecular Devices). Verificou-se a existéncia de aunelacdo linear entre a

concentracdo de proteina e a absorvancia lida am75Deste modo, foi possivel criar
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uma equacao, utilizando os valores obtidos pamrasstras padréo, que relacionava a
absorvancia com a concentragdo de proteina. Osesatte actividade bioldgica dos
lipoplexos foram expressos em termos de lucife(&ddJ)/proteina (mg) para cada

amostra.

2.5.2 Avaliagao da expresséo de GFP por citometrde fluxo

A eficiéncia de transfeccdo dos lipoplexos foi eadd através da determinacdo da
percentagem de células que expressavam GFP. Bayames da incubacao das células
com os lipoplexos preparados com o plasmideo gddéicava a GFP, o meio em que as
células se encontravam foi aspirado e substituiolo J1200ul de meio de cultura
DMEM-HG com soro. Nos estudos em que se pretenglisovefeito da galactose na
eficiéncia da transfeccdo dos complexos, foi admi@ a quantidade necessaria de
galactose, proveniente de uma solugao stock, a@ul2le meio de cultura existentes
em cada poco de forma a obter uma concentracdadBngalactose de 40mg/ml. Trinta
minutos apoés a adicao de galactose, foi colocadoagta poco o volume de lipoplexos
correspondente a 4 g de ADN. As células foram daida incubadas durante quatro
horas, a 37°C, numa atmosfera com uma concentdg&@dxido de carbono de 5%.
Apoés estas quatro horas, foi substituido o meiderwo os lipoplexos por 3ml de meio
de cultura e as células foram deixadas a incub&s #8oras, nas condi¢cdes de cultura
acima referidas. Apés as 48 horas de incubaca@sfurado o meio de cultura e feita
uma lavagem com PBS. Em seguida foram adicionadaslia poco 250ul de tripsina e
incubou-se a 37°C, durante aproximadamente 3 nsnydara facilitar a accado da
tripsina. ApOs o destacamento das células, foraiciomddos a cada poco 500ul de
meio de cultura a 4°C e homogeneizou-se a suspgie@o que Nnao existissem
agregados celulares. O conteudo de cada poco dosfarido para os tubos de
citometria, colocados previamente em gelo, tendefsrtuado de seguida uma
centrifugacdo a 950 rpm, durante 5 minutos, a 4Centrifuga Centrifuge 5810R.
Apoés a centrifugacdo, descartou-se o sobrenadewitezou-se 600ul de PBS a 4°C e
centrifugou-se a 950 rpm, durante 5 minutos, ar®Centrifuga acima referida. Este

processo de lavagem foi repetido duas vezes. Nd fidicionaram-se 600ul de PBS a
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4°C e mantiveram-se os tubos em gelo até a reatizde leitura no citobmetro de fluxo
BD FACSCalibur™,

2.5.3 Avaliacéo da expresséo de GFP por microscopia fluorescéncia

A eficiéncia de transfeccéo dos complexos, pregaradm o plasmideo que codificava
a GFP, foi também avaliada por microscopia de @sogncia. Imediatamente antes da
incubacdo dos complexos com as células foi aspicadweio em que as ceélulas se
encontravam e colocados 1200ul de meio de cultiwdENd-HG com soro. Foram
depois adicionados a cada poc¢o o volume de lipoplerrrespondente a 4pg de ADN.
As células foram de seguida incubadas durante @batras, a 37°C, numa atmosfera
contendo 5% de didxido de carbono. Apls estas @uatras, substitui-se o meio
contendo os lipoplexos por 3ml de meio de culturasecélulas foram colocadas e
mantidas na incubadora, mais 48horas, nas condigbesltura anteriormente referidas.
Apos as 48 horas de incubacao, aspirou-se o meialtlga e fizeram-se duas lavagens
com PBS. Depois adicionaram-se 500ul de paraforitade 4% e incubou-se durante
15 minutos a temperatura ambiente. Apds esta igébBram feitas 3 lavagens com
PBS e de seguida procedeu-se & montagem das |aninaio de montagem Mow/ol
(Sigma Addrich) [28]. As imagens foram obtidas nomtroscopio Zeiss Axioskop 2

plus, com a objectiva de 20X, através da camerssZetioCam HRc.

2.6 Determinacéo da viabilidade celular

Apoés as 48 horas de incubacéo realizadas nos endaidransfeccédo, avaliou-se a
viabilidade celular, para as diferentes condicogseementais, utilizando o ensaio de
Alamar blue. Este ensaio baseia-se na conversém apeiente redutor da célula, da
resazurina (forma oxidada) em resorufina, a foresuzida do composto. A resazurina
€ azul e ndo é fluorescente, em quanto que a resoraf vermelha e altamente

fluorescente. Deste modo, este ensaio permite naedatpacidade redox das células e
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determinar a viabilidade celular no periodo deiwnltsem que ocorra o destacamento
das células aderentes. Preparou-se meio de cMiaM-HG com 10% (v/v) de
resazurina (a partir de um “stock” 0,1mg/ml de resma) e adicionou-se 300ul desta
solucdo a cada poco. Apos a adicdo dos 300ul, lgaséforam colocadas na
incubadora, a 37°C, até que ocorresse uma mudangar dle azul para rosa nos pogos
das células controlo, ou seja, nos pocos de cétiasndo foram sujeitas a qualquer
tipo de tratamento. Depois de ter ocorrido a muaate cor, parou-se a incubacao e
foram retirados 170ul do sobrenadante de cada pmge, uma placa de 96 pocos,
tendo-se lido a absorvancia a 570 e 600nm num eefiémetro SPECTRAMax
PLUS 384 (Molecular Devices). A viabilidade celulfam percentagem do controlo) foi
calculada de acordo com a formula (A570-A600) ddalas tratadas x 100 / (A570-
A600) das células controlo [53].

2.7 Analise da ligacéo e associacao celular dosoexos

Para fazer o estudo da ligacao e associacao cdhddipoplexos, foram plaqueadas, 24
horas antes do ensaio, 180%t@lulas HepG2 por poco, em placas de 48 pocos. Os
lipoplexos, compostos por lipossomas com 1 % demodaPE, foram preparados na
razao de carga (+/-) 4/1, na auséncia ou preseng@og de asialofetuina por 1ug de
ADN. Apo6s a preparacdo dos complexos, aspirou-seem em que as ceélulas se
encontravam e colocaram-se 300ul de meio de cuftava. No caso das condicbes
com galactose, foi adicionado o volume necessddoutha solucdo “stock” de
galactose, aos 300ul de meio de cultura, de modioter uma concentracéo final de
40mg/ml de galactose. Apos a adicdo da galactoss;aram-se as 2 placas (uma para
0 ensaio da ligacdo e outra para o de associagaolldar a 37°C, durante 30 minutos.
Em seguida, uma das placas foi colocada a 4°C;8madurante 30 minutos, enquanto
a outra continuou a 37°C (associacdo), por maimiBitos. Apos estas incubacdes,
foram adicionados os lipoplexos as células, temjais seguida, efectuado mais uma
incubacdo durante 2horas e meia, a 4°C e a 37%@, gualiar, respectivamente, a
ligacdo e a associagao celular. As células forgpoiddavadas duas vezes com PBS e
lisadas com uma solugcao de 1% Triton X-100 (10@gBp. A fluorescéncia foi medida
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num fluorimetro SPECTRAmax GEMINI EM (Molecular Dees) utilizando os
comprimentos de onda de excitacdo e de emissadsterbe 587nm, respectivamente
[28].

2.9 Avaliacéo da proteccao do ADN conferida pelo®mplexos

A proteccdo do ADN conferida pelos complexos foalmda através da analise do
acesso do brometo de etidio (EtBr) ao material tggnéPara isso, prepararam-se
lipoplexos contendo 1ug de ADN, de acordo com oogeab descrito anteriormente
(seccao 2.4). De seguida, colocaram-se os lipoplegaespondentes a 0,5ug de ADN
(100ul) numa placa de 96 pocos e adicionou-se 1@@wima solugcao “stock” de EtBr
com uma concentracdo de 800nM. Esta mistura faibada durante 10, tendo depois
sido feita a leitura da fluorescéncia, num fluothmeSPECTRAmMax GEMINI EM
(Molecular Devices), utilizando como comprimentoalela de excitagdo 518nm e de
emissdao 605nm. O EtBr, uma molécula de pequena ndéme apresenta uma
fluorescéncia basal que € substancialmente aumemuadao esta sonda se intercala na
dupla hélice do ADN. Através deste método podenmt&oedeterminar o acesso do
EtBr ao ADN dos lipoplexos e, logo, avaliar o grde exposicao/desproteccdo do
material genético nos complexos. A fluorescéncisabao EtBr foi obtida para a
condicdo que envolveu a mistura de 100ul de EtBOr{®1) com 100ul de HBS. A
fluorescéncia maxima foi observada para a condigatrolo que envolveu a mistura de
100u! de EtBr (800nM) com 0,5ug de ADN. O valor fligorescéncia basal foi
subtraido aos valores de fluorescéncia das ampdiraplexos e controlo, tendo-se
depois calculado a acessibilidade ao ADN dos ligopd em termos de percentagem do

controlo (controlo corresponde a 100% de aces$)) [5
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2.10 Analise estatistica

Os resultados foram analisados utilizando o soéwaraphPad Prism (versédo 5.0). A
significancia estatistica das diferencas existenwdre as varias condigdes
experimentais foi determinada por analise da vamdione-way ANOVA” utilizando o

“Tukey test”. Um valor d@<0,05 foi considerado significativo.
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Resultados / Discussao

3.1 Efeito da asialofetuina na actividade biolégicalos lipoplexos em

células HepG2

A asialofetuina € um ligando especifico do recepA@GP, sendo este receptor
especificamente expresso em hepatdcitos e encootsgEndsobreexpresso em
hepatdcitos de hepatocarcinoma, como é o cascétldasHepG2. De modo a analisar
o efeito da associacéo de asialofetuina aos ligoplea sua capacidade de transfecgao,
avaliou-se, por luminescéncia, os niveis de exaceds gene da luciferase em células
HepG2, apoOs terem sido sujeitas a transfeccdo cderemtes formulacbes de
complexos (Figura 10). Os resultados sdo apresssitath termos de luciferase
(RLU)/proteina celular total (mg). Foram preparadgsoplexos compostos por
EPOPC:Colesterol/ADN, nas razdes de carga (+/-p2/, na auséncia ou presenca de
diferentes quantidades de asialofetuina, ou naepgaesde 32ug de albumina(ASH)/ug
de ADN. Os lipoplexos contendo albumina foram coesidos como referéncias, uma
vez que a associacdo de ASH a este tipo de lipoplessultou num aumento da
expressado do transgene, em diferentes tipos deasglabesmo na presenca de soro [29;
31]. Foi também utilizada a lipofectamina como referé@ncima vez que, devido aos
seus elevados niveis de transfeccdo, € o reagenteamisfeccdo comercial mais
utilizado.
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Figura 100 Efeito da associacdo da asialofetuina a lipopleko&POPC:Colesterol/ADN, na expressao
do gene da luciferase na linha celular HepG2. @sptexos foram preparados, nas razdes de carga (+/-)
2/1 e 4/1, com ou sem 5, 10, 20 aip@e asialofetuina (ASK) de ADN, ou com 32y de albumina
(ASH)/ug de ADN, e incubados com as células, durante 4sham meio de cultura com soro. Foi
também feita a transfeccdo com lipofectamina nasmme condi¢cdes experimentais. Os niveis da
expressdo do gene da luciferase, obtidos 48 h@@s @ transfeccdo, sdo apresentados em termos de
luciferase (RLU)/proteina total (mg). Os resultadpsesentados (média + desvio padréo de tripligados
sdo representativos de pelo menos trés ensaiogendentes. Os asteriscos (** p <0,01; *** p <0,001)
correspondem aos valores obtidos com células aatedm complexos contendo asialofetuina, albumina
ou lipofectamina que diferem significativamente dustidos com células tratadas com lipoplexos
preparados, na mesma razao de carga, mas apenas tippssomas EPOPC:Colesterol.

Utilizaram-se 5, 10, 20 e 50ug de asialofetuina qanla pg de ADN de forma a
verificar como é que a actividade biolégica dos plexos era afectada pela quantidade
de asialofetuina. Pela anélise da Figura 10 é yelssinstatar que a associacdo de 5, 10
e 20ug de asialofetuina aos lipoplexos, preparadaszao de carga (+/-) 2/1, resultou
num aumento significativo da expressao do transgeneo-se atingido a potenciagao
méxima para a quantidade de 10ug de asialofetrdgpADN. A adicdo de 50ug de
asialofetuina (por pg de ADN) aos lipoplexos, pradas na razéo de carga (+/-) 2/1,
provocou uma perda total da potenciacdo da actleidaologica que era encontrada
para quantidades inferiores de asialofetuina. &st@tecimento deve-se provavelmente
ao facto de a asialofetuina ser uma glicoprotedm carga negativa que, em grandes
quantidades (50 pug de asialofetuina/pig de ADN)ferenaos lipoplexos, na razdo de
carga (+/-) 2/1, uma carga excessivamente negatifiayltando a sua internalizacéo
pelas células [44; 45]. No caso dos lipoplexos gmaqos na razéo de carga (+/-) 4/1, a
associacdo de asialofetuina resultou, para todaquastidades de proteina, numa

potenciacdo significativa da expresséo do transgendo-se verificado a potenciacao
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méxima da transfeccdo para a quantidade de 20 ajofasiina/ug de ADN. A
existéncia de um perfil de potenciacdo da actividadégica, induzido pela associagéo
de asialofetuina, diferente para as duas razbeam@ (+/-) 2/1 e 4/1 dos lipoplexos,
pode ser devida ao facto de a presenca de asiah@Eeacentuar as diferencas de
estrutura/propriedades existentes entre os comptasduas razées de carga. Uma vez
gue a asialofetuina exibe carga negativa, uma mlzalg de 20ug de asialofetuina/pg
de ADN pode tornar a carga superficial dos lipoptexpreparados na razéo de carga
(+/-) 2/1, excessivamente negativa, dificultandsirasa sua internalizacdo celular
devido a existéncia de repulsdes electrostaticae ancarga negativa dos lipoplexos e
carga negativa da membrana citoplasmatica. No dasolipoplexos preparados na
razdo de carga (+/-) 4/1, a quantidade de 20ugsadotetuina/ug de ADN pode
neutralizar parte das cargas positivas dos lipoasorationicos sem, no entanto, ser
suficiente para tornar negativa a carga superfabtesl complexos, ndo se verificando
assim a ocorréncia de repulsdes electrostaticas @st complexos e a membrana
citoplasmatica. Pelos resultados apresentados quaaFL0, podemos verificar que a
presenca de 10ug de asialofetuina/pug de ADN, no das lipoplexos com uma razao
de carga (+/-) 2/1, e de 20ug de asialofetuinagl@@dN, no caso dos lipoplexos com
uma razdo de carga (+/-) 4/1, promoveu uma poteficiada actividade biologica dos
complexos quatro vezes superior a potenciacéao iday®la associacdo da albumina.
Provavelmente, esta potenciacdo deve-se ao factoad@lofetuina ser um ligando do
receptor ASGP [11; 21; 22], que se encontra sobgpresso em células de
hepatocarcinoma como € o caso da linha celular Bdp@; 15], facilitando assim a
internalizacdo celular dos lipoplexos, contendalaftuina, através da endocitose
mediada pelo receptor ASGP. No caso da associagaalbdimina aos lipoplexos,
embora ela promova uma potenciacdo substanciabdsféccdo, essa potenciacdo néo
é devida a um processo de internalizacdo celufgcéfico, mas sim a promoc¢ao da
endocitose mediada por ligacdes inespecificas ecsptores da superficie celular,
analogos aos receptores scavenger. Para além shidspse ainda que a albumina pode
facilitar a libertacdo do ADN da via endocitica, aimez que a albumina tem sido
descrita como sendo capaz de sofrer uma mudanctore@mTional com uma
diminuicdo do pH, adquirindo propriedades fusoggn|85; 36].

Pelos resultados apresentados na Figura 10 é tanploésivel constatar que os
lipoplexos EPOPC:Colesterol/ADN (+/-) 2/1, com 10g¢ey asialofetuina/pg de ADN,
bem como os lipoplexos EPOPC:Colesterol/ADN (+/3), 4om 20ug de asialofetuina/
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ug de ADN, possuem uma actividade biolégica semétha obtida com lipofectamina,
que é descrita como sendo o melhor reagente defdtghe que esta disponivel

comercialmente [46].

3.2 Efeito da asialofetuina na actividade biologicalos lipoplexos em

células Hela

Com o intuito de verificar se a potenciacdo da calaale de transfec¢cdo dos complexos
induzida pela asialofetuina se deve ao facto demsteina ser um ligando do receptor
ASGP (que se encontra sobre expresso nas céluldem®?), avaliou-se a actividade
biologica dos complexos, com e sem asialofetuicane albumina, em células Hela,
que é uma linha celular que n&do expressa o recARIGIP. A actividade biologica dos
lipoplexos foi avaliada através da analise dosisigde expressdo do gene da luciferase,
tendo os resultados sido apresentados em termbgiferase (RLU)/proteina celular
total (mg) (Figura 11). Também neste ensaio os lgp@ms EPOPC:Colesterol/ADN (+/-
) 4/1 contendo albumina foram considerados comora@onpositivo, uma vez que

apresentam elevada actividade biologica em divdirdzess celulares [29; 31].
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Figura 11 Efeito da associacdo da asialofetuina a lipopléx®©®©PC:Colesterol/ADN, na expressdo do
gene da luciferase na linha celular Hela. Os coxaglédoram preparados, nas raz8es de carga (+/¢ 2/1
4/1, com ou sem 5, 10, 20 e 0de asialofetuina (ASR)g de ADN, ou com 32 de albumina
(ASH)/ug de ADN, e incubados com as células, durante dsh@m meio de cultura com soro. Os niveis
de expressao do gene da luciferase, obtidos 48 lap&s a transfeccdo, sdo apresentados em termos de
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luciferase (RLU)/proteina total (mg). Os resultadpsesentados (média + desvio padréo de tripligados
séo representativos de pelo menos trés ensaigseindentes. Os asteriscos (*** p <0,001) corresponde
aos valores obtidos com células tratadas com compleontendo albumina e diferem significativamente
dos obtidos com as células tratadas com todostossdipos de lipoplexos.

Os resultados apresentados na Figura 11 mostrana quaenciacdo da transfeccao
induzida pela associacdo da asialofetuina aoslégop EPOPC:Colesterol/ADN em
células Hela, é substancialmente inferior & obtiddinha celular HepG2. E também
possivel constatar que a transfeccdo das célulks (Hgura 11) com os lipoplexos
preparados com albumina resultou, ao contrario dofquobservado com as células
HepG2 (Figura 10), numa expressdao do gene da lasdetrés vezes superior a
registada com os lipoplexos contendo asialofetulBstes resultados suportam a
hipotese de que os lipoplexos EPOPC:Colesterol/Abdhtendo asialofetuina
apresentam uma elevada actividade biolégica deydmjavelmente, a ligacdo desta
proteina ao receptor ASGP, que desencadeia o pmdesendocitose mediado por este
receptor, e consequentemente a internalizacaopysdxos.

A existéncia de uma modesta potenciacdo da expreis@ene da luciferase obtida
com os lipoplexos de EPOPC:Colesterol/ADN prepasadmm asialofetuina,
relativamente aos lipoplexos simples (sem asialofa), deve-se, possivelmente, a
interaccdes inespecificas dos lipoplexos, preparados asialofetuina, com
componentes da membrana citoplasmatica, promoveasdon a sua internalizacao

celular.

3.3 Avaliacdo da citotoxicidade induzida pelos ligulexos em células

HepG2 e céluas Hela

Uma das particularidades dos lipoplexos que poeletaf a sua actividade bioldgica é o
facto de a sua aplicacdo poder resultar em citotteadle [30]. Para avaliar se as
formulacdes desenvolvidas apresentavam citotoxdeiddoram feitos estudos de
viabilidade celular utilizando o método de Alamalué Este ensaio consiste na
conversao, pelo ambiente redutor da célula, dazuesa (forma oxidada) em
resorufina (forma reduzida), avaliando assim odestaetabolico da célula [47]. Os

resultados obtidos mostram que a viabilidade dadaseHepG2 (Figura 12A) e das
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células Hela (Figura 12B) nédo foi significativameafectada pela transfec¢éo realizada
com qualquer uma das formulagdes de lipoplexoadast
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Figura 12 Efeito dos lipoplexos na viabilidade de células 62gA) e células Hela (B). Os valores de
viabilidade celular medidos pelo ensaio de AlamlreBoram expressos em termos de percentagem de
viabilidade das células controlo (células sem tnatato). Os resultados apresentados (média + desvio
padréo de triplicados) séo representativos demelws trés ensaios independentes.
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3.4 Efeito do soro na actividade biolégica dos lipbexos na linha

celular HepG2

Uma das lacunas da utilizacdo de lipossomas catishcomo sistemas de transporte e
entrega de material genético, é o facto da su@efi@ diminuir drasticamente na
presenca de soro. Embora em estudiogitro esta limitagcdo possa ser contornada,
através da incubacdo das células com os complexosneio sem soroin Vvivo,
considerando a administracao sistémica, a presdm@dro nao podera ser eliminada
[29].

Os resultados apresentados anteriormente (Figuramb@fraram que as melhores
formulac6es de lipoplexos contendo asialofetuina wéna elevada actividade biologica
na presenca de soro. Neste ensaio pretendeu-sguavese a presenca de soro atenua
de forma significativa a eficiéncia dessas formdéacde lipoplexos, tendo-se para isso

realizado o ensaio de transfec¢édo na presenca@naaasie soro.
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,— *k
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3.0x1065 4

2.0x106 -

1.0x106 -

0-
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Figura 13 Efeito da presenca de soro na capacidade de tcgésfelos complexos nas células HepG2. Os
complexos foram preparados, nas razdes de carg@(k/e 4/1, com ou sem 10 oup@0de asialofetuina
(ASF)/ug de ADN e incubados com as células, durante 4shera meio de cultura com ou sem soro. Os
niveis de expressdo do gene da luciferase, ob#i8osoras apds a transfeccdo, sdo apresentados em
termos de luciferase (RLU)/proteina total (mg). r@sultados apresentados (média + desvio padréo de
triplicados) séo representativos de pelo menosetnéaios independentes. Os asteriscos (*p <0,0p; **
<0,01) correspondem aos valores obtidos com céltdasfectadas com complexos na auséncia de soro
que diferem significativamente dos obtidos comleslincubadas com os mesmos lipoplexos na presenca
de soro.

Tal como é possivel constatar, pelos resultadesaptados na Figura 13, a presenca de
soro afecta de forma significativa a actividade Idgca dos lipoplexos
EPOPC:Coleterol/ADN (+/-) 2/1 preparados com ou d€ng de asialofetuingfy de
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ADN. Por outro lado, os lipoplexos EPOPC:Colest&idN (+/-) 4/1 contendo ou n&o
20ug de asialofetuingg de ADN, nao sofrem uma perda significativa daaisvidade
bioldgica na presenca de soro. Este efeito do pode dever-se a sua capacidade para
induzir a dissociacédo dos lipoplexos, uma vez qe®ro possui proteinas carregadas
negativamente que podem interagir com os lipidéi®raos dos lipoplexos levando a
dissociacao destes. Contudo, dependendo da eatpropriedades dos complexos,
pode ocorrer a formacédo de grandes agregados sitlaviigacédo de proteinas do soro
aos lipoplexos, diminuido assim a sua eficiénc gB]. Por outro lado, a resisténcia
ao soro apresentada pelos lipoplexos EPOPC:CaléstBN (+/-) 4/1, contendo 20y

de asialofetuingy de ADN, pode dever-se ao facto deste tipo deplgms
apresentarem diferencas estruturais/propriedades, dos outros complexos, que lhes

permitem resistir ao efeito inibitorio do soro nantsfeccao [50; 51].

3.5 Avaliacéo da percentagem de células HepG2 trdestadas

Com o intuito de analisar o efeito da associacaasiofetuina aos lipoplexos na sua
eficiéncia de transfeccédo avaliou-se, por citoraatie fluxo, a percentagem de células
HepG2 transfectadas, apds ter sido feita a trag@fecom lipoplexos contendo o
plasmideo que codificava a proteina verde fluorscdGFP) (Figura 14). Neste
estudo, apenas foram avaliadas as melhores forémdade lipoplexos contendo
asialofetuina (lipoplexos EPOPC:Coleterol/ADN (24 com 1Qg de asialofetuinaf

de ADN (2/1 10ASF); e lipoplexos EPOPC:Colesterblb (+/-) 4/1 com 2Qg de
asialofetuinglg de ADN (4/1 20ASF)) e as formulagdes controlopafilexos
EPOPC:Colesterol/ADN (+/-) 2/1 e 4/1; lipoplexosntando albumina; e complexos
preparados com lipofectamina). A citometria de dlux uma técnica utilizada para
contar, examinar e classificar particulas micros@ssuspensas em meio liquido em
fluxo. Um citbmetro de fluxo é similar a um micrép que produz, em vez de
imagens da célula, uma quantificacdo de um conjdatparametros. Desta forma foi
possivel, utilizando a citometria de fluxo, deterami a quantidade de células que
expressavam GFP, apds serem transfectadas comntéfeformulacdes de complexos.
Os resultados ilustrados na Figura 15 mostram &fodramas obtidos para as
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experiéncias realizadas com as vérias formulacdesonglexos (tracados a verde).
Para calcular a percentagem de células que expaamssaFP fez-se o histograma da
subtraccéo (tracado a vermelho). Este foi obtido qudotraccdo do histograma das
células controlo (tracado a preto), ou seja, celglae ndo sofreram qualquer tipo de
transfecgcéo, ao histograma obtido para uma detedaif@mulacdo de complexos
(tracados a verde). A percentagem de células gpeessavam GFP, células que se
encontravam no histograma da subtraccdo (tracaduell®n), foi calculada face ao
namero total de células existentes no histogramaedpectiva experiéncia (tracado
verde).

Pelos resultados apresentados na Figura 14 é pbssistatar que a percentagem de
células transfectadas que foi obtida com os lipasdereparados com asialofetuina, 2/1
10ASF ou 4/1 20ASF, foi muito superior a observedia os lipoplexos simples (sem
asialofetuina). Em relacdo aos complexos preparesimsalbumina, verificou-se que a
percentagem de células transfectada com estesdimpfoi idéntica a obtida com os
lipoplexos 2/1 10ASF, ou seja, 50% de células femtadas. Contudo, essa
percentagem de células transfectada com os comppegrparados com albumina foi
substancialmente inferior aos 70% de células temtesflas observados com o0s
lipoplexos 4/1 20ASF. Do mesmo modo, a percentagemélulas transfectadas obtida
com lipofetamina (40%) foi muito inferior (p <0,004 registada com os lipoplexos 4/1
20ASF.
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Figura 14 Efeito da associagdo da asialofetuina a lipopl&@©PC:Colesterol/ADN, na percentagem de
células HepG2 transfectadas. Os complexos forapapmdos, nas razdes de carga (+/-) 2/1 e 4/1, com o
sem 10 e 20g de asialofetuina (ASK)g de ADN, ou com 32y de albumina (ASH)}g de ADN, e
incubados com as células, durante 4 horas, em aeegultura com soro. Foi também feita a transfeccao
com lipofectamina nas mesmas condicfes experingentai percentagem de células transfectadas
(expressam GFP), avaliada 48 horas ap0s a tradsfeégma média +* desvio padrao de triplicados e é
representativa de pelo menos trés ensaios indepsd®©s asteriscos (*** p <0,001) correspondem aos
valores obtidos com células tratadas com complerxosendo asialofetuina ou albumina que diferem
significativamente dos obtidos com células tratacta® lipoplexos simples (sem asialofetuina e sem
albumina) preparados na mesma razdo de carga.u&esc(+++p <0,001) correspondem aos valores
obtidos com células tratadas com complexos contesddofetuina que diferem significativamente dos
obtidos com células tratadas com complexos prepaream lipofectamina.

Estes resultados indicam que de todas as formwa¢éstadas os lipoplexos
EPOPC:Colesterol/ADN (+/-) 4/1 com 2§ de asialofetuinpg de ADN (4/1 20ASF)
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Figura 15 Histogramas obtidos nos ensaios de citometriawk® ftom células HepG2 transfectadas com
diferentes formulag¢des. Histogramas obtidos paexpsriéncias realizadas com as vérias formulagées
complexos (tracados a verde). Histogramas dasaséyle ndo sofreram transfeccdo, células controlo
(tracado a perto). Histograma resultante da suticado histograma das células controlo ao histagram
das experiéncias realizadas com cada uma das figémd de complexos (tracado a vermelho). (A)
EPOPC:Colesterol/ADN (+/-) (2/1); (B) EPOPC:ColestdDN (+/-) (2/1) com 1Qg de
asialofetuinaglg de ADN; (C) EPOPC:Colesterol/ADN (+/-) (4/1); (BPOPC:Colesterol/ADN (+/-)
(4/1) com 2Qg de asialofetuing de ADN; (E) EPOPC:Colesterol/ADN (+/1) (4/1) cdd@ug de
albuminajig de ADN; (F) Lipofectamina.

Pela andlise dos resultados das Figuras 14 e fiicaese que, embora os lipoplexos
preparados com albumina e os lipoplexos 2/1 10A8Esantem aproximadamente a
mesma percentagem de células transfectadas, assdprele GFP mediada pelos
lipoplexos 2/1 10ASF é maior do que a obtida comlipsplexos preparados com
albumina. Na condicdo experimental que envolveraastec¢cdo com lipoplexos com
2/1 10ASF observou-se um maior niumero de célulapressarem uma grande
quantidade de GFP, do que a que envolveu a tra@sfetom complexos preparados
com albumina (Figura 15), o que esta de acordo @®miveis obtidos na expressao de
luciferase (Figura 10). Da mesma forma, se podepdicar o facto de termos uma
expressado de luciferase com a lipofectamina semiell@aobtida com os lipoplexos de
4/1 20ASF (Figura 10), apesar da percentagem déasédransfectadas observada com a
lipofectamina ser inferior. Assim sendo, verifiGaegie os dados obtidos pela citometria

de fluxo se encontram de acordo com os resultdokidos pela luminescéncia.
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3.6 Efeito da associacédo de asialofetuina aos lipepos na transfeccao
de células HepG2

Com o objectivo de analisar o efeito da asialofeetuia capacidade de transfeccéo dos
lipoplexos e na tentativa de correlacionar comessiltados obtidos por citometria de
fluxo e luminescéncia, avaliou-se a actividade dgma dos complexos, preparados
com o plasmideo que codificava a GFP, por micrdacdp fluorescéncia em células
HepG2 (Figura 16). Foram avaliados apenas os kxogl 2/1 10ASF e 4/1 20ASF e os
respectivos lipoplexos simples (preparados na mesmao de carga (+/-) e sem
asialofetuina). Pela andlise da Figura 16 € podssigestatar que tanto com o0s
lipoplexos 2/1 10ASF como com os lipoplexos 4/1 36Aobteve-se um maior numero
de células transfectadas, células que expressavdm dd que com os lipoplexos, com
a mesma razéao de carga (+/-), sem asialofetuimab&an neste ensaio foi notério que a
utilizacdo de lipoplexos 4/1 20ASF resulta num mai@mero de células transfectadas
do que a utilizacdo de lipoplexos 2/1 10ASF, o gsi& de acordo com os resultados
registados no ensaio de citometria de fluxo (Figuna

e, TR, ® » s =
Figura 16 Efeito da asialofetuina na capacidade de tran&tedps lipoplexos EPOPC:Colesterol/ADN
em células HepG2. Os complexos foram preparadssazéies de carga (+/-) 2/1 e 4/1, com ou sem 10 e
20ug de asialofetuina (ASH)g de ADN, e incubados com as células, durante dshem meio de cultura
com soro. As células transfectadas (expressam @iréah analisadas 48 horas apos a transfeccéo por
microscopia de fluorescéncia (com ampliacdo de 2@s$}e ensaio é representativo de dois ensaios
independentes. (A) EPOPC:Colesterol/ADN (+/-) (2/(B) EPOPC:Colesterol/ADN (+/-) (2/1) com
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10ug de asialofetuingy de ADN; (C) EPOPC:Colesterol/ADN (+/-) (4/1); (BPOPC:Colesterol/ADN
(+/-) (4/1) com 2Qg de asialofetuingfy de ADN.

Estes resultados, em conjunto com os obtidos rem@ende luminescéncia (para ambas
as linhas celulares) e citometria de fluxo, parecagpoiar a hipotese de que os
lipoplexos preparados com asialofetuina interagem os receptores ASGP, presentes
na linha celular HepG2, desencadeando um processmdocitose mediada por este

receptor [52], resultando, consequentemente, nuaiar ractividade biolégica.

3.7 Proteccdo do ADN associado aos lipoplexos

De modo avaliar a capacidade dos lipoplexos pandestsarem e protegerem o ADN
transportado, foi realizado um ensaio com brometetidigo. O brometo de etidio € uma
pequena molécula fluorescente que ao intercalar &oidos nucleicos emite uma
fluorescéncia intensa. Através deste método podatateyminar a acessibilidade ao
ADN dos lipoplexos. Os resultados ilustrados nauRigl7 mostram que para 0s
lipoplexos simples (sem asialofetuina) houve umairdiicio da fluorescéncia do
brometo de etidio (menor acesso do brometo deoesioiADN) com o aumento da
razdo de carga (+/-) dos lipoplexos, indicando guaumento da quantidade de
lipossomas catidnicos induz um maior grau de coseigio e proteccdo do ADN [53].
Esta relacdo, entre o acesso do brometo de etadllazio de carga (+/-) dos lipoplexos,
nao foi verificada para os lipoplexos preparadas esialofuina, tendo-se, no entanto,
observado uma diminuicao significativa (p <0,001)agdesso do brometo de etidio ao
ADN destes lipoplexos face aos lipoplexos simp#esn( asialofetuina), preparados na

mesma razao de carga (+/-).
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Figura 17 Efeito da asialofetuina na acessibilidade do btonde etidio ao ADN dos complexos. Os
resultados (média + desvio padrao de triplicadas)apresentados em percentagem do controlo (ADN na
auséncia de lipido) e séo representativos de xpieyi€ncias independentes. Os asteriscos (***p 0,0
correspondem aos valores obtidos com os lipopleRtls 10ASF e 4/1 20ASF que diferem
significativamente dos obtidos com lipoplexos siesplsem asialofetuina), com a mesma razéo de carga.

Possivelmente a presenca de asialofetuina nos egoplpromove uma maior
compactacao e proteccdo do ADN, através da formagdipoplexos mais estaveis ou
mesmo através da alteracdo da estrutura dos lympl@ermitindo uma melhor
compactacao/proteccdo do ADN. Usando como termosodgaragdo os lipoplexos
preparados com albumina, que tal como a asialofetéiuma proteina negativa, seria
de esperar que a associacao da asialofetuinapapdelkos, tal como foi verificado com
albumina, aumentasse ligeiramente o acesso do toareeetidio ao seu ADN [29].
Contudo, com a associacdo da asialofetuina ao®ldipos verificou-se o efeito
contrario, muito provavelmente devido ao facto dmlafetuina ser uma proteina de
muito menor tamanho que a albumina, podendo, coeségmente, promover a

formacdao de lipoplexos com maior grau de compaotpgdteccédo do ADN.

3.8 Efeito da presenca da galactose na actividadeiolbgica dos

lipoplexos contendo asialofetuina em células HepG2

O receptor ASGP liga especificamente residuos thctpge e N-acetilgalactosamina

existentes nos terminais de glicoproteinas sendueside acido sialico. Para além
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disso, varios estudos tém demonstrado que a afi@ida ligacdo ligando/receptor é
altamente dependente do numero de galactoses, dadisidmcia e do arranjo
tridimensional dos acucares [11; 18].asialofetuina € conhecida como um excelente
ligando do receptor ASGP, sendo selectivamententesmida por este receptor. Esta
proteina possui trés cadeias de hidratos de cardpoméém no seu terminal residuos de
Nacetilgalactosamina [22Na tentativa de verificar se a potenciacdo da idetie
biologica dos lipoplexos, promovida pela associat@@sialofetuina (que se observou
na linha celular HepG2), se deve a ligacdo dascyales da asialofetuina ao receptor
ASGP, permitindo assim uma maior internalizacao lgumgplexos, avaliou-se o efeito
de elevadas concentragfes de galactose livre madade biologica dos lipoplexos
contendo asialofetuina. Para isso, foram adicianasaquantidades de 4, 10, 20 e 40
mg de galactose/ml ao meio, 30 minutos antes dooirda transfeccédo, tendo-se
mantido a galactose durante as 4 horas em quel@ascéoram incubadas com os
lipoplexos. Avaliou-se entdo o efeito da galactosectividade biologica das melhores
formulacbes de lipoplexos contendo asialofetuinay eeja, o0s lipoplexos
EPOPC:Coleterol/ADN (+/-) 2/1 com {1 de asialofetuinafy de ADN (2/1 10ASF) e
EPOPC:Colesterol/ADN (+/-) 4/1 com 2§ de asialofetuinpg de ADN (4/1 20ASF)

(Figura 18).
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Figura 18 Efeito da galactose na actividade bioldgica dosplipxos contendo asialofetuina em células
HepG2. Os niveis de expressdo do gene da lucifes@seapresentados em percentagem do controlo
(média + desvio padréo de triplicados), correspodde controlo a células transfectadas com as ngesma
formulacbes na auséncia de galactose, e sdo refathges de trés experiéncias independentes. Os
asteriscos (*p <0,05) correspondem aos valoresiabtcom células transfectadas com lipoplexos na
presenca de galactose, que diferem significativéenéos obtidos com células tratadas com os mesmos
lipoplexos, na auséncia de galactose.
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Os resultados apresentados na Figurani@stram que a presenca de 40mg de
galactose/ml resulta numa inibicdo de cerca de d@%ctividade biologica das duas
formulacdes (2/1 10ASF e 4/1 20ASF). Esta inibigieve-se, possivelmente, a
competicdo da galactose livre com a asialofetuoslighoplexos pelo receptor ASGP,
fazendo com que ocorra uma menor ligagdo da asialoh a este receptor,
promovendo assim uma menor internalizacdo dos kpogl e, consequentemente,
diminuindo a expresséo do transgene. A elevadaeotracdo de galactose necessaria
para induzir a inibicdo da actividade biologica @opdossivelmente, dever-se ao facto
dos residuos de galactose individuais exibirem mafioidade para o receptor ASGP
do que os residuos agrupados numa mesma moléaulaini¢o residuo de galactose
apresenta uma constante de dissociacéo da orddé@i’dd, enquanto trés residuos de
galactose na mesma molécula, que é o caso da asialaf tem uma constante de
dissociacdo da ordem dos 5X1M [13]. Para além disso, a interaccdo de mdltiplas
moléculas de asialofetuina dos lipoplexos com recegpbde dificultar ainda mais a
competicdo da galactose pelo receptor.

Os resultados apresentados na Figura 19 demonsmanpara qualquer uma das
guantidades de galactose utilizadas, a viabilidadelar ndo foi afectada, mostrando
que a reducdo da actividade biologica dos lipogexta presenca de 40mg de

galactose/ml, ndo se deve a alteracfes da viatdidelular.

120+

= o B3 2/110 ASF
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% de viabilidade celular
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Figura 19 Efeito da presenca da galactose e dos lipoplexasabdidade de células HepG2. Os valores
de viabilidade celular medidos pelo ensaio de AlaBlae foram expressos em termos de percentagem
de viabilidade das células controlo (células setainento). Os resultados apresentados (média iodesv
padréo de triplicados) séo representativos derpelws trés ensaios independentes.

Para verificar se a inibicdo da actividade biolagaos lipoplexos 2/1 10ASF e 4/1
20ASF, na presenca de 40mg de galactose/ml, sa desompeticdo da galactose livre
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com a asialofetuina dos lipoplexos pela ligacaoeaeptor ASGP, foi avaliado o efeito
da mesma quantidade de galactose na actividadéglual dos lipoplexos simples
(produzidos nas razdes de carga (+/-) 2/1 e 4/dysepreparados com albumina, na
linha celular HepG2. Os resultados ilustrados maurid 20 mostram que a presenca de
40mg de galactose/ml ndo teve qualquer efeito tigidade bioldgica dos lipoplexos
simples (preparados nas razfes de carga 2/1 endifi)na dos lipoplexos compostos
por albumina. A possivel explicacdo para que asudtacbes de lipoplexos sem
asialofetuina ndo sofram inibicdo da actividadeldgica na presenca de galactose,
deve-se, provavelmente, ao facto deste tipo delégop néo interagir com o receptor
ASGP, e desta forma a presenca de galactose rnaiobaemem a sua ligagdo nem a sua
internalizacdo, ou seja, ndo afecta a sua activibamlegica. Os lipoplexos contendo
albumina séo internalizados através da ligacagewfica aos receptores da superficie
celular, andlogos aos receptores scavenger, queopenma sua endocitose [35; 36].
Por outro lado, os lipoplexos simples interagem amsmproteoglicanos sulfatados,
componentes celulares altamente negativos preseatssiperficie das células, sendo
deste modo internalizados [30]. Estes resultadgersm, assim, que a inibicdo da
actividade bioldgica dos lipoplexos 2/1 10ASF e 20ASF, induzida pela presenca de
40 mg de galactose/ml, se deve ao facto da gatactoapetir pela ligagdo ao receptor
ASGP, levando a que ocorra uma menor ligacdo ddofetiuina dos lipoplexos ao
receptor, 0 que por sua vez promove uma menornalteacdo dos lipoplexos e,

consequentemente, uma menor transfecgao.
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Figura 20 Efeito da presenca da galactose na actividadédical dos lipoplexos em células HepG2. Os
complexos foram preparados, nas razfes de carga®(t/e 4/1, com ou sem 10 el@0de asialofetuina
(ASF)/jug de ADN, ou com 329 de albumina (ASHM de ADN, e incubados com as células, durante 4
horas, em meio de cultura com soro contendo o0& de galactose/ml. Os niveis de expressao do
gene da luciferase, obtidos 48 horas ap0s a tigésie sdo apresentados em termos de. Os resultados
apresentados (média + desvio padrdo de triplicad@s)representativos de pelo menos trés ensaios
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independentes. Os asteriscos (***p <0,001) corredpm aos valores obtidos com células transfectadas
com lipoplexos, na presenca de 40mg de galactasglral diferem significativamente dos obtidos com
células transfectadas com os mesmos lipoplexosnmasiséncia de galactose.

Pelos resultados apresentados na Figura 21, weséicque a presenca de 40mg de
galactose/ml, durante a transfeccdo com as vaoasufacdes de lipoplexos, ndo
afectou de forma significativa a viabilidade cetulsto significa que as alteracdes da
actividade biologica dos lipoplexos observadasreagmca de galactose ndo se devem a

alteragOes de viabilidade celular.
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Figura 21 Efeito da presenca da galactose e dos lipoplexosabilidade de células HepG2. Os valores
de viabilidade celular medidos pelo ensaio de AlaBlae foram expressos em termos de percentagem
de viabilidade das células controlo (células sextamento). Os resultados apresentados (média iodesv
padrédo de triplicados) séo representativos demelws trés ensaios independentes.

3.9 Efeito da presenca de galactose na percentagéem células HepG2

transfectadas pelos lipoplexos

Ainda com o objectivo de esclarecer do efeito dadjase livre na actividade bioldgica
dos lipoplexos 2/1 10ASF e 4/1 20ASF, avaliou-¢,qitometria de fluxo, o efeito da
presenca da galactose na percentagem de célul&2Hemnsfectadas com lipoplexos
preparados com o plasmideo que codificava a GH® aRalise do grafico da Figura 22
€ possivel constatar que a presenca de galactoseudi de forma significativa (p
<0,01) a percentagem de células transfectadas, guatrdnsfeccao foi realizada com
os lipoplexos 2/1 10ASF e 4/1 20ASF. Para os lgaps com a mesma razao de carga
(+/-), mas sem asialofetuina, ndo se verificou nemd diferenca significativa entre a

percentagem de células transfectadas na presenga auséncia de galactose. Estes
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resultados devem-se, possivelmente, ao facto dmnalizacdo dos lipoplexos sem
asialofetuina ndo ser mediada pelo receptor ASG&s sim pelos proteoglicanos

existentes na superficie celular, ndo sofrendotede®do, qualquer alteracdo com a
presenca da galactose [30].

Estes resultados também constituem um indicio deaqyalactose livre compete com a
asialofetuina dos lipoplexos (2/1 10ASF e 4/1 20AB¢la ligacédo ao receptor ASGP,
fazendo com que ocorra, provavelmente, uma menernalizacdo dos lipoplexos e,

logo, uma menor percentagem de células transfextada

E&E Galactose (0 mg/ml)

80- EE3 Galactose (40 mg/ml)

Percentagem de células transfectadas com GFP

Figura 22 Efeito da presenca da galactose na percentagesludascHepG?2 transfectadas. Os complexos
foram preparados, nas razfes de carga (+/-) 2/1, €dm ou sem 10 e @26 de asialofetuina (ASH)g de

ADN e incubados com as células, durante 4 horagnein de cultura com soro contendo ou ndo 40mg
de galactose/ml. A percentagem de células trarsfast (expressam GFP), avaliada 48 horas apos a
transfeccdo, é uma média + desvio padrdo de tidis e € representativa de pelo menos dois ensaios
independentes. Os asteriscos (** p <0,01) corredponaos valores obtidos com células transfectadas
com lipoplexos, na presenca de 40mg de galactasglral diferem significativamente dos obtidos com
células transfectadas com os mesmos lipoplexosnmasséncia de galactose.

3.10 Efeito da asialofetuina na ligacdo e associagéacelular dos

lipoplexos nas células HepG2

Para investigar se a potenciacédo da actividadédaa dos lipoplexos, induzida pela

associacdo da asialofetuina, envolvia o aumentigdedo e internalizacao celular dos
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complexos, avaliaram-se estes dois parametros, émlag HepG2, utilizando

lipoplexos preparados com lipossomas marcados comelddamina-PE.
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Figura 23 Efeito da associacdo de asialofetuina e da presbngalactose na extenséo de ligacdo (A) e
associacdo celular (B) dos lipoplexos em célulapG2Z Os lipoplexos, preparados com lipossomas
marcados com 1% de radamina-PE, foram produzidosmz&o de carga (+/-) 4/1, contendo ou n&o
asialofetuina. As células foram incubadas compsplexos, na presenca ou auséncia de galacto8€, a 4
(ligacdo) ou a 37°C (associacdo celular). Os rdodt foram expressos em RFU/b@lulas (média +
desvio padréo de triplicados) e sdo representatiiepelo menos trés ensaios independentes. Os
asteriscos (***p <0,001) correspondem aos valoredos com células transfectadas com lipoplexos
preparados com asialofetuina, que diferem sigtifiaenente dos obtidos com as células tratadas @om o
lipoplexos simples.
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As células foram incubadas com os lipoplexos a 4&8a avaliar a ligacdo dos
lipoplexos, uma vez que a esta temperatura naseoeadocitose, e a 37°C, para avaliar
a associacao celular, jA que a esta temperaturaeotms dois processos, ligacdo e
internalizacao celular. Tal como se pode constagdos resultados apresentados na
Figura 23, a associacdo da asialofetuina aos #&gopl resultou num aumento
substancial da extensdo da ligacdo e da associzglatar dos complexos. Este
aumento, face aos valores registados com os lipoplesimples, deve-se,
possivelmente, a ligacdo da asialofetuina dos lgpagd ao receptor ASGP, presente nas
células HepG2, promovendo assim uma maior ligacéxeenalizacdo dos complexos
[21; 52]. No que diz respeito ao efeito da galastabservou-se que a presenca desta
molécula ndo teve qualquer efeito nos niveis dacéig e internalizacdo celular dos
lipoplexos simples, enquanto nos lipoplexos pregsaom asialofetuina (4/1 20ASF)
provocou uma reducdo manifesta quer da ligacdodpuassociacdo celular (Figura 23).
Estes resultados mostram, de acordo com o espejael@, galactose livre compete com
a asialofetuina dos lipoplexos (4/1 20ASF) pelad#@p ao receptor ASGP, reduzindo,
consequentemente, a ligacdo e a internalizacaesdépbplexos. Contrariamente ao
esperado, observaram-se, para ambas as formuldedasnplexos, valores de ligacao
superiores aos valores de associacdo celular. Urssiveb explicacdo para estes
resultados reside no facto da constante de digsmrser maior a medida que aumenta a
temperatura, ou seja, a fraccao dos lipoplexossquéissocia tende a aumentar face a
fraccdo que permanece associada. Assim, a 37%@balplidade de ocorrer dissociacao
entre os lipoplexos e a célula € maior do que a #%fe facto pode, pelo menos
parcialmente, justificar a obtencdo de uma magaciio do que associacdo celular. Por
outro lado, o processo de endocitose, na linhdarteepG2, pode ser um processo
com uma cinética lenta, o que, muito provavelmecaairibuiria em grande parte para

este resultado inesperado [54].
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Conclusao

Embora o hepatocarcinoma seja um tumor altamenligmoasendo o terceiro tipo de
cancro que causa maior mortalidade a nivel mundiéigado é um érgado que possui
uma vasta gama de caracteristicas que o tornamnbasttraente para a terapia genica.
Uma das suas caracteristicas mais atractivas eto tee no figado ser expresso
especificamente e abundantemente o receptor dgialp@teina na superficie dos
hepatocitos. Para além disto, este receptor erceatrainda sobreexpresso em
hepatdécitos cancerigenos. Embora tenha sido feitauasta pesquisa na busca de um
vector, que torne a entrega do material genétitmenfe e especifico para as células
cancerigenas do figado, ainda existe um vasto canantercorrer para alcancar uma
estratégia adequada. Os estudos realizados nowsilinos em torno da utilizacéo de
complexos lipossoma catiénico/ADN, para transpdeematerial genético, resultaram
num progresso assinalavel destes sistemas. Edbalhima consistiu portanto no
desenvolvimento de um sistema de base lipidicac@skna um ligando para o receptor
ASGP que apresentasse uma elevada capacidadensiedc@io, que fosse estavel nos
fluidos biolégicos e que tornasse o transporteteega de material genético especifico
para as células de hepatocarcinoma. As difereatasifacdes de complexos (diferentes
razdes de carga (+/-) e distintas quantidades @dofetuina) foram submetidas a
ensaios de actividade biologica, a estudos dosnisguas responsaveis pela actividade
biolégica, bem como a analise de proteccdo do mbtgnético, que permitiram tirar

conclusdes cruciais, tais como:

A associacdo da asialofetuina aos lipoplexos EPO®&E€sterol/ADN resulta,
geralmente, numa potenciacdo significativa da egdi@ do transgene bem como da
percentagem de células transfectadas, dependeretensdo desta potenciacdo da
razao de carga (+/-) e da quantidade de asialotetassociada. A maior potenciacao
induzida pela asialofetuina foi verificada paralipgplexos EPOPC:Colesterol/ADN
(+/-) 4/1, com 20ug de asialofetuina/ pg de ADNL(@DASF) na linha celular HepG2.
A potenciacéo exibida pelas formula¢gées com asalofa foi manifestamente reduzida
na linha celular Hela.
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Algumas das formulagBes de complexos de lipossaradénicos/ADN produzidas
demonstraram uma diminuicdo significativa da sueidade bioldgica na presenca de
soro. Porém as formulacdes de lipoplexos EPOPCs@utd/ADN (+/-) 4/1, com e sem
20ug de asialofetuina/ pg de ADN (4/1 20ASF) apriesa resisténcia ao efeito
inibitério do soro.

O aumento da razao de carga (+/-) nos lipoplexoBRIE@PC:Colesterol/ADN simples
promove um aumento da compactacdo e proteccdo dbl. AD associacdo da
asialofetuina aos lipoplexos anula o efeito do aumela razdo de carga (+/-) dos
lipoplexos, embora a presenca da asialofetuindteesum aumento da compactacao e
proteccédo do ADN.

A adicdo da galactose ao meio de transfeccdo dqmopléxos de
EPOPC:Colesterol/ADN revestidos de asialofetuirsalta na diminuig&do significativa
da expressao do transgene bem como da percentageétuths transfectadas da linha

celular HepG2.

A presenca da asialofetuina nomeadamente nos éipaplEPOPC:Colesterol/ADN (+/-

) 4/1, com 20ug de asialofetuina/ ug de ADN origuma aumento substancial da
extensdo da ligacdo e da associacdo celular, na tehlular HepG2. A adicdo da
galactose livre leva a reducdo manifesta quergdgdio quer da associacéo celular dos
lipoplexos provocada pela presenca da asialofetuina

Os resultados obtidos neste estudo demonstram sgee lgpoplexos, preparados com
lipossomas catidnicos de EPOPC:Colesterol e astaioh, constituem um novo
sistema de transporte e entrega de material genétie podera ser de estrema
importadncia para o desenvolvimento de novas egtestéantitumorais contra o

hepatocarcinoma.
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