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Resumo

A terapia génica ¢ uma estratégia terapéutica bastante promissora, que permite
ndo so6 tratar, como também prevenir ou eliminar as causas de uma patologia, alterando
o atual paradigma da medicina. Esta modalidade terapéutica tem sido aplicada em diversas
patologias, de origem hereditaria ou multifactorial. No entanto, o desenvolvimento de
sistemas de transporte e entrega de material genético seguros e eficazes continua a ser
um dos principais desafios para a sua implementacao clinica.

Embora a eficacia dos vetores ndo-virais seja inferior a dos vetores baseados em
virus, estes apresentam algumas vantagens, quando comparados com os vetores virais,
como por exemplo a baixa imunogenicidade, facilidade de producao, estabilidade, ¢ a
capacidade de transportar sequéncias nucleotidicas maiores. Entre os vectores nao-
virais, os sistemas de base polimérica tém-se revelado vetores bastante promissores para
o transporte e entrega de material genético, destacando-se pela sua versatilidade, pela
variedade de métodos de sintese disponiveis e pela facilidade de funcionalizacao
quimica, que permitem a optimizagdo da sua relagdo estrutura/atividade, a fim de
incrementar a eficicia do nanossistema.

Nexte contexto, o objectivo deste trabalho consistiu em desenvolver um
nanossistema de transporte e entrega de material genético de base polimérica, eficaz e
inovador, que induzisse uma elevada expressdo do transgene, aliada a uma reduzida
citotoxicidade.

Deste modo, avaliou-se atividade bioldgica de poliplexos baseados no polimero
poli(metacrilato de 2-aminoetil) (PAMA), com diferentes pesos moleculares e
copolimerizado com o polietilenoglicol (PEG). Foram também avaliados outros
parametros como a sua citotoxicidade e a capacidade de condensagdo do ADN. Os
resultados obtidos, na presenca de soro, demonstraram que os copolimeros em bloco
PEG-b-PAMA, promovem a formagado de poliplexos com uma capacidade de transfe¢ao
superior a dos poliplexos baseados, exclusivamente, nos homopolimeros PAMA
correspondentes. A copolimerizacdo com o PEG promoveu, também, a diminuicdo da
citoxicidade dos poliplexos. Ainda assim, e embora os poliplexos baseados no
copolimero PEG-b-PAMA 8900 demonstrassem uma eficacia de transfecao bastante

superior a obtida com a referéncia padrao dos sistemas de base polimérica, a
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polietilenimina ramificada (bPEI), estes nanossistemas induziram niveis de
citotoxicidade demasiado elevados, que comprometem a sua aplicagdo in vivo.

Assim sendo, posteriormente, foi avaliada a capacidade de transporte e entrega
de material genético de poliplexos baseados na combinagdo dos polimeros
poli(metacrilato de etilo-2-dimetilamino) (PDMAEMA) e poli(B-amino éster) (PBAE),
em diferentes proporgdes. Para tal, avaliou-se a atividade bioldgica e a citotoxicidade
das formulagdes em vdrias linhas celulares e analisou-se o seu mecanismo de
internalizacdo celular. Procedeu-se ainda & caracterizacdo fisico-quimica das
formulacdes preparadas com a combinagdo mais promissora, tendo sido avaliado o
tamanho, a carga superficial e a capacidade de condensacdo/prote¢do do ADN. Os
resultados obtidos demonstraram que a combinagdo dos polimeros PDMAEMA e PBAE
conduz a formacao de poliplexos que tem a capacidade de entregar o material genético
no nucleo. Os poliplexos preparados com a combinagdo PDMAEMA:4PBAE, na razao
de carga N/P 25/1, foram selecionados como a melhor formulagdo, devido a sua elevada
capacidade de transfecdo, mesmo na presenca de soro, e aos reduzidos niveis de
citotoxicidade. Adicionalmente, os outros ensaios experimentais demonstraram que os
poliplexos baseados nesta combinacdo de polimeros sdao internalizados,
maioritariamente, por endocitose mediada por clatrinas, promovendo a expressdo do
transgene numa elevada percentagem de células. Para além disso, estes nanossistemas
apresentam uma elevada protecdo de material genético e um tamanho reduzido,

caracteristicas estas favoraveis a sua aplicacao in vivo.

Palavras-chave: Terapia Génica, sistema de transporte e entrega de material genético,

poliplexos, polimeros catidonicos, combinac¢do de polimeros.
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Abstract

Gene therapy is a very promising therapeutic strategy that allows not only to
treat but also to prevent or eliminate the causes of a disease, changing the current
medicine’s paradigm. This therapeutic technique has been applied in several
pathologies, from hereditary to multifactorial diseases. However, the development of
safe and effective gene delivery systems remains one of the main challenges to its
clinical application.

Although non-viral delivery systems are less effective than the viral ones, they
offer several advantages, when compared to viral vectors, including low
immunogenicity, ease in production, stability, and higher capacity to carry nucleic
acids. Among non-viral vectors, polymeric-based ones have emerged as promising
systems for the transport and delivery of genetic material. These gene carriers are
advantageous especially due to their versatility, the number of synthetic methods
available and the facile chemical functionalization, which allows the optimization of
their structure/activity relationship in order to increase the efficiency of the nanosystem.

In this context, the aim of this work was to develop a novel and effective
polymeric-based gene delivery system, which would induce a high expression of the
transgene with reduced cytotoxicity.

Therefore, the biological activity of polyplexes based on poly(2-aminoethyl
methacrylate) (PAMA) polymer, with different molecular weights and copolymerized
with polyethylene glycol (PEG), was evaluated. Other parameters, such as its
cytotoxicity and the ability to condense DNA, were also tested. The results obtained in
the presence of serum demonstrated that PEG-b-PAMA block copolymer promotes the
formation of polyplexes with higher transfection activity than the corresponding
homopolymer PAMA-based polyplexes. The copolymerization with PEG also promoted
a decrease of cytoxicity of the polyplexes. Nevertheless, and although the PEG-b-
PAMA 3900-based polyplexes demonstrated a transfection efficiency much higher than
the obtained with the standard reference of the polymer-based systems, the branched
poly(ethyleneimine) (bPEI), these nanosystems induced high levels of cytotoxicity,
which compromise their in vivo application.

Therefore, the ability to transport and deliver genetic material associated to

polyplexes based on a combination of different proportions of poly(B-amino ester)
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(PBAE) and poly[2-(dimethylamino)ethyl methacrylate] (PDMAEMA) was evaluated.
For this purpose, the biological activity and the cytotoxicity of the formulations were
evaluated in different cell lines and their mechanism of cellular internalization was also
studied. The physicochemical characterization of the most promising formulations was
performed in order to obtain the size, surface charge and condensation/protection ability
of the DNA. The obtained results demonstrated that the combination of PDMAEMA
and PBAE polymers leads to the formation of polyplexes that have the ability to deliver
the genetic material into the nucleus. The polyplexes prepared with the combination
PDMAEMA: 4PBAE, in the N/P 25/1 ratio, were selected as the best formulation due to
their high transfection activity, even in the presence of serum, and their reduced levels
of cytotoxicity. In addition, the other experimental studies have demonstrated that these
polyplexes based on this combination of polymers are internalized mostly by clathrin-
mediated endocytosis, promoting the transgene expression in a high percentage of cells.
Moreover, these nanosystems present a high protection of genetic material and reduced

size, which are suitable physicochemical properties for in vivo applications.

Keywords: gene therapy, gene delivery, polyplexes, cationic polymers, combination of

polymers
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1. Introducao

1.1.Terapia génica

A terapia génica € uma estratégia terapéutica que consiste na transferéncia de
material genético exdgeno para uma célula especifica, a fim de obter um efeito
terapéutico, corringindo a expressdo dos genes responsaveis pela situagio patologica’.
Enquanto que a maioria das estratégias terapéuticas implementadas apenas combatem os
sintomas da doenca, a terapia génica ¢ uma alternativa promissora que tem como
objetivo prevenir, tratar ou eliminar as suas causas’. Para alcancar estes objectivos, a
terapia génica exige o desenvolvimento de sistemas de entrega de genes capazes de
transferir o material genético, de um modo seguro e eficaz, numa grande diversidade de
células.

A terepia génica ¢ subdividida em duas categorias distintas: a terapia génica
germinativa e a terapia génica somatica'. A terapia génica germinativa envolve a
manipulacdo do material genético das células germinativas, pelo que as alteragdes
induzidas no genoma sdo hereditarias. A terapia génica somdtica envolve apenas a
manipulagdo de células dipldides, pelo que a alteragdo gendmica promovida ndo afecta
as geracdes seguintes’. Embora a terapia génica germinativa permitisse irradicar
doengas genéticas hereditdrias, a sua aplicagdo ¢ limitada por questdes técnicas, éticas e
de seguranca. Deste modo, terapia génica somadtica, que possibilita a transferéncia do
material genético ex vivo, in sito ou in vivo, € a alternativa mais viavél e realista para um
futuro proximo’".

A terapia génica ¢ uma estratégia terapéutica que tem vindo a ser explorada para
uma enorme diversidade de patologias® (Figura 1). Apesar de, inicialmente, estar focada
no tratamento de doengas monogénicas, como a fibrose cistica ou a hemofilia,
actualmente a comunidade cientifica procura aplicar esta modalidade terapéutica a
doencas poligénicas, tais como: cancro, doencas cardiovasculares, alteracdes
neurodegenerativas, artrite, diabetes mellitus, entre outras’. A elevada taxa de
mortalidade do cancro, associadada a ineficicia das estratégias terapéuticas
implementadas , leva a que a maioria dos ensaios clinicos de terapia génica lhe sejam

direcionados (64,4%)’. Com uma percentagem também relevante, destacam-se as



doengas monogénicas, cardiovasculares ou infeciosas, que representam cerca de 25%

dos ensaios clinicos realizados até a data.

Indications Addressed by Gene Therapy Clinical Trials \\;{_':

Cancer diseases 64.4% (n=1517)
D Monogenic diseases 10% (n=235)
@ |Infectious diseases 7.6% (n=179)
@ Cardiovascular diseases 7.5% (n=177)
Neurological diseases 1.8% (n=43)
@ Ocular diseases 1.8% (n=34)
Inlammatory diseases 0.6% (n=14)
@ Other diseases 2.3% (n=54)
@ Gene marking 2.1% (n=50)
Healthy volunteers 2.2% (n=53)

Figura 1- Patologias alvo nos ensaios clinicos de terapia génica’.

Em 1990 foi realizado o primeiro ensaio clinico de terapia génica. Blaese e a sua
equipa introduziram um gene terapéutico em linfécitos T do sangue periférico de duas
criangas com imunodeficiéncia combinada sereva, patalogia caracterizada pelo défice da
enzima adenosina deaminase’. Desde esse periodo, verificou-se um crescimento
exponencial na identificagdo de genes associados a patologias, bem como no
desenvolvimento de vetores capazes de os transportar, facto este que se espelha no
aumento do numero de ensaios clinicos realizados nos ultimos anos (Figura 2)%. No
entanto, a historia da terapia génica ¢ também marcada por alguns incidentes graves,
cujo efeito ¢ observado pela diminui¢do do numero de ensaios clinicos realizados nos
anos seguintes a que esses incidentes sao reportados. Dos efeitos adversos registados
destaca-se, em 1999, a ocorréncia de uma morte causada pela elevada imunogenecidade
de um vetor adenoviral ° e, em 2002, o desenvimento de leucemia, como consequéncia

de uma mutagénese insercional induzida por um retrovirus'’.



Figura 2- Numero de ensaios clinicos aprovados mundialmente envolvendo terapia
génica entre 1989 e 2016°.

A terapia génica, embora seja um estratégia bastante promissora, apresenta
algumas limitagdes que condicionam a sua aplicacdo clinica. A complexidade das
patologias ¢ um dos fatores limitantes, pois o sucesso da terapia génica pode ser
comprometido pela causa multifactorial das patologias alvo. Para ultrapassar esta
limitagdo € necessario explorar e interpretar, do ponto de vista da biologia molecular , as
alteracdes decorrentes bem como as consequéncias funcionais, para que se possa actuar
no alvo molecular correto. Ainda assim, a seguranga e/ou eficacia dos diferentes
sistemas de entrega de material genético continuam a ser o maior desafio para a sua
aplicacdo na fase clinica''.

Até a data, apenas trés estratégias de terapia génica foram comercializadas'?:
Gendicine™, um vetor adenoviral contendo o gene que codifica a proteina p53,
aprovado na China em 2003, para o tratamento do cancro da cabega e pescogo'’;
Glybera®, um vetor viral adenoassociado, aprovado na Europa em 2012, para o
tratamento da deficiéncia da lipoproteina lipase'®; Imlygic™, aprovado em 2015 pela
FDA, um vetor viral herpes simplex, geneticamente modificado de modo a promover
uma resposta antitumoral seletiva, através da replicacdo viral nas células tumorais e da
estimulagdo do sistema imunitario, através da expressao do fator de crescimento de

colénias de granuldcitos e macrofagos (GM-CSF) .



1.2. Agentes terapéuticos e sistemas de entrega de material genético

Nas estratégias de terapia génica existem dois componentes igualmente cruciais:
o agente genético (4cidos nucleicos) e o sistema de entrega do material genético'®.
Quanto ao agente terapéutico, uma das estratégia mais utilizadas ¢ inclusdo de uma
sequéncia transgénica num plasmideo de ADN (pADN). A utilizagdo do plasmideo
apresenta algumas vantagens, tais como a facilidade de constru¢do, manipulacdo,
produg¢do e armazenamento, assim como a capacidade de inclusdo de sequéncias
nucleotidicas maiores € um risco muito menor de mutagénese insercional, em
comparacdo com vectores virais. Alternativamente, pode-se recorrer a estrégias de
interferéncia de ARN, tais como microARN (miARN), small interfering ARNs
(siARNS), short hairpin ARNs (shARNs) e oligonucleotidos antisense. Apesar de ambas
terem a mesma base molecular, enfrentam diferentes desafios relativamente a entrega do
material genético, ja que o seu tamanho, a estabilidade dos complexos formados e o
mecanismo/local de agio sdo diferentes'’. Estas moléculas, para além de serem bastante
susceptiveis a degradagdo enzimatica e a depuracdo renal e hepatica, t€ém, devido a sua
natureza anidnica, uma capacidade limitada de atravessar as membranas celulares.
Assim, o desenvolvimento de sistema de entrega de material genético ¢ da maior
importancia para impulsionar a implementagdo clinica da terapia génica'®. Os vetores
utilizados como sistemas de entrega de genes podem ser classificados como vetores
virais e vetores nao virais (Tabela 1), sendo a sua eficacia definida com base na sua
capacidade de transducdo e transfecgdo, respectivamente. A transdugdo e transfecgdo
sdo termos que englobam todo o precurso do vetor, desde a entrada na célula até a

expressao do gene.

Tabela 1- Sistemas de transporte e entrega de material genético.

Vetores nio-virais
Vetores Virais Meétodos Fisicos Meétodos Quimicos
Adenovirus Eletroporagdo
Virus adenoassociados Sonoporagao Base Lipidica
Lentivirus
Retrovirus Injecdo Base Polimérica
Virus Herpes simplex hidrodindmica




Um vetor de terapia génica eficaz, seja qual for a via pela qual ¢ administrado,
tem de ser absorvido pelo tecido alvo e promover niveis teraputicos de expressao
génica. No entanto, a distribuicdo do vector apds a administracdo ¢ condicionada por
varias barreiras fisioldgicas. A ativacao do sistema imunitario, contra o vetor, ou contra
o produto resultante da expressao do transgene, ¢ uma das maiores limitagdes da terapia
génica'®. A imunogenicidade excessiva ¢ um dos maiores problemas dos vetores virais
que sdo, naturalmente, reconhecidos e eliminados como agentes patogénicos. No
entanto, os vetores nao virais também conduzem a ativacao do sistema imune inato, que
medeia a elimina¢io dos nanossistemas através da opsonizacdo ou fagocitose'’. A
elevada concentracdo de sais, caracteristica dos fluidos fisioldgicos, reduz as repulsdes
electrostaticas entre os vetores cationicos, levando a agregacdo dos nanossistemas. Para
além da instabilidade coloidal, as interagdes inespecificas com as proteinas plasmaticas,
como por exemplo a albumina, também induzem a agregac¢do das nanopaticulas. O
agregado formado, para além de ser rapidamente eliminado pelos macréfagos, levando a
diminuicdo da expressdo do transgene, pode induzir a embolia dos capilares
pulmonares®.

Os sistema de entrega de ADN, depois de sofrerem a acumulacao no tecido alvo
e a internalizagdo celular, tém ainda de evitar a degradacdo lisossomal e aceder a
maquinaria de transcri¢do localizada no nucleo. A internalizagdo nuclear destaca-se
como uma das principais barreiras na transfeccao de células quiescentes com sistemas
ndo virais, pois o envelope nuclear destas células encontra-se permanentemente intacto,
impedindo a penetragio do material genético®’.

Dado o elevado espetro de patologias em que a terapia génica pode atuar, ndo
existe um sistema de entrega unico, cujas propriedades sejam desejaveis para todas as
aplicagdes. No entanto, para uma aplicagdo especifica, um vector “ideal” deve ser
administrado por uma via ndo invasiva, deve ser seletivo para um determinado tipo de
células ou tecido, e expressar, de forma controlada, uma quantidade de material

genético suficiente para exercer uma ac¢io terapéutica”.

1.2.1. Vetores virais

O ciclo de vida de um virus consiste primeiramente na infec¢do, na qual ocorre a

introducao do genoma viral na célula hospedeira, seguindo-se a replicagdo do material
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genético, que culmina na forma¢ao de novas particulas virais que sdo, posteriormente,
libertadas pela célula®. Esta capacidade de infecdo inerente aos virus, associada ao
desenvolvimento da engenharia genética, possibilitou o desenvolvimento de vetores
com elevada capacidade de transducdo. Aproximadamente 70% dos ensaios clinicos de
terapia génica recorrem a vetores virais, nos quais o genoma viral ¢ manipulado, sendo

susbtituidos os genes associados a patogenecidade dos virus por genes terapéuticos™

(Figura 3).

Vectors Used in Gene Therapy Clinical Trials (W)
Adenovirus 21.7% (n=526)
Retrovirus 18.3% (n=444)
Naked/Plasmid DNA 17.4% (n=422)
Vaccinia virus 7% (n=170)
Adeno-associated virus 6.7% (n=162)
Lentivirus 5.6% (n=135)

Lipofection 4.7% (n=115)

@ Poxvirus 4.2% (n=103)
Herpes simplex virus 3.5% (n=86)
Other vectors 7.7% (n=188)
Unknown 3.1% (n=76)

The Journal of Gene Med

Figura 3 — Tipos de vetores utilizados nos ensaios clinicos de terapia génica’.

Os vetores virais subdividem-se em duas categorias: os vetores de integragao e
os vetores epissomais. Os vetores de integracdao inserem o seu genoma no cromossoma
da célula hospedeira, enquanto que, os vetores epissomais sdo mantidos como um
elemento genético extracromossomal. Os vetores de integragdo permitem uma
expressao a longo prazo, ja a expressao dos vetores epissomais, embora seja igualmente
eficiente, ¢ apenas temporaria, pois ¢ diluida pelas sucessivas replicacdes celulares.
Assim, a escolha do vetor viral depende da patologia a que a terapia génica se destina.
Enquanto que doengas genéticas exigem uma expressdo prolongada do transgene,
algumas patologias, como por exemplo cancro, exigem niveis de expressao elevados,
mas transientes.

Os tipos de virus mais explorados como vetores de terepia génica sdo os
adenovirus, retrovirus, virus adenoassociados, os lentivirus e os virus Herpes Simplex
(Tabela 2).

Os vetores retrovirais foram os primeiros vetores virais a serem utilizados em
ensaios clinicos de terapia génica’. No entanto, o risco elevado de mutagénese

22,23
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inserciona , associado a integracdo aleatoria do genoma retroviral no genoma da

célula hospedeira, limita a sua utilizacdo como vetor.



Os adenovirus sdo o tipo de virus mais utilizado como vector viral em ensaios
clinicos de terapia génica, destacando-se pela capacidade de acomodar grandes
sequéncias génicas (aproximadamente 37 Kb) e pela facilidade de purificagdo, o que
simplifica o processo de producdo em larga escala’®. Os adenovirus sdo utilizados na
transducao de células em divisdo e células quiescentes numa grande diversidade de
tecidos, permitindo obter, embora de forma transiente, elevados niveis de transducao.
Apesar das vantagens acima referidas, a utilizacdo deste vetor esta associada a elevados
niveis de imunogenicidade, pois cerca de 80% da populacdo saudavel tem anticorpos
contra os mais de quarenta serotipos de adenovirus®=".

Os vetores adenoassociados apresentam caracteristicas semelhantes aos vetores
adenovirais, no entanto sio menos imunogénicos’. Estes vetores podem manter o seu
genoma num epissoma linear, ou, caso codifiquem o gene rep, integram o seu genoma
num local especifico do cromossoma 19?°. No entanto, estes vetores apresentam
algumas limitagdes, tais como um processo de produgdo complicado, uma capacidade
limitada de incorporac¢do do transgene ( até 4,8 kb) e a necessidade de co-infec¢do com
um virus auxiliar (adenovirus ou virus herpes simplex).

Os lentivirus sd3o uma subclasse dos retrovirus, que se destaca pela sua
capacidade natural de infectar células quiescentes, pela expressdo estavel do transgene a

22 ,
27 Para além

longo prazo e pela capacidade para acomodar maiores sequéncias génicas
disso, este sistema viral apresenta um nivel baixo de imunogenicidade. Devido ao
elevado tropismo para as células estaminais neurais, os lentivirus tem sido amplamente
utilizados na transferéncia de genes ex-vivo no sistema nervoso central®.

Os virus Herpes Simplex apresentam varias propriedades que os enaltecem
como vetores, tais como: a capacidade de acomodar grandes sequéncias génicas (50 kb)
e a infecdo do sistema nervoso, com a permanéncia num estado latente que pode,
posteriormente ser reactivado, prolongando a expressio do transgenezg. Outra
caracteristica relevante destes vetores € sua capacidade de replicagdo seletiva em células
tumorais, conseguida devido a complexidade genética do genoma viral, que permite
obter diferentes tipos de vectores atenuados com propriedades oncoliticas®®. No entanto,
o maior obstaculo a utiliza¢do destes vetores ¢ a imunidade pré-existente, que promove
a eliminac¢do dos vetores e das células transduzidas que expressam as proteinas virais.

Outra das limitacdes ¢ a possibilidade de recombinag¢do entre o genoma wild-type,

presente nas células transduzidas e em estado latente, e o genoma do vetor™.



Tabela 2- Alguns dos vetores virais mais utilizados como sistema de entrega de genes.

Packaging Expressiao do
Vetor Tropismo Genoma vetorial
capacity transgene
Células
quiescentes e . :
Adenovirus 37 kb Epissomal Transiente
células em
divisao
Células em
Retrovirus 8 kb . Integrado Prolongada
divisdo
Epissomal
Células :
: (integrado no
Virus quiescentes e
<5kb cromossoma 19 se Prolongada
Adenoassociados células em :
o contiver o gene
divisao
rep)
Células
quiescentes ¢
Lentivirus 8 kb Integrado Prolongada
células em
divisdo
Células
Virus Herpes quiescentes e . :
>30 kb Epissomal Transiente
Simplex células em
divisao

Apesar da elevada capacidade de transdugdo, os vetores virais apresentam
algumas limitacdes graves, tais como o potencial carcinogénico, a elevada
imunogenicidade, a inflamagao dos tecidos e o potencial para formar outros virus e
gerar outras particulas virais por recombinagdo. Para além disso, estes sistemas de
entrega apresentam restrigdes no tamanho do gene inserido, dificuldade de producao e
um custo excessivo’.

De modo a optimizar a sua eficacia como sistemas de transporte e entrega de
material genético tém sido feitas vérias alteracdes nos genomas virais® . Essas alteracdes
podem envolver uma ampla variedade de caracteristicas, tais como: uma melhor
capacidade de infecgdo, a capacidade de se direcionarem de forma especifica para
determinados marcadores celulares, ou a capacidade de inser¢ao de maiores sequéncias

génicas .



1.2.2. Vetores nao virais

Os vetores ndo virais surgiram como uma alternativa aos sistemas virais, tendo-
se tornado particularmente benéficos para estratégias terapéuticas que impliquem mais
do que uma administragdo. Embora a eficiéncia de transfecdo dos sistemas ndo virais
seja inferior a dos sistemas virais, estes tém a capacidade de direcionar a entrega do
transgene para uma populacdo celular especifica, com niveis de imunogenicidade
reduzidos. Para além disso, estes vetores ndo tém potencial carcinogénico € permitem a
utilizagdo de maiores sequéncias génicas®’.

Os sistemas ndo virais podem ser subdivididos em dois grupos distintos:
baseados em métodos fisicos ou baseados em quimicos de entrega do material

14 s 20
genetico™ .

1.2.2.1. Meétodos Fisicos

Os métodos fisicos utilizados na entrega do material genético, in vitro ou in vivo,
baseiam-se na inducdo da destabilizacdo da membrana celular, a fim de alterar o seu
estado de permeabilizagdo, para que moleculas exdgenas, tais como o ADN, possam

entrar na célula®. Essa destabilizagdo pode ser induzida através da utilizagio de

impulsos  eléctricos de alta intensidade (elec‘[roporag::?10)34’35 ,  ultra-sons

36,37

(sonoporacao) ou de um campo magético (magnetofection) (Tabela 3).
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Tabela 3- Principais métodos fisicos de entrega de material genético.

Método Fisico Principio Vantagens Desvantagens
Seguro Baixa efic4cia da
Inje¢do manual Shmslles transfe¢ao
Microinjeciio de ADN 2 -
Nao aplicavel in vivo
Bombardeamento de particula a Citotoxicidade Pouca penetragao dos
Gene gun ) ) ) )
alta velocidade reduzida tecidos (orgdos internos)
Campo eléctrico induz a - .
o Eficiéncia elevada Danos nos tecidos
Electroporagio permeabiliza¢do da membrana Acessibilidadellimitada
e/ou mobilidade eletroforética dos ele‘Frodos a orgdos
internos
B Ultrassons induzem a ) )
Sonoporagio permeabilizacdo da membrana Imagiologia Eficécia reduzida
citoplasmatica
Complexacdo do material
genético em particulas
magnéticas que sdo . : :
Magnofection . Econémico Eficacia reduzida
posteriormente concentradas na
célula alvo pela aplicacdo de um
campo magnético
Pressdo hidrodindmica, gerada
pela injecdo rapida de um Dificuldade de controlar a
Injecio volume grande da solucdo de Simples cinética da injegdo
hidrodindmica ADN (8 a 12% do peso Eficiéncia elevada (volume e velocidade)

corporal), induz a

permeabilizacdo da membrana

Danos nos tecidos

A injecgdo direta de material genético no citoplasma ou no ntcleo da célula ¢

um método que, possivelmente devido a sua simplicidade e seguranga, assume uma

posicdo proeminente em ensaios clinicos de terapia génica® (Figura 3). No entanto, a

eficiéncia desta estratégia ¢ relativamente baixa, pois o material genético ¢ rapidamente

degradado pelas endonucleases plasmaticas™.
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1.2.2.2.  Meétodos Quimicos

Os métodos quimicos de entrega de material genético sdo mais comuns do que
os métodos fisicos, sendo geralmente baseados em nanoparticulas. As nanoparticulas,
definidas como dispersodes de particulas ou particulas s6lidas com um tamanho na gama
de 1-100 nm, tém-se revelado potenciais sistemas de entrega de uma enorme
diversidade de moléculas terapéuticas, tais como agentes antibacterianos® e
anticancerigenos*’, hormonas*', proteinas*?, vacinas* e material genético®' **,

A elevada razdo area superficial/volume das nanoparticulas possibilita a
modificagdo da sua superficie com grupos funcionais que permitem controlar as
propriedades farmacocinéticas de libertagdo do material genético e a biodistribuigdo das
particulas **. Para além disso, em comparagdo com os sistemas virais, as nanoparticulas
permitem a compactacdo de um plasmideo de maiores dimensdes e ndo apresentam
niveis de imunogenecidade e toxicidade tao elevados.

As nanoparticulas podem ser de base polimérica®®, de base lipidica’’, ou
nanoparticulas  inorgénicas®. As nanoparticulas mais utilizadas como vetores de
material genético sdo de base lipidica ou polimérica, sendo que, recentemente, as
vantagens de cada um destes sistemas tem sido conjugada em nanoparticulas hibridas
polimero-lipido”. De um modo geral, estes vetores sintéticos sdo materiais com
capacidade de formar ligagdes electroestaticas com o ADN ou o ARN, condensando o
material genético em nanoparticulas com didmetro de algumas dezenas a centenas de
nandémetros, que garantem a protecao dos genes € medeiam a sua entrada na célula.

Os lipossomas, nanossitemas amplamente utilizados em estratégias de terapia
génica, destacam-se pela sua diversidade, dado que existe um vasta gama de lipidos
sintéticos e naturais disponivel. Os lipidos catidénicos sdo moléculas anfifilicas, que
contétm um dominio hidrofilico, carregado positivamente, ligado a uma por¢ao

hidrofobica através de um espagador.

I
P P P P G P ~n 4
o7 Rl
— Wo H | Ccr
O
Dominio Hidrofébico Espacador  Grupo hidrofilico

Figura 4 — Representacio da estrutura de um lipido catiénico tipico (DOTAP).
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Embora os trés constituintes influenciem a estrutura final do lipossoma, o
dominio hidrofilico, carregado positamente, ¢ o que tem maior influéncia na eficacia da
transfeccdo. Este grupo estabelece interagdes electrostaticas com o grupo fosfato dos

acidos nucleicos levando a formacao de complexos designados lipoplexos.

Lipossoma Acidos nucleicos Lipoplexo

Figura 5 -Os lipidos catiénicos formam estruturas vesiculares designadas lipossomas.
Os lipossomas sdo complexados com acidos nucleicos dando origem aos lipoplexos. (Imagem
representativa cedida pelo autor de:Cordeiro, R. A. Development of non-viral vectors based on
poly(B-amino ester) segments for gene delivery. (University of Coimbra, 2015).

A biocompatibilidade, biodegradabilidade e auséncia de toxicidade ou toxidade
moderada sdo as principais vantagens destes vetores. No entanto, a sua aplicagdo in vivo
¢ limitada por varios fatores, tais como: reduzida eficacia de transfe¢do, instabilidade
coloidal, susceptibilidade de agregacao na circulagdao sanguinea e dificuldade da sintese
em larga escala™.

As nanoparticulas poliméricas surgem como uma classe de vetores ndo-virais
bastante promissora, destacando-se pela diversidade quimica e facilidade de
funcionalizacdo. Uma vez que os vetores utilizados neste projeto sdo de base

polimérica, o préximo ponto sera dedicado a sua discussdo mais pormenorizada.

1.3. Polimeros cationicos

Os polimeros catidnicos tém vindo a revelar-se sistemas de entrega bastante
atrativos para a terapia génica, destacando-se pela facilidade com que as suas
propriedades  fisico-quimicas sdo moduladas’’. As interacdes electrostaticas
estabelecidas entre os grupos cationicos do polimero (aminas) e os grupos aniénicos dos

acidos nucleicos (grupos fosfato) levam a formagdo de complexos, designados
13



poliplexos. Estas interagdes devem ser suficientemente fortes para proteger o material
genético de enzimas nucleoliticas mas, a0 mesmo tempo, permitir a entrega e libertagao
eficiente do material genético na célula alvo.

A variedade de métodos de sintese, aleada a enorma diversidade de polimeros
existentes, permite obter nanoparticulas poliméricas com diversas funcionalidades e
propriedades fisico-quimicas. Estes vetores, apresentam ainda algumas vantagens
sobre os lipoplexos, tais como a capacidade de penetracdo de tecidos, a estabilidade em
fluidos fisiologicos e a versatilidade de perfis de libertagdo controlada™.

No entanto, a utilizagdo de nanoparticulas poliméricas catidnicas apresenta
algumas limitagdes, tais como o uso de solventes organicos toxicos no processo de
producdo, o encapsulamento ineficaz de agentes terapéuticos de natureza hidrofilica e
problemas de produgdo em laga escala’'™>. A aplicacdo de nanoparticulas poliméricas in
vivo ¢ limitada, essencialmente, pela citotoxicidade dos poliplexos e pela reduzida
eficacia da transfeccdo. A citotoxicidade ¢ influenciada por véarias propriedades do
polimero, tais como o peso molecular, a densidade de carga, a estrutura e a flexibilidade
conformacional®®. Embora a natureza catiénica do polimero promova a internalizacio
celular, a carga positiva dos complexos interage com componentes celulares, inibindo
alguns processos celulares, tais como a atividade de canais idnicos e receptores
membranares, com consequente alteracio do metabolismo celular’. Por exemplo, a
citotoxicidade induzida pelo polimero PEIL in vivo, ¢ devida a destabilizacao da
membrana celular dos glébulos vermelhos, que conduz a ativacdo de processos
necréticos, apoptoticos e de autofagia®®. O tamanho dos poliplexos é também um fator
limitante para a biocompatibilidade do nanossistema®’®. Geralmente, se os complexos
forem demasiado grandes ocorre a sua acumulagao no figado (50 a 100 nm), no bago (
>200 nm) ou nos capilares pulmonares (2-5 pum)’’. No entanto, se as nanoparticulas
forem demasiadamente pequenas, com um didmetro inferior a Snm, sofrem depuragao
renal, apds administracao intravenosa™. Quanto 4 eficcia da transfecdo, esta &
condicionada pela capacidade dos poliplexos ultrapasarem uma série de barreiras extra e

intracelulares (Figura 6).

14



Formacdo dos poliplexos Barreiras Extracelulares Barreiras intracelulares

Adsorgio asuperficie
celular

Endocitose

S e
5 + Y O = Escapedo [ @ N
> : ' @EM‘<@ —
Polimero Acidos A
cationico \l/ nucleicos
Transporte no (@

citoplasma Microtibuf /’

“Vo © Escape do

Poliplexos @ = @ 0
- == 1 @ Intarnalizacio
- Protecdo do material genético i Citoplasma Nicleo e

- Encapsulamento de plasmideos de
maiores dimensdes
- Processo de sintese e purificagdo i - Escape da via endolisossomal

simples - Transporte citoplasmético
- Economicamente viavel - Internalizag&o nuclear

- Libertagdo do material genético

-Modo de administragéo facil
- Estabilidade na circulagdo sanguinea
- Evitar a depuragdo hepética ou renal
- Especifico para a célula alvo
- Transfeg&o de células quiescentes
- N&o imunogénico
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Figura 6— Barreiras a ter em conta no design de poliplexos para a entrega eficaz do
material genético na célula alvo. (Adaptado de Nat. Rev. Drug Discov. 4, 581-93 (2005)).

A agregagao das nanoparticulas poliméricas, resultante da interacao destas com
as proteinas plasmaticas (carregadas negativamente) e, a consequente eliminacdo do
vetor pelas células fagociticas ou através do sistema reticuloendotelial®®, ¢ um fator
limitante para a eficicia da transfecdo in vivo®'. Deste modo, a adi¢io de mondémeros
hidrofilicos ao polimero, tais como o polietilenoglicol (PEG), ¢ uma estratégia
frequentemente adoptada, que promove o aumento da estabilidade coloidal, reduz a
citotoxicidade e aumenta a biodisponibilidade, através do bloqueio dessas interacdes

~ . 61
nao especificas com os componentes da corrente sanguinea’ (Figura 7).
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Figura 7- Estrutura do polietilenoglicol (PEG).

A conjugacao do polimero com o PEG cria uma camada de hidratacdo em torno
do poliplexo que, através de efeitos estéreos, ndo s6 minimiza a interagdo com as
proteinas plasmaticas, como evita o reconhecimento pelos componentes do sistema
imunitario. Embora esta estratégia promova um aumento da biodisponibilidade e
biocompatibilidade do nanossistema, verifica-se que a sua utilizagdo conduz a

diminui¢do da internalizacdo dos poliplexos e dificulta o desempacotamento destes,
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impedindo a correta libertagio do ADN®%. Ainda assim, as vantagens dos copolimeros
com PEG para entrega de material genético favorecem a sua utilizagdo. Estes
copolimeros, para além de induzirem niveis de citotoxicidade reduzidos, in vitro e in
vivo, aumentam a solubilidade dos complexos polimero/ADN em &4gua, reduzem as

interagdes com as proteinas do soro e aumentam o tempo de circulagdo do complexo.

Os polimeros catidnicos mais explorados como vetores para estretégias de
terapia génica sao a polietilenimina (PEI), a polilisina (PLL), os polimetacrilatos, o

quitosano e os poli(f-amino ésteres) (Figura 8).
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NH, NH, NH,
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Poli(metacrilato de etilo-2-dimetilamino)

(PDMAEMA)

Poli(p-amino éster)

Figura 8- Estrutura de varios polimeros cationicos utilizados frequentemente na
formacao de poliplexos.

A polilisina (PLL) foi um dos primeiros polimeros cationicos a ser explorado no
desenvolvimento de sistemas de entrega de material genético®™. Este polimero, cuja

estrutura ¢ peptidica, para além de promover uma condensacdo eficiente do material
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genético, tem natureza biodegradavel. No entanto, os niveis de transfe¢ao obtidos com
este polimero sdo relativamente baixos, sendo necessario a utilizagdo de cloroquina para
induzir a ruptura da vesicula endocitica. A polilisina é frequentemente conjugada com
ligandos, tais como o folato e anticorpos, que aumentam significativamente os niveis de
transfecio in vitro e in vivo®'.

A polietilenimina (PEI) ¢ um polimero que tem uma densidade de grupos amina
muito elevada, dos quais apenas 15-20% se encontra protonado a pH fisiologico®. Esta
propriedade tnica permite ndo s6 uma elevada condensagao do material genético, como
garante a fuga da via endolisossomal, uma das barreiras mais limitantes na transfecao
(apresentada no ponto 1.3.2). Deste modo, este polimero promove a entrega e libertacao
do material genético numa enorme variedade de células, in vitro e in vivo % No entanto,
os poliplexos resultantes da condensacdo do material genético com a PEI, sdo propensos
a agregacdo e apresentam uma elevada toxicidade celular, que depende fortemente das
suas propriedades estruturais, especialmente no que diz respeito ao peso molecular e
conformacdo (linear ou ramificada). De modo a optimizar a sua utilizagdo in vivo, tem
sido feitas varias modificagdes na sua estrutura, como por exemplo a conjugacao com
ligandos, que promovem a especificidade do nanossistema, ou a conjugacdo com o
PEG, que promove a biocompatibilidade®. Assim, a PEI ¢ as suas variantes sio dos
polimeros mais explorados como vetores de terapia génica, sendo mesmo considerado o
gold standard de entre os varios polimeros catidénicos.

O quitosano ¢ um polissacarideo biodegradavel que se tornou num dos mais
proeminentes vetores para a transferéncia de genes devido a sua biodegradabilidade,
biocompatibilidade, e facilidade de funcionalizagio quimica67. No entanto, a sua
aplicacdo ¢ significativamente limitada pela baixa eficiéncia de transfeccdo. Para
contornar esta limitacdo, uma variedade de derivados do quitosano, com melhores
propriedades funcionais, tem vindo a ser desenvolvida® .

O poli(metacrilato de etilo-2-dimetilamino) (PDMAEMA) é um polimero
cationico duo-responsivo (temperatura e pH), que tem sido amplamente utilizado como
vetor em terapia génica’’. A influéncia de alguns parimetros, tais como o peso
molecular, o tamanho dos poliplexos, o racio N/P e as condi¢des de transfeccdo (pH,
temperatura) na eficiéncia da transfecdo com este polimero tém sido muito explorada. O
peso molecular ¢ reportado como um dos aspectos principais, sendo que o0s
PDMAEMAs com maior peso molecular levam a formagdao de poliplexos mais

pequenos, que permitem niveis de expressdao do transgene superiores. Contudo, estes
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polimeros revelam também maior citotoxicidade que os PDMAEMASs de menor peso
molecular’’. De modo a minimizar a citotoxicidade, sem comprometer a eficacia da
transfecdo, t€ém sido adoptadas varias estratégias, tais como a adi¢do de segmentos
clivaveis, ou a sintese de copolimeros de PDMAEMA ™.

Os poli-B-amino ésteres sao uma classe de polimeros cationicos com
caracteristicas muito atrativas para o desenvolvimento de vetores de terapia génica,

2,73
7273 Estes

destacando-se pela biocompatibilidade e elevada capacidade de transfec¢ao
polimeros podem ser sintetizados através de uma reacdo de adigdo de Michael entre
uma amina primaria ou uma bis (amina secundaria) e diacrilatos. A facilidade do
processo de sintese, aliada a grande diversidade de mondmeros existente, permite obter
poli-B-amino ésteres com diferentes propriedades fisico-quimicas, tais como
solubilidade, cristalinidade e perfil de degradacdo. Ainda assim, a maior vantagem
destes polimeros ¢ o facto de serem degradaveis por clivagem hidrolitica das ligagdes
¢ésteres. Para além dos produtos da degradacdo serem inertes, o que torna o
nanossistema mais seguro, o proprio processo de degradacdo facilita a libertacdo do
material genético no alvo, aumentando assim a eficacia da transfe¢do’>"*. Os grupos de
Anderson e Langer sintetizaram mais de 2350 poli(B-amino ésteres) lineares cujas
variagdes estruturais foram relacionadas com a eficiéncia de transfecdo e

biocompatibilidade numa vasta gama de linhas celulares’’>"77-"8

. Recentemente, os
poli-B-amino ésteres ramificados e de maior peso molecular revelaram-se, também,
bastante promissores, apresentando uma elevada eficicia de transfecdo e reduzida

citotoxicidade”’.

1.3.1. Targeting e internalizagdo dos poliplexos

O desenvolvimento de nanossistemas com a capacidade de entregar o material
genético especificamente no alvo da terapia € crucial para a implementacdo de
estratégias de terapia génica. A administracao sistémica de nanoparticulas dirigidas a
um tecido, uma célula ou um organelo especifico, ndo s6 reduz os efeitos adversos
associados a adsor¢do por alvos indesejados, como promove o aumento do efeito
terapéutico, devido ao aumento da concentra¢ao no alvo.

Os polimeros catidonicos sao facilmente derivatizados com véarias moléculas, tais
como anticorpos, proteinas, péptidos e aptameros, que se ligam especificamente a

receptores sobreexpressos nas membranas celulares™ . Em alternativa aos sistemas de
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targeting ativos, os poliplexos podem sofrer acumulagdo no tecido alvo devido as
condi¢des patofisioldgicas deste, tais como o pH, a temperatura ou a carga superficial
do tecido, ocorrendo, nesse caso, um targeting passiva. Esta estratégia ¢ amplamente
utilizada em terapias antitumorais, pois a porosidade da vasculatura e o défice da
drenagem linfatica nos tecidos tumorais promove a acumulacdo das nanoparticulas no
intersticio tumoral, processo reconhecido como efeito de permeacdo e retengdo
melhorada (EPR)®'. O targeting passivo pode, também, ser promovido pela conjugacio
com o PEG, pois este aumenta o tempo de circulagdo e evita a agregacao das
nanoparticulas poliméricas.

Apds o extravasamento no tecido alvo, ¢ expectavel que ocorra a internalizacdo
celular das nanoparticulas, para que o material genético possa ser libertado e exerga o
efeito terap€utico desejado. A internalizacdo dos poliplexos pode ocorrer através de
véarias vias endociticas®®, dependendo do tipo de célula® e do tamanho da
nanoparticula®. A endocitose ¢ um processo dependente de energia que pode ser
subdividida em duas categorias: fagocitose e pinocitose® *®. A fagocitose é geralmente
levada a cabo por células especializadas, tais como monocitos, macréfagos e
neutrdfilos. No entanto, ndo ¢ a via endocitica ideal para a internalizagao de poliplexos,
pois € um processo utilizado para eliminar as particulas estranhas e, assim, pode ser um
obstaculo para a entrega eficiente na célula alvo. A pinocitose ¢ subdividida em
macropinocitose, endocitose dependente de clatrina, endocitose dependente de
caveolinas e endocitose independente de clatrinas e caveolinas®. O tamanho dos
poliplexos ¢ um factor critico para a determinacdo de qual das vias de pinocitose ¢
ativada, sendo que, na auséncia de ligandos, o tamanho da particula, por si s0, determina
a via de internalizacio pela qual o poliplexo entra na célula®®*.

A endocitose adsortiva ndo especifica, seguida da internalizacdo mediada por
clatrinas ¢ o mecanismo mais frequentemente adoptado pelos poliplexos, pois estes
nanosistemas catidonicos tendem a estabelecer interagdes com biomoléculas carregadas
negativamente, presentes a superficie da membrana celular, tais como os

proteoglicanos, os glicerofosfatos e as glicoproteinas ***.

1.3.2. Escape endossomal

Apos a internalizagdo mediada por endocitose, os poliplexos sdo direcionados ao

longo da via endocitica, que culmina com a fusdo lisossomal. Os lisossomas, vesiculas
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acidicas com elevada concentracdo de enzimas, promovem a rapida degrada¢do do
material genético. Assim, a fuga dos poliplexes da via endolisossomal ¢ crucial para
garantir a eficacia da transfec¢do. Os polimeros cationicos sao constituidos por aminas,
com diferentes pKa (consoante sejam aminas primarias, secundarias ou terciarias) o que
lhes permite ter diferentes graus de protonagdo, para diferentes valores de pH do meio.
A protonagao sucessiva do polimero no interior do endossoma promove a entrada, por
difusdo passiva, de i0es cloreto com consequente aumento da pressdo osmotica e
rebentamento da membrana endossomal. Este processo, designado como o efeito
“esponja de protdes”, ¢ aceite como o principal mecanismo de escape a degradacdo da

via endossomal pelos poliplexos ® (Figura 9).

Figura 9- Escape endossomal dos poliplexos através do efeito “esponja de protoes”
(Nat. Rev. Drug Discov. 4, 581-93 (2005)).

Uma vez libertados das vesiculas endossomais, os poliplexos tém de se dirigir,
através do citoplasma, para o nucleo. Os poliplexos, devido a sua natureza cationica,
podem mover-se ao longo dos microtubulos, interagindo de forma ndo especifica com
microtibulos anidnicos ou proteinas motoras®’.

A eficacia da transfecdo ¢, também, condicionada pela capacidade do poliplexo
libertar o material genético, para que este possa ser, posteriormente, transcrito no
nucleo. A descondensacdo e libertagio do ADN do poliplexo ¢ promovida pela
diminui¢do da forca da interagdo ADN/polimero, o que pode ser conseguido através da
diminui¢do da carga positiva’’, da conjugacdo do polimero com PEG, ou através da
diminui¢io da massa molecular do polimero’>. Uma alternativa bastante promissora
para contornar esta condicionante ¢ a utilizagdo de polimeros inteligentes, que alteram

as suas propriedades em fun¢io das condi¢des fisiologicas’>**.

Os polimeros
bioredutiveis degradam-se no ambiente intracelular, permitindo a libertacdo rapida e

eficiente de ADN no interior do citoplasma’”.
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1.3.3. Internalizacdo nuclear

Uma vez no citoplasma, o material genético tem de chegar ao nucleo e
atravessar a membrana nuclear para que a transcri¢do ocorra. Enquanto que os sistemas
virais utilizam a maquinaria de importacdo nuclear da célula, os vetores ndo virais
dependem da ruptura da membrana nuclear durante a divisao celular para que ocorra a
internalizacdo nuclear. Aquando da reconstituigdo da membrana nuclear, apos o
processo mitdtico, o material gendémico exdgeno, ¢ integrado no genoma do hospedeiro
e transcrito. Assim, imediatamente antes da divisdo celular, a transfec¢ao ¢ 30 a 500
vezes mais eficaz do que a transfecgdo de células no inicio do seu ciclo celular’®.
Porém, na auséncia de divisao celular, a importacdo do material genético para o nacleo
pode ocorrer através de um processo ativo, no qual ocorre a internalizagdo apos a
associagdo inespecifica do material genético a proteinas ou péptidos que contém o sinal
de localizagio nuclear (NLS)’”. Deste modo, a conjugagio do polimero com sequéncias
peptidicas, reconhecidas pelas importinas expressas na membrana nuclear, ¢ um
estratégia que potencia a internalizacdo nuclear, com consequente aumento da
transfeccio, até mesmo em células quiescentes *.

A consideragdo de todas estas barreiras, intra e extracelulares, ¢ da maior
importancia para optimizar a razdo citotoxicidade/eficacia de transfecdo dos poliplexos
e transpor a sua utilizagao para a pratica clinica. A versatilidade quimica dos polimeros,
aleada ao desenvolvimento de estudos de high-throughput screening e quimica
combinatdria, permite ndo sé explorar novas combinagdes poliméricas, como também
modificar os polimeros ja existentes, para que estes promovam uma entrega € expressao
do material genético eficaz (Tabela 4).

Uma estratégia bastante promissora para ultrapassar as limitagdes associadas a
cada polimero ¢ a combinacdo de polimeros, através de ligagdes covalentes entre si
(copolimeros) ou mesmo pela simples combinacdo de solugdes poliméricas aquando da
transfecdo’. Os copolimeros em bloco permitem a incorporacio de multiplas
funcionalidades numa s6 estrutura polimérica e tém sido muito explorados para
aplicacdo em estratégias de terapia génica. Idealmente, estes copolimeros devem
incorporar um segmento cationico, que garanta a condensac¢do do material genético, um
segmento hidrofilico, que promova a estabilidade e biocompatibilidade da formulacgao e
um segmento biodegradavel, que minimize os efeitos citotoxicos e facilite a libertagao

do material genético no alvo’.
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Tabela 4- Desafios associados a entrega eficaz do material genético dos poliplexos e as
estratégias mais comuns para os ultrapassar.

Barreira

Estratégias adotadas

Critério de design do

Estabilidade na presenca de soro

Conjugagdo com mondmeros e/ou
polimeros hidrofilicos (Ex:
conjugacgdo com PEG)

polimero/molécula conjugada

Segmento hidrofilico que diminui as
interagdes inespecificas (poliplexo-
proteina plasmatica) através efeitos
estéreos

Raz8o segmento catidnico/segmento
hidrofilico adequada para nio
comprometer a solubilidade do
polimero e a carga superficial do
poliplexo

Interacio com a membrana
celular e internalizacao dos
poliplexos

Interagao receptor/ligando (Ex.
conjugagdo do polimero com
anticorpo)

Interagdes ndo especificas com a
superficie da célula (potencial zeta
positivo, conjugagdo com lipidos)

Ligando especifico para a célula alvo (
Ex: asiolofetuina especifica para o
recetor da asiolofetuina sobrexpresso
nas células de hepatocarcinoma)

Estabeler interagdes eletrostaticas com
a membrana celular

Escape da via endolisossomal

Capacidada de tampao entre o pH
72¢5

Conjugagdo com péptidos
fusogénicos

Capacidade de “romper” a membrana
endossomal (efeito esponja de
protdes)

Transporte através do citoplasma
até ao espaco perinuclear

Elevado peso molecular para
manter a estabilidade no
citoplasma

Estabilidade termodinamica dos
poliplexos no citoplasma

Promova a condensagido do material
genético de modo a evitar a
degradacio pelas endonucleases
plasmaticas

Separacio do poliplexo para
permitir a translocac¢iio nuclear

Polimeros inteligentes (Ex: PBAE
sofre degradacdo por clivagem
hidrolitica)

Induzir a degradagdo (hidrolitica ou
redutiva) do polimero para reduzir a
estabilidade termodinamica e cinética
do complexo.

Libertagdo do DNA intacto perto do
envelope nuclear

Internaliza¢do nuclear

Conjugacio com sequéncias que
induzem a internalizagdo

Mitose

Sequéncias derivadas de virus
facilitam a internalizagdo dos
poliplexos

Internalizagéo facilitada durante a
mitose
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1.4. Objetivos

A terapia génica tem vindo a demonstar um enorme potencial no tratamento ou
prevencao de diversas patologias. No entanto, a implementacao clinica desta estratégias
terapéutica esta grandemente condicionada pelo desenvolvimento de sistemas de
transporte e entrega de material genético eficazes e biocompativeis. A utilizacdo de
vetores virais, embora possibilite uma elevada eficacia de transducdo, ¢ limitada pelo
potencial mutagénico e elevada imunogenicidade. Assim, o desenvolvimento de vetores
nao virais, tais como os poliplexos, torna-se crucial para a implementagao e aceitagdao da
terapia génica.

Os polimeros cationicos, t€ém vindo a destacar-se pela sua diversidade e
versatilidade. Estas caracteristicas permitem que eficicia da transfe¢do seja optimizada,
modulando a sua composi¢ao quimica e/ou estrutura, a fim de ultrapassar as diversas
barreiras fisioldgicas.

Assim, com este trabalho pretendeu-se desenvolver um sistema de transporte e
entrega de material genético de base polimérica, eficaz e inovador, que induzisse uma
elevada expressao do transgene aliada a uma reduzida citotoxicidade. Para tal, avaliou-
se a capacidade de varios polimeros catiénicos complexarem o pADN em poliplexos,
com um razao de citotoxicidade/atividade bioldgica superior a do polimero reconhecido
como o gold standard. Objetivou-se, ainda, correlacionar os mecanismos de
internalizacdo e a eficacia da transfe¢do com as caracteristicas fisico-quimicas, como

por exemplo o tamanho e o potencial zeta, desse mesmo nanossistema.
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2. Materiais e Metodos
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2. Materiais € métodos

2.1.Materiais

Os polimeros foram sintetizados através de reagdes de adigdo de Michael e
polimerizacdo radicalar por transferéncia atomica (ATRP), no departamento de

engenharia quimica pelo grupo de sintese e caracterizagao de polimeros.

2.2.Cultura de células

A linha celular COS-7 deriva do rim do Macaco Verde Africano, Cercopithecus
aethiops. Estas células sdo semelhantes aos fibroblastos humanos e sdo, frequentemente,
usadas em ensaios de transfec¢do com vetores ndo virais, razdo pela qual foram
escolhidas para efetuar a avaliagdo da atividade bioldgica das varias formulagdes
desenvolvidas. A linha celular A549 tem origem num carcinoma de pulmao, de um
homen caucasiano de 58 anos. A linha celular MIA PaCa-2 deriva do carcinoma de
pancreas de um homem caucasiano de 65 anos. A linha celular MDA-MB-231 foi
obtida de um tecido de um local metastatico da glandula mamaria de uma mulher
caucasiana de 51 anos de idade. Os Astrocitos Humanos Normais (AHN) sdo células
que tiveram origem em tecido cerebral humano.

As linhas celulares COS-7, A549 ¢ MiaPaCA-2 foram cultivadas no meio de
cultura Dulbecco's modified Eagle medium — high glucose (DMEM-HG) (Sigma-
Aldrich, MO, USA), suplementado com 10mM de HEPES, 12mM de bicarbonato de
sodio, 10% (V/V) de soro bovino fetal (FBS) (Sigma-Aldrich, MO, USA) inativado por
calor, 100 U/mL de penicilina (Sigma-Aldrich, MO, USA) e 100 pg/mL de
estreptomicina  (Sigma-Aldrich, MO, USA), em frascos de cultura de 75cm’
(Corning®), numa atmosfera humidificada com 5% de CO,, a 37°C. Estas células, uma
vez que crescem em monocamada, foram subcultivadas sempre que atingiam uma
confluéncia de, aproximadamente, 80%, tipicamente duas vezes por semana, de modo a
garantir que se mantinham na fase exponencial de crescimento. No processo de sub-
cultura, primeiramente, procedeu-se a remocao do meio de cultura, seguindo-se uma
lavagem com PBS. Depois, adicionaram-se 2 mL de tripsina (0,05%) (Sigma-Aldrich,
MO, USA), para destacar as células, e o frasco foi colocado na incubadora, até que as
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células ficassem em suspensdo (aproximadamente 5 minutos). De seguida, foram
adicionados 8 mL de meio de cultura, para inativar a agdo da tripsina e homogeneizar a
suspensdo celular. As linhas celulares foram passadas para frascos novos, com dilui¢des
de 1:10, 1:4 e 1:5, para as células COS-7, A549 e MiaPaCa-2, respetivamente. A linha
celular MDA-MB-231 foi cultivada no meio Roswell Park Memorial Institute medium —
RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, MO, USA), suplementado tal como o meio DMEM-HG e
mantida nas mesmas condi¢gdes que as restantes linhas celulares, sendo subcultivadas
numa diluicdo de 1:6. Os astrocitos humanos foram cultivados no meio de cultura
Dulbecco's modified Eagle medium - high glucose (DMEM-HG) (Sigma-Aldrich, MO,
USA), suplementado com 10mM de HEPES, 10 mM de bicarbonato de sodio, 2%
(V/V) de soro bovino fetal (FBS) (Sigma-Aldrich, MO, USA) inativado por calor, 100
U/mL de penicilina (Sigma-Aldrich, MO, USA), 100 ug/mL de estreptomicina (Sigma-
Aldrich, MO, USA), 1% de aminoécidos ndo-essenciais € 1% de N-2 (Sigma-Aldrich,
MO, USA)_em frascos de cultura de 75¢cm® (Corning®), numa atmosfera humidificada
com 5% de CO2, a 37°C. No processo de sub-cultura, estas células foram destacadas
com uma solucdo de acutase (Sigma-Aldrich, MO, USA) e transferidas para outro

frasco, numa diluicao de 1:2.

2.3.Preparacao dos poliplexos

Os polimeros foram dissolvidos em agua Milli-Q e misturados com 1 pg do
plasmideo de ADN de acordo com o racio de carga polimero/ADN (N/P, +/-)
pretendido, de modo a obter 1ug de ADN em 50 pL de poliplexos. Os poliplexos foram
incubados durante 15 minutos a temperatura ambiente, periodo ap6s o qual foram

imediatamente usados.

2.4.Atividade Biologica

2.4.1. Transfeccao in vitro — ensaio de luminescéncia

Para avaliar a capacidade de transfecdo dos polimeros, estes foram complexados
com um plasmideo de ADN que contém o gene que codifica a luciferase (pCMV-Luc).

Na presenca de ATP, a luciferase converte a luciferina em oxiluciferina, ocorrendo a
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libertacao de luz (Figura 10). Como esta reac¢do so ocorre na presenca da luciferase, e a
luciferina € o unico substrato desta enzima, ¢ possivel correlacionar a quantidade de luz
emitida com a quantidade de luciferase presente na amostra. Esta técnica ¢ bastante
sensivel, pelo que permite distinguir amostras com pequenas diferencas quanto a

emissao de luz.

Luciferina+O,+ATP — Oxiluciferina+ CO,+ AMP + PP + LUZ

Figura 10- Reacao catalisada pela luciferase.

Para os ensaios de transfe¢do, as células foram plaqueadas quando atingiram
uma confluéncia de 70 a 80%, ou seja, numa fase 6tima de crescimento. Em primeiro
lugar, as células foram tripsinizadas e suspensas em meio de cultura, sendo depois
determinada a densidade de células na suspensdo, através da sua contagem no
hemocitometro. Foram utilizadas 3.5x10* células Cos-7, 2,5);104 células Mia PaCa-2;
5x10% células A549; 7,5x10* células MDA-MB-231 e 4x10* astrécitos humanos
normais, por poco, em placas de 48 pocos. A transfecao foi iniciada apenas 24h apos o
seeding, garantindo uma confluéncia de 50-70%. Aquando da transfecdo, foi retirado o
meio de cultura e adicionado a cada pogo 300 pL de meio de cultura novo (com ou sem
soro) seguindo-se a adi¢ao de poliplexos num volume todal de 50 uL, de modo a ter 1
pg de pADN por poco. Apds 4h de incubacdo (a 37°C e sob uma atmosfera de 5% de
CO,) o meio de transfegdo foi removido e substituido por DMEM-HG completo.
Procedeu-se a uma incubacdo de 48 horas para permitir a expressdo do gene da
luciferase. Findo esse periodo, foi avaliada a viabilidade celular segundo o
procedimento descrito na secgado 2.5.

Para avaliacdao do nivel de expressao do gene, as mesmas células foram lavadas
duas vezes com uma solu¢do de tampao fosfato salino (PBS) e foi adicionado a cada
poco 100 pL de tampao de lise [1 mM ditiotreitol; 1 mM EDTA; 25 mM tri-fosfato (pH
7,8); 8 mM MgCly; 15% glicerol; 1% v/v TritonTM X-100]. Depois das células serem
destacadas, as placas foram colocadas a -80°C, durante pelo menos 15 minutos, a fim de
facilitar o processo de lise celular. Posteriormente, o contetido de cada poco foi
transferido para eppendorfs, para que fosse centrifugado (10000rpm, durante 5 minutos
a 4°C). De seguida, foram transferidos 50 uL do sobrenadante de cada amostra para uma
placa branca de 96 pocos. O nivel de expressao do gene nos lisados foi determinado

através da leitura da producdo de luz, resultante da reacdo catalisada pela luciferase, a
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37°C, no luminometro Lmax II 384 (Molecular Devices, USA), programado para
injectar, em cada pogo, 100 uL de solugdo de luciferina a 167 pM (Sigma-Aldrich,
USA), seguido de 100 puL de tampao de leitura (ImM de DTT; ImM EDTA; 25Mm
deTris-fosfato (pH 7.8); 8mM MgCl,; 15% de Glicerol (V/V)), contendo 2Mm de ATP
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), antes da leitura de cada pogo, que decorreu
durante 10 segundos. O teor de proteina dos lisados celulares foi analisado através do kit
de DC Protein Assay (Bio-Rad, USA), usando a albumina de soro bovino (BSA)
(Sigma-Aldrich, USA) como padrao. A quantificagdo decorreu segundo o protocolo
recomendado pelo fabricante. Os resultados da atividade biologica foram expressos
como unidades relativas de luz emitida pela luciferase por mg de proteina celular total

((RLU)/mg de proteina).

2.4.2. Eficiéncia da transfe¢do in vitro — citometria de fluxo

A eficiéncia da transfeccdo foi avaliada através da técnica de citometria de fluxo,
analizando-se a expressdao da proteina verde fluorescente (GFP). Para estes ensaios
foram usadas 1,4x10° células COS-7, por pogo, em placas de cultura de 12 pogos. Todas
as condi¢des experimentais foram realizadas em duplicado. A transfecdo foi iniciada
apenas 24h apds o seeding, de modo a garantir uma confluencia de 50-70%. Aquando
da transfegdo, foi retirado o meio de cultura dos pocos e adicionado a cada poco 1 mL
de meio de cultura, seguindo-se a adi¢do dos poliplexos num volume total 200 pL
(preparados segundo o procedimento descrito no ponto 2.3), correspondendo a um total
de 4 ug de pADN por poco. Apds 4h de incubagdo numa atmosfera humidificada com
5% de CO», a 37°C, o meio de transfec¢do foi substituido por DMEM-HG completo e
as células foram incubadas durante as 48 horas seguintes (5% de CO2, a 37°C). Findas
as 48h incubagdo, as células foram lavadas com PBS e destacadas por accao de uma
solugdo de tripsina (0,05%). De seguida, de modo a inibir a acdo da tripsina,
adicionaram-se 500 pL de meio de cultura com soro (FBS) a cada pogo. Posteriormente,
a suspensdo celular de cada condicdo experimental foi transferida para tubos de
citometria, que foram centrifugados a 950rpm, durante 5 minutos, a 4°C. Os pellets
foram lavados duas vezes com PBS, em dois ciclos de centrifugacdao, nas condigdes
descritas acima. Por fim, as células foram ressuspendidas em PBS e mantidas a 4°C para

imediata leitura no citometro de fluxo BD FACSCaliburTM (Becton Dickinson,USA).
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As células vivas foram selecionadas através de uma gate forward/side scattering num

total de 20000 eventos. Os dados foram analizados no software FlowJo (Oregon, USA).

2.5.Ensaio de viabilidade celular

Apos a transfecao das diversas condi¢des experimentais, a viabilidade celular foi

avaliada através do ensaio Alamar Blue modificado'®

. Este ensaio permite medir o
potencial redutor das células, decorrente da producdo de metabolitos durante o
crescimento celular e, consequentemente, determinar a viabilidade celular. Basicamente,
a resazurina, o composto activo no ensaio de Alamar Blue, ¢ um reagente azul nao
toxico que, apos entrar nas células metabolicamente ativas, ¢ reduzido a resorufina, um
composto cor-de-rosa altamente fluorescente. Este método, para além de ser dotado de
uma enorma sensibilidade, ndo obriga a lise celular, possibilitando a determinacao da
viabilidade sem que ocorra o destacamento das células aderentes.

Resumidamente, 48 horas ap6s a transfecdo, as células foram incubadas com 300
pL de uma solucdo de DMEM-HG com 10% (V/V) de resazurina (Sigma-Aldrich, MO,
USA) preparada a partir de uma solugdo stock de 0,1 mg/mL de resazurina. Apos
incubagdo a 37 °C e o aparecimento da coloro¢do rosa nos pogos das células controlo,
face a coloro¢cdo azul do corante (controlo negativo), foram colhidos 180 pL de
sobrenadante de cada poco e transferidos para uma placa transparente de 96 pocos. De
seguida, a absorvancia das amostras foi medida a 570 e 600 nm, no espectrofotémetro
SPECTRAmax PLUS 384 (Molecular Devices, USA). A viabilidade celular,
apresentada como percentagem de células controlo ndo tratadas, foi calculada de acordo

com a formula:

(As70 — Agoo) — (C570 — Coo0)

Viabilidade =
(€270 — Céoo) — (€570 — Co00)

2.6.Estudo das vias endociticas envolvidas na internaliza¢ao dos
poliplexos

A fim de determinar as vias endociticas envolvidas na internalizagdo dos
poliplexos foi avaliado o efeito de varios farmacos inibidores da endocitose na
atividade biologica dos poliplexos em células Cos-7.
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De modo a determinar a concentracao mais adequada dos varias inibidores de
endocitose, ou seja, a concentracdo para qual ocorre inibi¢do da via endocitica, sem que
a viabilidade celular seja comprometida em demasia, foi realizado um ensaio de Alamar
Blue modificado na presenca dos poliplexos e diferentes concentracdes dos farmacos'®".

Foram utilizados os seguintes inibidores: cloropromazina (75 a 200 uM), filipina
(0,25 a 1 pg/mL) e a amilorida (1 a 2 mM). Como controlo positivo as células foram
tratadas somente com os poliplexos.

As células Cos-7 foram plaqueadas quando atingiram uma confluéncia de 70 a
80%, com uma densidade de 3,5x10* células por pogo, numa placa de 48 pogos. Apos
24 horas, o meio de cultura foi substituido, tendo sido adicionado a cada pogo 300 puL
de meio DMEM-HG com soro, contendo os diferentes inibidores. Apds um periodo de
incubagdo de 1 hora, os poliplexos foram adicionados as células, seguindo-se uma
incubacao de 4 horas a 37°C e sob uma atmosfera de 5% de CO;_ Finda esta incubacao
o meio de transfecdo foi substituido por DMEM-HG completo. A viabilidade celular foi
determinada 48 horais depois, tal como ¢ descrito na seccdo 2.5.

De modo a determinar a via endocitica pela qual os poliplexos sado
internalizados, analisou-se o efeito de cada um destes inibidores na transfecao. Para tal,
apods o ensaio de viabilidade celular procedeu-se a quantificacdo da expressdo do gene

da luciferase, tal como ¢ referido na secg¢ao 2.4.1.

2.7.Caraterizacao fisico-quimica dos poliplexos

A caracterizacgdo fisico-quimica dos complexos polimero/ADN foi feita em termos
de tamanho, carga elétrica superficial e protecao/condensacao do ADN conferidos pelos

varios polimeros catidnicos.

2.7.1. Analise da difusdo dinamica da luz e potencial Zeta

O tamanho das nanoparticulas foi determinado pela técnica de difusdo dindmica
da luz (DLS). Este método baseia-se no movimento browniano das nanoparticulas
suspensas num liquido, que provoca a dispersdo da luz com diferentes intensidades'®.
A andlise desta intensidade permite calcular a velocidade com que as particulas se
movem e, consequentemente, o tamanho da particula. As medi¢cdes de DLS foram

realizadas num Zetasizer Nano-ZS (Malvern Instruments Ltd., UK). A distribuicdo de
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tamanhos das particulas (em intensidade), o didmetro hidrodindmico médio das
particulas (z-médio) e o indice de polidispersividade (PDI) foram determinados com o
software Zetasizer 6.20. As medidas foram efetuadas a 25 °C e com um angulo de
dispersdo oposto de 173°.

O potencial zeta ¢ uma medida da carga elétrica a superficie das nanoparticulas,
baseada na mobilidade eletroforética resultante da aplicagdo de um campo elétrico. As
medi¢des deste pardmetro foram, também, realizadas num Zetasizer Nano-ZS (Malvern
Instruments Ltd., UK) acoplado a um laser de eletroforese doppler. Esta grandeza foi
determinada através do modelo de Smoluchovski.

Para a realizacgdo destes ensaios, os polimeros foram dissolvidos em agua Milli-
Q e misturados com 4 pg de pCMV-Luc de acordo com o racio de carga polimero/ADN
(N/P, +/-) pretendido (tal como descrito no ponto 2.3). Os poliplexos foram incubados
durante 15 minutos a temperatura ambiente, periodo apos o qual foram imediatamente
usados. Foram realizados dois ensaios independentes, em triplicado, tanto para o

tamanho como para o potencial zeta das nanoparticulas.

2.7.2. Microscopia de For¢a Atdémica

O tamanho e morfologia dos poliplexos foi analisado através da técnica de
microscopia de forca atomica (AFM)'®.

Para a realizagdo destes ensaios, os polimeros foram dissolvidos em 4agua Milli-Q e
misturados com 4 pg de pPCMV-Luc de acordo com o racio de carga N/P pretendido (tal
como descrito no ponto 2.3). Os poliplexos foram incubados durante 15 minutos a
temperatura ambiente, periodo apos o qual foram depositados numa placa silicio. Essas
placas de silicio foram previamente preparadas: primeiro colocaram-se em acetona num
banho de ultrassons, durante dez minutos, de seguida foram colocadas num banho de
etanol por igual periodo de tempo. Por fim, as placas foram secas e adicionaram-se os
poliplexos na face mais brilhante. Apds uma incubagdo de, aproximadamente, 12 horas,
as imagens foram obtidas no microscépio de forca atomica Innova-Veeco (Bruker,
U.S.A), no modo de operagdo TappingTM, com uma sonda revestida com aluminio de
silicio (freqliéncia de ressonancia (f0) de 180 KHz e constante de mola de 5N/m), a
temperatura ambiente. A andlise e processamento das imagem de AFM foram realizadas

no software WSxM 5.0.

31



2.7.3. Ensaio de intercalacao de Brometo de Etidio

O brometo de etidio (EtBr) ¢ um agente monovalente intercalante do ADN, que
produz um sinal de flourescéncia intenso ap6s a formacao de complexos com o ADN.
Deste modo, a quantificagdo da fluorescéncia emitida apos a intercalacdo deste agente
com o ADN permite avaliar a condensacdo do material genético, conferida pelo
poliplexo. Os poliplexos foram preparados, tal como descrito no ponto 2.3. e, ap6s os 15
minutos de incubagdo, foram transferidos 50 pL. de cada amostra para uma placa de 96
pocos preta (Costar, CA, USA). De seguida, 50 pL. de uma solugdo de EtBr foi
adicionada de formar a atingir uma concentragao final de 400 nM. Apds um periodo de
incubacdo de 10 minutos, a fluorescéncia emitida foi medida num fluorimetro
SpectraMax Gemini EM (Molecular Devices, CA, USA), usando um comprimento de
onda de excitacao de 518 nm e um comprimento de onda de emissao de 605 nm. A
escala de fluorescéncia foi calibrada de forma a que a fluorescéncia inicial do EtBr fosse
estabelecida como a fluorescéncia residual. Para tal, adicionaram-se 50 pL de solucdo
de EtBr a 50 puL de agua Milli-Q, de modo a obter uma concentragdo final de EtBr de
400 nM. O valor de fluorescéncia obtido com 1 pg de ADN, dissolvido em 50 uL de
agua Milli-Q e misturados com 50 pL de EtBr, foi estabelecido como a fluorescéncia
maxima emitida (100%). A quantidade de ADN disponivel para interagir com a sonda
foi calculado subtraindo o valor da fluorescéncia residual aos valores obtidos para as

amostras e expresso como percentagem do controlo.

2.7.4. Ensaio de eletroforese em gel de agarose

De modo a complementar os resultados obtidos no ensaio de intercalacdo do
brometo de etideo, o grau de condensagdo e protecdo conferido pelos poliplexos foi
também analisado com um ensaio de eletroforese em gel de agarose.

Preparou-se um gel de agarose a 1%, contendo 0,9g de agarose em 90 mL de
TBE (89 mM Tris-base (pH=8,6); 89 mM éacido borico; 2,5 mM EDTA). A mistura de
agarose e de TBE foi aquecida, sob agitacao, até dissolver completamente a agarose. De
seguida, adicionou-se o EtBr, de modo a obter uma concentragdo de 1 ug deste por mL
de gel. Verteu-se a mistura para um suporte e deixou-se arrefecer, cerca de 30 minutos.
Preparam-se os diferentes poliplexos, nas varias razdes de carga, tal como descrito no

ponto 2.3. Posteriormente, retiraram-se 20 pL. de amostra, correspondente a cada
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condicdo experimental, e adicionaram-se 5 uL de loading buffer (Ficol 400 15% (v/v),
azul bromofenol 0,05 (m/v); SDS 11% (m/v); EDTA 0,1 M a pH7,8). As amostras
foram entdo introduzidas nos pogos do gel e a eletroforese decorreu, aproximadamente,
durante 45 minutos, usando-se uma diferenga de potencial de 80V. A analise da
intensidade de fluorescéncia das bandas resultantes da eletroforese foi efectuada no

sistema GellDoc (Bio-Rad, USA), utilizando o software QuantityOne.
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3. Resultados e Discussdo
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3. Resultados e Discussao

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos ao longo
deste trabalho. Em primeiro lugar serdo apresentados os resultados da atividade
biologica obtidos com poliplexos preparados com varios polimeros e copolimeros
catidnicos, baseados no mondémero aminoetil metacrilato. Na segunda parte serd
avaliada a eficdcia da transfecdo e as propriedades fisico-quimicas de diferentes
formulacdes de poliplexos, preparados a partir da combinacdo dos polimeros
PDMAEMA e PPAE, a fim de desenvolver um sistema de entrega e transporte de

material genético eficaz.

3.1.Avaliagado da capacidade de transporte e entrega de material
genético de poliplexos baseados nos polimeros PAMA e
copolimeros (PEG-b-PAMA)

Incialmente foi feito um screening da atividade biologica, em células cos-7, de
poliplexos preparados com o polimero poli(metacrilato de 2-aminoetil) (PAMA) e com
o copolimero em bloco polietilenoglicol-poli(metacrilato de 2-aminoetil) (PEG-b-
PAMA) (Figura 11). Estes polimeros foram sintetizados através da técnica de
polimerizacao radicalar por transferéncia de atomo (ATRP). Esta ténica, para além de
simples, permite obter polimeros com massas molares, estrututas macromoleculares e
dispersividades controladas, requesitos estes imprescendiveis para aplicacdes

.. 104
biomédicas .

(a) (b)

NH, HCI
R=CH; NH, HCI 2

Figura 11 - Estrutura quimica do homopolimero poli(metacrilato de 2-aminoetil)
(PAMA) (a) e do copolimero em bloco polietilenoglicol-poli(metacrilato de 2-aminoetil)
(PEG-b-PAMA) (b).
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Na tabela 5 encontram-se descritas as propriedas dos polimeros testados,
nomeadamente o grau de polimerizagdo do mondmero aminoetil metacrilato, que indica
a quantidade de cargas positivas por mol de polimero e o seu peso molecular médio
(Mn), determinado através da técnica de espectroscopia de ressonancia magnética

nuclear ("H RMN).
Tabela 5- Grau de polimerizagao e peso molecular dos copolimeros PEG-b-PAMA e
dos homopolimeros PAMA.

Grau de polimerizacio do Grau de polimerizacio do

Polimero PEG monoémero flminoetil M, (g/moiy
metacrilato

PAMAGg0 - 36 6300

PAMAgg00 - 51 8600

PAMA 4000 - 83 14000

PAMA 17400 - 103 17400
PEG-b-PAMAgq00 45 40 8600
PEG-b-PAMA 12409 45 63 12400
PEG-b-PAMA 1600 45 111 20600
PEG-b-PAMA 3900 45 163 28900

3.1.1. Eficiéncia da transfecdo in vitro - Ensaio de luminescéncia

Os polimeros catidénicos foram avaliados como vetores nao-virais para entrega
de material genético em células COS-7. A atividade biologica foi quantificada através
de ensaios de luminescéncia, nos quais se avaliou a expressao do gene luciferase. Este
ensaio ¢, frequentemente, utilizado para avaliar a capacidade de transfecdo de vetores
ndo virais, envolvendo a expressdao de genes reporteres, uma vez que permite obter
resultados quantitativos de forma rapida e ndo muito dispendiosa.

Os poliplexos, preparados com os polimeros indicados na tabela 5, foram
testados em seis razdes de carga N/P (5/1, 10/1, 25/1, 50/1, 75/1, 100/1). Para avaliar o
desempenho destes polimeros catidnicos como agentes de transfecao, foi utilizado como

controlo o polimero bPEI e os poliplexos correspondentes preparados na razao de carga
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N/P 25/1, considerado, devido sua a elevada eficiéncia de transfecdo, o gold standard
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Figura 12 - Efeito do racio N/P e da composicao dos poliplexos na expressio do gene

luciferase em células cos-7. Os homopolimeros PAMA (a) e os copolimeros PEG-b-PAMA (b)

foram complexados com 1 pug de pCMV.Luc de acordo com o racio N/P indicado. Como

controlo utilizou-se o polimero bPEI, cujos poliplexos foram preparados no racio N/P 25/1. As
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células foram incubadas com 0,3 mL de meio sem FBS ¢ posteriormente adicionaram-se os
poliplexos. Apos 4h de incubacdo, o meio foi substituido por DMEM-HG com 10% FBS e
procedeu-se a um periodo de incubagdo de 48h. O nivel de expressdo génica foi avaliado tal
como estd descrito na seccdo de “Materias e métodos”. A atividade biologica ¢ expressa em
RLU (unidades relativas de luz) de luciferase por miligrama de proteina celular total (média +
desvio padrdo, obtidos de triplicados). Os resultados sdo representativos de pelo menos trés

experiéncias independentes.

Tal como se pode verificar na Figura 12, a eficiéncia da transfe¢do, nas células
Cos-7, € bastante condicionada pela composi¢ao dos poliplexos e pelo racio N/P em que
estes sdo preparados.

Dos varios copolimeros testados, apenas os poliplexos preparados com o PEG-b-
PAMA 3900 t€m atividade bioldgica, apresentando um nivel de transfecdo semelhante ao
dos poliplexos formados com o polimero bPEI (Figura 12b). Quanto aos
homopolimeros, apenas 0 PAMA 7400 , demonstrou ter a capacidade de complexar o
material genético em poliplexos que possibiltam a expressdo do transgene. Assim, pode-
se constatar, que de ambos os grupos de polimeros testados (homopolimeros e
copolimeros), apenas os de maior grau de polimerizacdo tém a capacidade de formar
poliplexos que promovem a internalizacao e entrega eficiente do plasmideo no nucleo,
onde ocorre a transcri¢do do gene luciferase. Esta relagdo entre o grau de polimerizacao
e a eficiéncia da transfecdo tem sido reportada em varios estudos, com polimeros de
estrutura quimica diversa, como por exemplo a PEI'’, o PDAEMA'Y ¢ os poli (-
amino ésteres)'”®. Basicamente, com o aumento da extensdo da cadeia polimérica, as
interacdes electrostaticas, estabelecidas com os acidos nucleicos, tornam-se mais fortes,
promovendo a formagdo de poliplexos mais estaveis e de menores dimensdes, que sdo
mais facilmente internalizados pelas células alvo, resultando, regra geral, numa maior
atividade bioldgica'®.

Na Figura 12 observa-se ainda, que a actividade bioldgica dos poliplexos
baseados nos polimeros PEG-b-PAMA,g900 € PAMA 7400, preparados nos racios N/P de
5/1 e 10/1, é semelhante a dos poliplexos preparados com o polimero bPEI. Para racios
N/P superiores, verifica-se uma diminui¢do dréstica da expressdao do transgene. Este
efeito pode estar associado ao excesso de complexag¢do do material genético, que pode
ndo permitir a necessaria libertacdo do ADN, para que ocorra a expressdo do gene

reporter. Por outro lado, a toxicidade induzida pelos poliplexos (resultados apresentados
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na seccao 3.1.2), preparados com estes polimeros em racios superiores a 25/1, também

pode justificar, parcialmente, a auséncia de atividade bioldgica
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Figura 13- Efeito da presenca de soro na atividade biolégica dos diferentes poliplexos em
células cos-7. Os homopolimeros PAMA (a) ¢ os copolimeros PEG-b-PAMA (b) foram
complexados com 1 ug de pCMV.Luc de acordo com o racio N/P indicado. Como controlo
utilizaram-se os poliplexos preparados com o polimero bPEI no racio 25/1. As células foram

incubadas com 0,3 mL de meio com 10% de FBS e posteriormente adicionaram-se os
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poliplexos. Apos 4h de incubagdo, o meio foi substituido por DMEM-HG completo e procedeu-
se a um periodo de incubagdo de 48h. O nivel de expressdo génica foi avaliado tal como esta
descrito na sec¢do de “Materias e métodos”. A atividade biologica ¢ expressa em RLU
(unidades relativas de luz) de luciferase por miligrama de proteina celular total (média + desvio
padrdo, obtidos de triplicados). Os resultados sdo representativos de pelo menos trés

experiéncias independentes.

A transfecdo com poliplexos ¢, geralmente, afetada negativamete pela adicao de
soro ao meio de transfec¢ao. Embora, a inativacao pelo soro possa ser contornada nos
estudos in vitro, através da incubacgdo das células com os poliplexos em meio isento de
soro, esta abordagem ¢ impraticadvel nos ensaios in vivo. Deste modo, torna-se
imperativo avaliar o desempenho dos polimeros catidnicos sob esta condicao.

De um modo geral, verifica-se que na presenca de soro, a expressao do gene da
luciferase, obtida para os poliplexos preparados com os copolimeros PEG-b-PAMA,
aumenta em relagdo a transfecdo na auséncia de soro (Figura 13a). O PEG-b-PAMAgeg0
¢ 0 Unico polimero para o qual tal ndo se verifica. Este, como apresenta um grau de
polimerizacdo menor, com apenas quarenta unidades de repeticdo do monodmero,
possivelmente ndo estabelece interagdes elestrostaticas suficientemente fortes com o
material genético, resultando numa estrutura pouco estavel, que pode promover a
dissociacdo precoce do poliplexo. Por outro lado, neste copolimero o segmento
hidrofilico ¢ relativamente grande quando comparado com o segmento cationico, pelo
que a densidade de carga superficial dos poliplexos, possivelmente, nao ¢
suficientemente positiva para interagir com a membrana celular, condicionando assim
internalizagdo do poliplexo. Atendendo aos resultados obtidos no ensaio de acesso do
brometo de etideo (apresentados na secgdo 3.1.3), esta Gltima hipdtese torna-se a mais
valida, uma vez que o copolimero t€ém a capacidade de condensar o material genético
em nanossistemas que impedem o acesso do agente intercalante.

Quanto aos copolimeros PEG-b-PAMA 2400 € PEG-b-PAMA ;600 verificou-se um
aumento dos niveis de transfecdo em relacdo a transfecdo na auséncia de soro. Este
aumento foi, particularmente, notorio para os poliplexos baseados no PEG-b-
PAMAps00 preparado na razao de carga 50/1, cuja expressdo do transgene foi,
aproximadamente, 1700 vezes superior. Este incremento da atividade bioldgica na

presenga de soro, pode dever-se a associacdo de alguns compontes do soro aos
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poliplexos, como por exemplo proteinas, que podem promover a internalizacdo do
nanossistema por endocitose, ou facilitar a libertagdo intracelular do ADN''*!!,

Na Figura 13 pode-se, também, constatar que, na presenga de soro, os poliplexos
preparados com os copolimeros promovem niveis de expressdao do transgene bastante
superiores aos obtidos com poliplexos preparados com os homopolimeros. Embora este
facto seja reportado para outros polimeros conjugados com o PEG, tais como a bPEI''
ou o PBAE'", a copolimerizagio com o polietilenoglicol ¢, também, associada a
diminui¢do da internalizacao dos poliplexos e alteragdo do seu trafego intracelular, com
consequente diminui¢do da eficacia da transfe¢do®. Este efeito contraditorio do PEG,
copolimerizado com polimeros com propriedades fisico-quimicas distintas, esta
associado ao processo de self-assembly dos poliplexos. Este processo conduz a
formacdo de poliplexos, cuja internalizacdo e capacidade de ultrapassar as varias

4

barreiras intracelulares ¢ condicionada pelas caracteristicas adquiridas, tais como o
potencial zeta, o tamanho, a morfologia e a estabilidade''*'"”.

Quanto ao racio N/P, verifica-se que os poliplexos formados com os
copolimeros PEG-b-PAMA;g900 promovem uma maior expressao do transgene para o
racio 25/1. Ja os copolimeros PEG-b-PAMA 2400 € PEG-b-PAMA 600 apresentam
melhores niveis de transfecdo para o racio 50/1. Deste modo, verifica-se que na
presenga de soro a expressdo do gene repdrter ¢ promovida pelos poliplexos com um
racio N/P superior. Este efeito deve-se, muito provavelmente, ao excesso de polimero, e
consequentemente de cargas positivas, capazes de estabelecer determinadas interagdes
com componentes do soro, como por exemplo a albumina, capaz de promover um
aumento da internalizagio celular dos poliplexos''!. Adicionalmente, essas interagdes
com os componentes do soro, nas razdes de carga mais elevadas, poderao facilitar uma
reorganizacdo estrutural dos poliplexos, favordvel ao aumento da sua atividade
bioldgica. Para além disso, recentemente, Cai J. et al. sugeriu que o excesso de polimero
nas razdes de carga superiores, associado ao aumento de cadeias poliméricas livres,
promove a eficacia da transfec¢ao através do aumento do transporte do plasmideo para

o nicleo e do mARN do nucleo para o citoplasma''®

. Assim, pode-se inferir que a
atividade biologica destes poliplexos, muito provavelmente, resulta da combinacao de
varios fatores, tais como: a composi¢do quimica dos polimeros; a conformagao
adquirida no processo de self-assembly, apds o estabelecimento de interacdes
eletrostaticas com pADN; as caracteristicas fisico-quimicas dos poliplexos formados; as

interacdes estabelecidas com os componentes do soro; as interagdes estabelecidas com a
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membrana citoplasmatica que promovem a sua internalizacdo e, por fim o trafego
intracelular até ao nucleo, onde ocorre a expressao do transgene.

Quanto aos homopolimeros (Figura 13b), verificou-se que a expressao do gene
reporter foi negativamente afetada pela adicdo do soro ao meio de transfe¢dao. Os
poliplexos baseados no homopolimero PAMA 7499 sofreram uma redugdo nos niveis
transfec¢do de, aproximadamente, 3 vezes, em relagdo a transfecdo na auséncia de soro.
J& os poliplexos preparados com os homopolimeros de menor peso molecular, tal como
na transfecdo na auséncia de soro, ndo promoveram uma expressao significativa do
transgene. Apesar de residuais, os niveis de transfecdo obtidos com estes
homopolimeros foram, ainda assim, superiores aos obtidos com poliplexos preparados
com a PEI, cuja transfe¢do ¢ negativamente afectada pela presenca do soro.

Neste estudo, para além do screening inicial onde foi possivel identificar os
polimeros com maior potencial, pretendeu-se ainda avaliar o efeito do PEG na
atividadade biolégica. O PEG tem demonstrado imenso potencial em estratégias de
terapia génica baseadas em vetores ndo virais'''. Este, devido a sua natureza
biocompativel e a capacidade de promover no nanossistema uma protecao estérea, que
miminiza as interagdes nao especificas, tem sido conjudado com diversos polimeros
para intimeras aplicagdes de libertagao controlada de farmacos e/ou material genético“g.
Para tal, avaliou-se a expressdo do gene luciferase e a viabilidade celular apos a
transfecdo com poliplexos preparados com um copolimero € um homopolimero, com
um grau de polimerizacdo semelhante, nos racios N/P de 5 a 100/1. Embora o
copolimero PEG-b-PAM A9 se tenha destacado, em relacao aos restantes polimeros e
mesmo em relagdo a bPEIL quanto a transfecdo na presenca de soro, este ndo foi
selecionado para esta andlise, porque, devido a um constragimento de sintese, nao foi
possivel testar um homopolimero com um grau de polimerizagdo semelhante. Deste
modo, esta andlise foi feita para o copolimero PEG-b-PAMAjp00 € para o
homopolimero PAMA 7400, com um grau de polimerizagdo do mondémero de 111 e 103,

respetivamente.
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Figura 14- Efeito do racio N/P e da peguilacdo dos poliplexos na expressio do gene
luciferase em células cos-7 na auséncia de soro (a) e na presenca de soro (b). Os polimeros
PAMA 7400 € PEG-b-PAMA,o509 foram complexados com 1 pg de pCMV.Luc nos racio N/P
5/1; 10/1; 25/1; 50/1; 75/1 e 100/1. As células foram incubadas com 0,3 mL de meio sem FBS
ou com 10% de FBS e posteriormente adicionaram-se os poliplexos. Apds 4h de incubagdo, o
meio foi substituido por DMEM-HG completo e as células foram incubadas 48h. O nivel de
expressdo génica foi avaliado tal como estd descrito na sec¢do de “Materias e métodos”. Os

resultados sdo representativos de pelo menos trés experiéncias independentes.

Na Figura 14 ¢ possivel observar que, na auséncia de soro, somente 0s
poliplexos preparados com o homopolimero, nos racios N/P 5/1 e 10/1, garantem a
entrega eficaz do plasmideo nas células. Para racios superiores verifica-se uma
diminui¢do drastica dos niveis de expressao de luciferase, podendo esta diminui¢ao
correlacionar-se com a elevada toxicidade induzida por estes poliplexos (resultados
apresentados na sec¢do 3.1.2 ). Quanto aos poliplexos preparados com o copolimero
PEG-b-PAMA, verifica-se que estes ndo possibilitam a expressdo do gene reporter. No
entanto, e embora nao se tenha avaliado a carga superficial destes poliplexos, segundo a
literatura, ¢ expectavel que o potencial zeta dos poliplexos preparados com o
copolimero PEG-b-PAMA seja inferior ao dos poliplexos preparados com o

11962 Este facto, aliado a citotoxicidade induzida

homopolimero, no mesmo racio N/P
por estes poliplexos em racios superiores a 10/1, permite-nos inferir que, possivelmente,

nos racios 5/1 e 10/1 a carga superficial do poliplexo ndo ¢ suficientemente positiva
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para que este estabeleca interagdes eletrostaticas com os componentes da membrana
citoplasmatica e, consequentemente seja internalizado.

Na presenca de soro, tal como se constatou para os restantes copolimeros
testados (Figura 13), os poliplexos preparados com o copolimero PEG-b-PAMA,s00
promovem niveis de transfe¢ao superiores ao dos poliplexos preparados com o respetivo
homopolimero. Verifica-se, também, que na presenca de soro a eficécia da transfegdo ¢
promovida pelo aumento da razdo de carga dos poliplexos. Os poliplexos preparados
com o copolimero PEG-b-PAMA nos racios N/P inferiores a 50/1, uma vez mais, nao
ttm a capacidade de promover a expressdo do transgene. No racio N/P 50/1,
possivelmente, a quantidade de polimero catiénico ¢ ja suficiente para superar o efeito
do segmento hidrofilico e, assim estabelecer interacdes eletrostaticas com os
componentes da membrana celular, que conduzem a internaliza¢do do nanossistema e a
expressao do gene luciferase, tal como se pode verificar na Figura 14b. Contudo, tendo
em conta ineficacia destes poliplexos, na auséncia de soro, para esta razdo de carga
(50/1), pode-se inferir que as interagdes estabelecidas com os componentes do soro sdo,
efetivamente, cruciais para que ocorra uma entrega eficiente do plasmideo. Para as
razoes de carga superiores a esta verifica-se uma diminui¢ao da expressao do transgene.
Esta tendéncia, pode correlacionar-se com o aumento da morte celular, pois, por
exemplo, para o racio 75/1 a viabilidade celular ¢ inferior a 40% (resultado apresentado
no ponto 3.1.2). No caso dos poliplexos preparados com o homopolimero observa-se
um decréscimo da expressdo do transgene, face a transfe¢do na auséncia de soro. Esta
redug¢do da atividade bioldgica na presenca de soro estd possivelmente associada as
interagdes eletrostaticas estabelecidas entre o0s nanossistemas catidnicos € 0s
componentes do soro carregados negativamente. Estas interacdes, podem induzir
modificagdes estruturais nos poliplexos que impedem a sua ligagdo a membrana
plasmatica e/ou diminuem a sua internalizacdo através de vias endociticas, devido a

. . . . 60
carga superficial negativa ou ao aumento do tamanho dos poliplexos, respetivamente’ .

3.1.2. Viabilidade celular

A aplicacdo de polimeros catiénicos como vetores de entrega de material genético
estd normalmente associada a alguma citotoxicidade, sendo esta uma das suas principais

limitacdes®®. Como tal, a avaliacdo da viabilidade celular apdés o tratamento com os
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diversos poliplexos ¢ de extrema importancia. Um dos métodos mais comuns para
quantificar a citotoxicidade in vitro ¢ a utilizacdo de reagentes colorimétricos, como o

Alamar Blue.
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Figura 15- Efeito da composi¢do e do racio N/P dos poliplexos na viabilidade celular
na linha COS-7, na auséncia de soro. Os homopolimeros PAMA (a) e os copolimeros PEG-b-
PAMA (b) foram complexados com 1 pg de pCMV.Luc de acordo com o racio N/P indicado.
Como controlo utilizou-se o polimero bPEI preparado no racio N/P 25/1. As células foram

incubadas com 0,3 mL de meio sem FBS e posteriormente adicionaram-se os poliplexos. Apds
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4h de incubagdo, o meio foi substituido por DMEM-HG com 10% FBS e procedeu-se a um
periodo de incubagdo de 48h. Os dados sdo expressos em percentagem de viabilidade celular
relativamente ao controlo (células sem tratamento) (média + desvio padrdo, obtidos de

triplicados). Os resultados sdo representativos de pelo menos trés experiéncias independentes.

Na Figura 15 ¢ possivel observar que a toxicidade dos poliplexos ¢ dependente
da composi¢do polimérica e do racio N/P em que estes sdo preparados. De um modo
geral, verifica-se que o aumento do racio N/P conduz a uma diminui¢do da viabilidade
celular. Este efeito deve-se ao aumento da quantidade de polimero nas razdes de carga
superiores, que induz um incremento da citotoxicidade, possivelmente, devido ao
aumento das interagdes com a membrana celular. Para além disso, ¢ notorio que para o
mesmo racio, a viabilidade celular diminui com o aumento do peso molecular dos
polimeros. Este efeito, reportado para outros polimeros, como por exemplo para a
bPEI'" ou para o PDMAEMA'?, pode estar associado ao estabelecimento de maiores
interagdes eletrostaticas com o glicocalix, em multiplos locais da superficie celular, que
conduzem a disrupcdo da membrana citoplasmatica e ativagdo de processos
apoptoticos™.

O polimero PEG-b-PAMA 5900, no racio 5/1, racio para o qual a expressao do
gene reporter € superior, apresenta uma viabilidade celular de, aproximadamente, 80%.
No entanto, para os racios superiores a 10/1 este polimero ¢ demasiado agressivo para
as c¢lulas (Figura 15a).

Na presencga de soro, a citotoxicidade dos poliplexos diminui significativamente,
sendo este efeito, particularmente, notorio para os racios N/P superiores (Figura 16).
Esta diminui¢do da citotoxicidade, deve-se ndo s6 a melhoria das condicoes de
crescimento das células, como possivelmente as interagdes estabelecidas com as
proteinas do soro, cuja carga negativa promove a diminuicdo da densidade de carga
superficial dos poliplexos, minimizando as interagdes destes com a membrana

citoplasmatica e, consequentemente, reduz os danos celulares.
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Figura 16- Efeito da presenca de soro na viabilidade das células cos-7 apés o
tratamento com diferentes poliplexos. Os homopolimeros PAMA (a) ¢ os copolimeros PEG-
b-PAMA (b) foram complexados com 1 ug de pCMV.Luc de acordo com o racio
polimero/ADN N/P indicado, a excecdo da PEI, cujo racio N/P é 25/1. As células foram
incubadas com 0,3 mL de meio com 10% FBS e posteriormente adicionaram-se os poliplexos.

Ap6s 4h de incubagio, o meio foi substituido por DMEM-HG com 10% FBS e as células foram
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incubadas durante 48h. A viabilidade celular foi determinada através de um ensaio de Alamar
Blue e os dados sdao expressos em percentagem de viabilidade celular relativamente ao controlo
(células sem tratamento) (média + desvio padrdo, obtidos de triplicados). Os resultados sdo

representativos de pelo menos trés experiéncias independentes.

Verifica-se, ainda, que, independentemente da condicao sob a qual a transfegdo ¢
realizada (na presenga ou auséncia de soro) os poliplexos baseados nos copolimeros sdo,
de um modo geral, menos citdtoxicos que os poliplexos formados com os
homopolimeros. Na Figura 17, pode-se verificar que os poliplexos baseados no
copolimero PEG-b-PAMA;p600 S30 muito menos agressivos para as células do que
poliplexos preparados com o homopolimero PAMA 7409. Esta diferenca deve-se,
possivelmente, ao segmento hidrofilico de polietilenoglicol presente nos copolimeros.
Este segmento, de natureza flexivel, gera uma camada de hidratagdo em torno do
poliplexo, que pode minimizar as interagdes das cargas positivas dos poliplexos com a
membrana citoplasmatica, impedindo a destabilizacdo desta e, consequentemente, a

o ‘o e 121
ativacdo de processos apoptoticos e necroticos .
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Figura 17 - Efeito do racio N/P e da peguilacao dos poliplexos na viabilidade celular, na
auséncia de soro (a) e na presenca de soro (b), em células cos-7. Os polimeros PAMA 740 ©
PEG-b-PAMA 00 foram complexados com 1 ug de pCMV.Luc nos racio N/P 5/1; 10/1; 25/1;
50/1; 75/1 e 100/1 . As células foram incubadas com 0,3 mL de meio sem FBS ou com 10% de
FBS e posteriormente adicionaram-se os poliplexos. Apds 4h de incubagdo, o meio foi
substituido por DMEM-HG completo e as cé¢lulas foram incubadas 48h. A viabilidade celular
foram avaliadas tal como esta descrito na sec¢do de “Materias e métodos”. Os resultados sdo

representativos de pelo menos trés experiéncias independentes.
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3.1.3. Condensagdo do material genético

A condensacdo do material genético em nanoparticulas ¢ um pré-requesito
essencial para um vetor nado-viral de terapia génica, pois € necessario que ocorra uma
complexacdo adequada do ADN, para evitar que este seja degradado pelas
endonucleases plasmaticas. A capacidade dos polimeros para condensar o ADN foi
avaliada através da quantificagcdo da fluorescéncia emitida apos a adicdo do brometo de
etideo aos poliplexos. O brometo de etidio (EtBr) ¢ um agente monovalente intercalante
do ADN, que produz um sinal de flourescéncia intenso apos a formacao de um
complexo com o ADN.

Como se comprova pelos resultados apresentados na Figura 18, os poliplexos
formados com os diversos polimeros testados garantem a protegao do ADN, pois o
acesso do brometo de etidio ao material genético ¢ muito reduzido, ou mesmo nulo.
Assim, pode-se inferir que a quantidade de polimero presente nos poliplexos, mesmo
nos racios N/P menores, ¢ suficiente para estabelecer interagdes electroestaticas com o
ADN, condensando-o e protegendo-o. Para além disso, pode-se inferir, que a
copolimerizagdo com o PEG incrementa a complexa¢do do material genético, pois o
acesso do EtBr ao ADN nos poliplexos formados com os copolimeros ¢ nulo, até
mesmo para o racio 5/1. Este facto deve-se, provavelmente, a camada de hidratacao,
gerada pelas cadeias de polietilenoglicol, em torno do poliplexo, que por efeitos

estéreos, bloqueia o acesso do agente intercalante ao ADN.
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Figura 18- Acessibilidade do brometo de etidio ao ADN dos diferentes poliplexos
preparados em varios racios polimero/ADN N/P . Os copolimeros PEG-b-PAMA e os
homopolimeros PAMA foram complexados com 1 ug de pPCMV.Luc de acordo com o racio N/P
indicado. Estes foram incubados com o Brometo de Etideo, tal como é descrito nos Materiais e
Métodos. A quantidade de ADN disponivel para interagir com a sonda foi calculada subtraindo
os valores da fluorescéncia residual aos obtidos para as amostras € expressos como percentagem
do controlo. O controlo corresponde a ADN livre (100% de acessibilidade do EtBr), na mesma
quantidade que o associado aos complexos. Os resultados sdo expressos como acesso do EtBr
(% do controlo) (média + desvio padrio, obtidos de triplicados). Os resultados sdo

representativos de duas experiéncias independentes.

A conjugacdo do polimero poli(metacrilato de 2-aminoetil), em determinados
graus de polimerizagdo, com o polietilenoglicol, embora possibilite a condensacao do
ADN em poliplexos que garantem a entrega e expressdao do material genético, de forma
mais eficaz que o polimero aceite como o gold standard dos polimeros catidnicos,
apresenta uma enorme desvantagem:os niveis de citotoxicidade induzidos pelos
poliplexos formados.

Sendo a citotoxicidade uma das maiores limitagdes dos sistemas de entrega de

base polimérica, e tendo por base a experiéncia do nosso grupo de investigacdo no
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122,123,80,124,125

desenvolvimento de vetores de terapia génica , optou-se por avaliar o

potencial de transporte e entrega de material genético de outros polimeros cationicos.

3.2.Avaliagao da capacidade de transporte e entrega de material
genético de poliplexos baseados nos polimeros PDMAEMA e PBAE

O poli(metacrilato de etilo-2-dimetilamino) PDMAEMA ¢ um polimero
cationico duo-responsivo, cujo potencial como vetor de entrega de material genético
tem sido demonstrado in vitro e in vivo'**'*’. Segundo a literatura, os PDMAEMAs
com elevado peso molecular conduzem a formacdo de poliplexos pequenos, que

107

apresentam elevados niveis de transfecao ~'. No entanto, este incremento na expressao

do transgene ¢ comprometido pela elevada citotoxicidade '*°.

Os poli(p—amino ésteres) PBAE sdo uma classe de polimeros que se destacam
pelo seu caracter biodegradavel. Para além dos produtos da degradagdo serem inertes, o
processo de degradacdo em si, facilita a libertacdo do material genético no nucleo,
promovendo e eficacia da transfecdo’”.

Deste modo, o nosso grupo de investigacdo, avaliou o potencial da combinacao
destes polimeros, ligados covalentemente num copolimero em bloco, como vetor de
terapia génica**'**. O copolimero em bloco PDMAEMA-b-PBAE-5-PDMAEMA, para
além de garantir a complexacdo do material genético, devido a densidade de carga
positiva conferida pelo PDMAEMA, destaca-se pela biocompatibilidade e facilidade de
descomplexacdo do material genético, associada ao caractér biodegradavel do PBAE.

Perante a magnitude dos resultados obtidos com o copolimero PDMAEMA-b-
PBAE-b-PDMAEMA, neste projeto pretendeu-se avaliar o efeito da combinagdo de
homopolimeros, PDMAEMA e PBAE, sem que estes estivessem ligados

covalentemente.
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Tabela 6- Estrutura quimica, grau de polimerizagido monémero (GP) e peso molecular
dos polimeros PDMAEMA e PBAE .

Polimero Estrutura quimica do polimero GP M (g/mol)
o
H N/\/O\/\OM
PDMAEMA o ©° 28 4000
/N\
- PH N
PBAE ) 40 12000

0 ( 0
\/\O/V\/O\/\/N\/\/O\/\/\O/\/
L 0 0 n

3.2.1. Eficiéncia da transfe¢ado in vitro — Ensaio de luminescéncia

Incialmente foi feito um screening da atividade biologica, em células cos-7, de

poliplexos preparados com o PDMAEMA e PBAE, em cinco combinagdes com

diferentes propor¢des de cada um deles (1:1; 1:2; 1:4; 2:1; 4:1). Todos os poliplexos

foram preparados e testados em seis racios N/P diferentes (2/1; 5/1; 10/1; 25/1; 50/1;

75/1) . Os poliplexos preparados com bPEI, foram usadas como um controlo, uma vez

que o polimero bPEI ¢ considerado o gold standard dos sistemas de entrega de genes

. 129
baseados em polimeros .
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Figura 19 - Efeito do racio N/P e da composicio dos poliplexos na expressao do gene
luciferase em células cos-7. Os polimeros bPEI, PDMAEMA, PBAE e as combinagéo
poliméricas PDMAEMA:PBAE, PDMAEMA:2PBAE, PDMAEMA:4PBAE,
2PDMAEMA:PBAE ¢ 4PDMAEMA:PBAE foram complexados com 1 pg de pCMV.Luc nos
racio N/P 2/1; 5/1; 10/1; 25/1; 50/1 e 75/1 . As células foram incubadas com 0,3 mL de meio
sem soro e, posteriormente, adicionaram-se os poliplexos. Apds 4h de incubagdo, o meio foi
substituido por DMEM-HG com 10% FBS e procedeu-se a um periodo de incubagdo de 48h. O
nivel de expressdo génica foi avaliado tal como estd descrito na seccdo de ‘“Materias e
métodos”. A atividade biologica ¢ expressa em RLU (unidades relativas de luz) de luciferase
por miligrama de proteina celular total (média + desvio padrdo, obtidos de triplicados). Os

resultados sdo representativos de pelo menos trés experiéncias independentes.

A capacidade dos diferentes poliplexos para entregar de forma eficaz o
plasmideo na linha celular COS-7 ¢ dependente da sua composi¢do polimérica e do
racio N/P (Figura 19). Em relagdo aos poliplexos preparados com cada um dos
homopolimeros, aqueles que contém o PDMAEMA demonstraram uma capacidade de

transfec¢do superior aos preparados com o PBAE. Contudo, tal como ja tinha sido
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reportado, anteriormente, poliplexos baseados unicamente no PDMAEMA ou no PBAE
tétm uma atividade biologica baixa, inferior a dos poliplexos preparados com a
bPE]' 2844

Por outro lado, a expressao do gene da luciferase obtida com a maioria dos
poliplexos preparados com as diferentes combinagdes dos dois homopolimeros ¢ muito
superior a observada com poliplexos preparados com bPEI ou com os homopolimeros
(PDMAEMA e PBAE). Assim, ¢ possivel constatar o efeito sinérgico da combinacao
destes dois polimeros na actividade biologica dos poliplexos. Surpreendentemente,
tendo em conta a capacidade de transfec¢ao relativamente reduzida dos poliplexos
baseados no PPAE, os nanossistemas preparados com a combinagdo
PDMAEMA:2PBAE e PDMAEMA:4PBAE , que contém o dobro e quadruplo de PBAE,
respectivamente, apresentam uma capacidade de transfeccdo maior do que as
formulagdes com maior propor¢ao de PDMAEMA.

A dependéncia da eficiéncia da transfe¢ao em relagdo ao racio N/P também pode
ser observada na Figura 19. De um modo geral, os poliplexos preparados nos racios N/P
10/1 e 25/1 sao as melhores formulagdes para todas as combinagdes geradas, sendo que
oss poliplexos preparados com o homopolimero PDMAEMA, também, apresentam uma

expressao superior do gene luciferase para o racio N/P 10/1.
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Figura 20- Efeito da presenca de soro na atividade biologica dos diferentes poliplexos
em células Cos-7. As combinagdo poliméricas PDMAEMA:PBAE, PDMAEMA:2PBAE,
PDMAEMA:4PBAE, 2PDMAEMA:PBAE ¢ 4PDMAEMA:PBAE foram complexados com 1
pg de pCMV.Luc nos racio N/P 10/1 e 25/1. Como controlo foram preparados poliplexos com o
PDMAEMA, o PBAE ou a bPEI nos racios de 10/1, 50/1 e 25/1, respetivamente. As células
foram incubadas com 0,3 mL de meio sem soro, ou meio com 10% FBS e, posteriormente,
adicionaram-se os poliplexos. Apos 4h de incubacdo, o meio foi substituido por DMEM-HG
completo e procedeu-se a um periodo de incubagdo de 48h A atividade biologica ¢ expressa em
RLU (unidades relativas de Iuz) de luciferase por miligrama de proteina celular total (média +
desvio padrdo, obtidos de triplicados). Os resultados sdo representativos de pelo menos trés

experiéncias independentes.

Os resultados apresentados na Figura 20 mostram que a presenca de soro € o
racio N/P condicionam bastante a atividade biologica dos poliplexos testados.

A capacidade de transfeccdo dos poliplexos baseados no polimero bPEI ¢
negativamente afectada pela presenca de soro, uma vez que a expressdo do gene
luciferase diminui cerca de 15 vezes, face a tranfecao na auséncia de soro. Tal como ja
foi referido anteriormente, a diminui¢ao da expressao do transgene na presenca de soro

¢ um efeito comum na transfeccdo com poliplexos e deve-se, provavelmente, a
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diminui¢do da internalizacdo dos poliplexos, em consequéncia das interagdes
eletrostaticas estabelecidas entre os polimeros catidnicos e as proteinas plasmaticas,
carregadas negativamente. No entanto, a presenca de soro mimetiza melhor as
condigdes fisiologicas, pelo que se a transfeccdo mediada pelos poliplexos for
comprometida na sua presenga, a sua aplicacao in vivo serd provavelmente limitada.

Os poliplexos preparados com qualquer uma das combinag¢des poliméricas
apresentam uma grande diferenga de atividade bioldgica entre os racios N/P 10/1 e 25/1.
De um modo geral, para os poliplexos preparados no racio 10/1, verifica-se que, na
presenca de soro, a atividade bioldgica € bastante inferior & observada na auséncia de
soro. Apesar de, efectivamente, a presenga do soro limitar a eficacia das formulagdes
preparadas no racio 10/1, a expressdo do gene luciferase para esta condi¢do ¢, ainda
assim, muito superior a expressao induzida pelos poliplexos preparados com a bPEI, na
mesma condig¢ao.

No réacio N/P 25/1, com uma propor¢ao de cargas positivas superior, verifica-se
que a presenga de soro promove o mesmo nivel de expressdo para a combinagdo
PDMAEMA:PBAE, um aumento para a combinacio PDMAEMA:2PBAE e uma
diminui¢do da expressao para a combinagdo PDMAEMA:4PBAE. O facto de os racios
N/P mais elevadas se comportarem melhor na presenca de soro deve-se, provavelmente,
ao aumento da densidade de carga positiva, capaz de neutralizar o efeito promovido
pelas proteinas séricas. Como discutido anteriormente, estas proteinas, carregadas
negativamente, podem neutralizar e/ou induzir alteracdes estruturais nos poliplexos
catiénicos dificultando a sua internalizagio celular'®. O aumento da atividade bioldgica
na presenca de soro, pode, também, dever-se a associagdo de alguns compontes do soro,
como por exemplo proteinas, a determinadas formulac¢des de poliplexos que promovem
a internalizacdo do nanossistema por endocitose '**

A diversidade de comportamentos na presenca de soro pelas varias combinacdes
poliméricas pode estar associada as diferencas na conformagao/estrutura dos poliplexos,
na sua estabilidade e na sua interacdo com as membranas citoplasmaticas'>’. Embora os
poliplexos baseados na combinagdo PDMAEMA:2PBAE induzam uma maior expressao
do transgene, a citotoxicidade desta formulagdo ¢ bastante elevada (resultados
apresentados na secc¢do 3.2.2). Deste modo, a combinagio PDMAEMA:4PBAE no racio
25/1 foi considerada, pela sua relagdo atividade bioldgica/citotoxicidade, a melhor

formulacao, sendo apenas esta utilizada nos ensaios posteriores.
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De modo a avaliar a versatilidade da formulacdo, a atividade biologica dos
poliplexos baseados na combinagdo polimérica PDMAEMA:4PBAE foi testada em trés
outras linhas celulares. Dada a elevada taxa de mortalidade associada ao cancro da
mama, do pancreas e dos pulmodes, foram utilizadas as linhas celulares tumorais
humanas MDA-MB-231, MiaPaCA e A549"'. A robustez da formula¢do foi também
avaliada na transfecdo de astrocitos humanos normais, reconhecidos como células
dificeis de transfetar. A atividade bioldgica dos poliplexos nas diferentes linhas
celulares foi avaliada para o racio N/P 25/1, sendo utilizado como controlo os
poliplexos baseados no polimero bPEI, preparados no mesmo racio.

Tal como seria de esperar a formulagdo assume comportamento distintos nas
diferentes linhas celulares e, tal como se verificou para a linha celular Cos-7, a presenca
do soro também influencia a eficacia da transfecdo (Figura 21).

Na linha celular A549 os poliplexos baseados na combinagao
PDMAEMA:4PBAE induzem niveis de transfecdo bastante superiores aos poliplexos
baseados no polimero bPEI (Figura 21a). Na presenca de soro, a diferenca entre a
formulacao desenvolvida e o polimero controlo ¢ mantida, sendo verificado um
aumento de, aproximadamente, 60 vezes dos os niveis de expressdo induzidos pelos
poliplexos baseados na combinagio PDMAEMA:PBAE, face aos pelos poliplexos
baseados na bPEL

Na linha celular Mia PaCa-2 os poliplexos baseados na combinagao
PDMAEMA:4PBAE, induzem niveis de transfecdo semelhantes, independentemente da
condicdo sob a qual a transfecdo ¢ realizada (presenca ou auséncia de soro) (Figura
21b). Verifica-se um aumento de, aproximadamente, 45 vezes da expressdo do
transgene apoOs a transfecdo com os poliplexos baseados na combinagdo, face aos

resultados obtidos para o gold standard.
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Figura 21 - Efeito da presenca de soro na atividade biologica dos diferentes poliplexos em
células (a) A549, (b) MIA PaCa-2, (c) MDA-MB-231 e (d) Astrécitos humanos. A
combinagdo polimérica PDMAEMA:4PBAE e o polimero bPEI foram complexados com 1 pg
de pCMV .Luc no racio N/P 25/1. As células foram incubadas com 0,3 mL de meio de cultura,
sem FBS ou com 10% de FBS e, posteriormente, adicionaram-se os poliplexos. Apos 4h de
incubag¢do, o meio de cultura foi substituido e procedeu-se a um periodo de incubagdo de 48h.
A atividade biologica ¢ expressa em RLU (unidades relativas de luz) de luciferase por
miligrama de proteina celular total (média + desvio padrdo, obtidos de triplicados). Os

resultados sdo representativos de trés experiéncias independentes.

Na linha celular MDA-MB-231, a formulagao testada apresenta uma expressao
do transgene cerca de 7 vezes superior a dos poliplexos controlo (Figura 21c). Na
presenca de soro ¢ possivel observar um aumento da atividade biologica para a

combinagdo polimérica. Isto, provavelmente, deve-se ao aumento da viabilidade celular
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(resultados apresentados na seccdo 3.2.2) e/ou ao aumento da internalizagdo dos
poliplexos promovida pela associacdo dos componentes do soro ao nanossistema.

Nos astrécitos humanos normais, os poliplexos baseados em
PDMAEMA:4PBAE, na presenga de soro, promovem niveis de expressao do transgene,
aproximadamente 21 vezes superiores, face aos preparados com a bPEI (Figura 21d).

Nas varias células testadas pode-se constatar que os poliplexos baseado na
combina¢do PDMAEMA:4PBAE, promovem niveis de expressdo génica superiores na
presenca do soro, condicdo que melhor mimetiza as condigdes fisioldgicas. Para além
disso, os resultados também sugerem que a formulagao desenvolvida ¢ um agente de
transfec¢do muito mais eficiente do que a bPEIL polimero reconhecido como o gold

standard dos polimeros cationicos.

3.2.2. Ensaios de viabilidade celular

Tal como ja foi referido anteriormente, a andlise da viabilidade celular apds o
tratamento com os poliplexos ¢ da maior importancia, pois a citotoxidade associada a
densidade de carga positiva destes nanossistemas ¢ reportada como uma das maiores
limitag¢do a sua implementagao na clinica®'%*.

A viabilidade celular ¢ condicionada pela composi¢do dos poliplexos e pelo
rdcio N/P em que estes sdo utilizados (Figura 22). Aumentando a propor¢do de
polimero, verifica-se um aumento da citotoxicidade para todos as formulagdes, excepto
para o PBAE, cujo racio méximo testado (75/1) apresenta uma viabilidade de 85%. Nos
racios N/P superiores, o aumento da carga superficial dos poliplexos esta associado a

uma maior agressividade para as membranas celulares, pois as interagdes eletrostaticas

estabelecidas sdo mais fortes™.
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Figura 22- Efeito da composiciio e do racio N/P dos poliplexos na viabilidade celular na
linha COS-7. Os polimeros bPEI, PDMAEMA, PBAE e as combinagdo poliméricas
PDMAEMA:PBAE, PDMAEMA:2PBAE, PDMAEMA:4PBAE, 2PDMAEMA:PBAE e
4PDMAEMA:PBAE foram complexados com 1 pug de pCMV.Luc nos racio N/P 2/1; 5/1; 10/1;
25/1; 50/1e 75/1. As células foram incubadas com 0,3 mL de meio sem FBS e posteriormente
adicionaram-se os poliplexos. Apos 4h de incubagdo, o meio foi substituido por DMEM-HG
com 10% FBS e células foram incubadas 48h. A viabilidade celular foi quantificada através do
método de Alamar Blue, tal como esta descrito no capitulo dos “Materiais ¢ métodos”, e é
expressa em percentagem do controlo positivo (células ndo transfetadas) (média + desvio
padrdo, obtidos de triplicados). Os resultados sdo representativos de pelo menos trés

experiéncias independentes.

Os poliplexos preparados com o hompolimero PBAE, nas condicdes testadas,
sdo biocompativeis, uma vez que nao ¢ induzida uma citotoxicidade significativa para
qualquer um dos racios N/P estudados. Contrariamente ao PBAE, os poliplexos
preparados com o PDMAEMA apresentam uma citotoxicidade superior a 90% para os
racios N/P mais elevados. A citotoxicidade de poliplexos ¢, pelo menos em parte,

atribuida as interaccdes electrostaticas que se estabelecem entre o polimero catidnico e
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as membranas celulares carregadas negativamente™. Estas interac¢des sdo,
principalmente, dependente de dois aspectos: da densidade de carga positiva, e da
estrutura do polimerom. Ambas as propriedades justificam a diferenca na viabilidade
celular obtida apos o tratamento com os poliplexos baseados nos homopolimeros. O
PBAE como tem uma estrutura mais rigida, tem uma maior dificuldade em interagir
com a membrana celular. Para além disso, o rearranjo tri-dimensional dos residuos
catidnicos, com maior espago entre 0s grupos amina, induzem, muito provavelmente,

uma menor citotoxicidade!'>1254

. Quanto aos poliplexos preparados com as diferentes
combinagdes dos homopolimeros PDMAEMA e PBAE, verifica-se um aumento da
viabilidade celular com o aumento da propor¢do de PBAE (Figura 22).

Na Figura 23, a viabilidade celular foi analisada apds a incubagdo das células
COS-7 com os poliplexos, preparados com as varias combinagdes poliméricas, os
homopolimeros e a PEI, nos racios N/P 10/1 e 25/1, na presenca de soro. Verifica-se um
aumento da viabilidade celular na presenca de soro, para todas as formulacdes testadas,
a excepgdo do PBAE, cuja viabilidade ¢ semelhante a obtida na transfecdo sem soro. O
aumento da viabilidade celular pode ser explicado ndo s6 pelas melhores condi¢des de
crescimento celular, como também, com a possivel reducdo de toxicidade de alguns
poliplexos, promovida pela sua interaccdo com os componentes do soro. Esta tltima
observacdo ¢, particularmente, evidente para poliplexos baseados no bPEI, que sdo
muito menos toxicos na presenca de soro. Estes poliplexos, muito provavelmente,
interagem com componentes do soro, que diminuem a sua capacidade de ligagdao e/ou
internalizacdo pelas células alvo, reduzindo, consequentemente, tanto a sua
citotoxicidade como a sua capacidade de transfeccao.

Na presenca de soro, as formulagdes que promovem uma maior expressao do
transgene sdao os poliplexos preparados com as combinacdes PDMAEMA:2PBAE e
PDMAEMA:4PBAE no racio de 25/1. Analisando a citotoxicidade induzida por cada
uma destas formulacdes, a combinagio PDMAEMA:4PBAE destaca-se, claramente, de
forma positiva, pois a combinagio PDMAEMA:2PBAE induz uma morte celular de
cerca de 40%, mesmo na presenca de soro. Deste modo, aliando os resultados do ensaio
de Iluminescéncia com estes resultados de viabilidade celular, a combinacao
PDMAEMA:4PBAE apresenta-se como a formulagdo mais promissora, pelo que apenas
esta combinacdo polimérica foi estudada nos ensaios posteriores de avaliagdo da

atividade biologica.
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Figura 23— Efeito da presenca de soro na viabilidade das células Cos-7, apods o tratamento
com os diferentes poliplexos. As combinagdo poliméricas PDMAEMA:PBAE,
PDMAEMA:2PBAE, PDMAEMA:4PBAE, 2PDMAEMA:PBAE ¢ 4PDMAEMA:PBAE foram
complexados com 1 pg de pCMV.Luc nos racio N/P  10/1 e 25/1. Como controlo foram
preparados poliplexos com o0 PDMAEMA, o PBAE ou a bPEI, nos racios de 10/1, 50/1 e 25/1,
respetivamente. As células foram incubadas com 0,3 mL de meio com, ou sem, 10% FBS ¢
posteriormente adicionaram-se os poliplexos. Apds 4h de incubagdo, o meio foi substituido por
DMEM-HG completo e as células foram incubadas 48h. A viabilidade celular foi quantificada
através do método de Alamar Blue, tal como estd descrito no capitulo dos “Materiais e
métodos”, e ¢ expressa em percentagem do controlo positivo (células ndo transfetadas) (média +
desvio padrdo, obtidos de triplicados). Os resultados sdo representativos de pelo menos trés

experiéncias independentes.

Na Figura 24, a viabilidade celular foi analisada apds a incubagdo das células
A549, MIA PaCa-2, MDA-MB-231 e astrocitos humanos normais com os poliplexos,
preparados com a combinacao polimérica PDMAEMA:4PBAE e bPEI, nos racios N/P
25/1. Tal como para a atividade bioldgica, os niveis de viabilidade celular apds a

incubagdo com os poliplexos preparados com a combinagdo PDMAEMA:4PBAE,
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também dependem da linha celular. Tal como se verificou para linha celular Cos-7, a
viabilidade celular ap6s o tratamento com ambos os poliplexos ¢ superior na presenca
de soro. Na auséncia de soro, verifica-se que a formulagdo desenvolvida ¢ muito menos
toxica do que os poliplexos preparados com o polimero bPEI em todas as células,
excepto nas MDA-MB-231. Na presenga de soro, os poliplexos baseados na
combina¢do polimérica apresentam uma viabilidade celular bastante aceitavel, sendo
superior a dos poliplexos controlo nas células MIA-PaCa-2 e nos astrécitos humanos

normais.
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Figura 24-Viabilidade das células (a) A549, (b) MIA PaCa-2, (¢) MDA-MB-231 e (d)
astrocitos, apés o tratamento com os diferentes poliplexos. A combinacdo polimérica
PDMAEMA:4PBAE foi complexada com 1 pg de pCMV.Luc no racio N/P 25/1. Como
controlo foram preparados poliplexos com o polimero bPEIL no racios de 25/1. As células foram
incubadas com 0,3 mL de meio com 10% FBS e posteriormente adicionaram-se os poliplexos.
Apoés 4h de incubagdo, o meio foi substituido por DMEM-HG completo e as células foram
incubadas 48h A viabilidade celular foi quantificada através do método de Alamar Blue, tal
como esta descrito no capitulo dos “Materiais ¢ métodos”, ¢ é expressa em percentagem do
controlo positivo (células ndo transfetadas) (média + desvio padrdo, obtidos de triplicados). Os

resultados sdo representativos de trés experiéncias independentes.
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3.2.3. Eficiéncia da transfecao in vitro — Citometria de fluxo

Foram realizados ensaios de citometria de fluxo para avaliar a eficiéncia da
formulacdo desenvolvida. Nestes ensaios as cé¢lulas foram transfectadas com os
poliplexos preparados com o plasmideo que contém o gene que codifica a proteina
verde fluorescente (GFP).

Foram testadas quatro formulagdes: os poliplexos baseados no polimero bPEI,
preparados no racio 25/1; os poliplexos baseado nos homopolimeros PDMAEMA e
PBAE e na combinagio PDMAEMA:4PBAE, preparados nos racios para os quais
apresentam niveis superiores de expressao do gene luciferase, 10/1, 50/1 e 25/1,

respectivamente. A eficiéncia da transfecao foi avaliada somente na linha celular COS-7
(Figura 25).
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Figura 25 — Efeito da composicdo dos poliplexos na expressiao da proteina verde
flourescente, avaliada por citometria de fluxo, na presenca de soro em células cos-7. A
combinagdo polimérica PDMAEMA:4PBAE foi complexada com 4 pg de pCMV-GFP no racio
N/P 25/1. Como controlo foram preparados poliplexos com o PDMAEMA, o PBAE ou a bPEI,
nos racios de 10/1, 50/1 e 25/1, respetivamente. As células foram incubadas com 1 mL de meio
com 10% FBS e posteriormente adicionaram-se os poliplexos. Apds 4h de incubagdo, o meio
foi substituido por DMEM-HG completo e as células foram incubadas 48h. Os resultados sdo

expressos em percentagem de células que expressam GFP. Os resultados sdo representativos de

apenas uma experiéncia.
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Os poliplexos baseados na combinagdo polimérica PDMAEMA:4PBAE,
preparados no racio N/P 25/1, induzem a expressio do gene reporter em,
aproximadamente, 70% das células. J& os poliplexos baseados nos homopolimeros,
PDMAEMA e PBAE, promovem a transfe¢do de menos de 10% das células. Assim,
uma vez que a percentagem de cé€lulas transfetadas com a combinagdo polimérica € sete
vezes supeior, face a obtida para os homopolimero, verifica-se um efeito sinérgico
também no que diz respeito a percentagem de células transfectadas. Para além disso,
constatou-se também que a formulagdo desenvolvida promove a transfe¢do de uma
percentagem de células 3 vezes superior a obtida com os poliplexos baseados na bPEI.
Assim, estes resultados sugerem que os poliplexos preparados com a formulacao
desenvolvida sdo um agente de transfecdo bastante melhor que os poliplexos preparados
com o reagente de transfecdo standard, ndo sé pela superioridade nos niveis de

expressao, como também, pela capacidade de transfectar muito mais células.

3.2.4. Estudo das vias endociticas envolvidas na internalizacao dos poliplexos

Para a optimizagdo de um sistema de transporte e entrega do material genético ¢
imprescendivel avaliar o mecanismo pelo qual esse nanossistema ¢ internalizado, uma
vez que a via de internalizacdo dos poliplexos afecta a cinética, o seu processamento
intracelular e, consequentemente, a eficacia da transfec;5086.

A endocitose ¢ o principal mecanismo de internalizagdo de vetores ndo virais.
Esta pode classificar-se em fagocitose, processo restrito a células especializadas, no
qual ocorre a internalizacdo de particulas com diametros na ordem dos pm, € em
pinocitose'*%. A pinocitose ¢ subdividida em macropinocitose, endocitose dependente de
clatrinas, endocitose dependente de caveolinas, e endococitose independente de
clatrinas e caveolinas'**.

De modo a determinar qual a via endocitica envolvida na internalizagao dos
poliplexos baseados na combinagio PDMAEMA:4PBAE, a atividade biologica desses
nanossistema foi avaliada na presenga de varios inibidores: a amilorida, que inibe a
macropinocitose através da inibigdo da bomba de protdes Na'/H'; a filipina que
bloqueia a endocitose mediada por caveolinas através do sequestro de colesterol da
membrana citopléstica e a clorpromazina, que inibe o processamento intracelular das

clatrinas e, consequentemente, a endocitose mediada por clatrinas'®"'*? (Tabela 7).
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Tabela 7— Inibidores de endocitose e respetivas vias de atuacio.

Endocitose Endocitose
Inibidor Macropinocitose dependente de dependente
clatrinas de caveolinas
Amilorida X
Filipina X
Clorpromazina X

Pelos resultados apresentados na Figura 26, pode-se verificar que a incubagdo
das células com a solugdo 200 uM de clorpromazina, induz uma diminuicao acentuada,
proxima de 90%, da expressdo do gene luciferase. Por outro lado, a incubagdo das
células com a filipina e com a amilorida, na gama de concentragdes testada, nao alterou
a expressao do transgene. Assim, pode inferir-se que a via dependente de caveolinas e a
macropinocitose, ndo estdo, significativamente, envolvidas na internalizacdo deste
nanossistema, nas células Cos-7. Deste modo, os resultados apontam que os poliplexos
baseados na combinagdo PDMAEMA:4PBAE sao, maioritariamente, internalizados por
endocitose dependente de clatrinas, uma via cléssica de internalizacao de nanoparticulas
com um didmetro médio inferior a 200 nm™. O processo de endocitose dependente de
clatrinas caracteriza-se pela formag¢ao de uma vesicula revestida por clatrinas, com um
diametro médio de 100 a 200 nm, que leva a formagdo de endossomas que,
posteriormente, se fundem com o lisossoma®. Portanto, a eficacia da transfecao, apos a
internalizacdo por esta via endocitica, deve-se a capacidade de escape da via
endolisossomal dos poliplexos, provavelmente, através do mecanismo de “esponja de
protdes”. A protonogdao dos grupos amina do segmento cationico do PDMAEMA na
combinacido PDMAEMA:4PBAE, ao evitar a acidificacdo da vesicula, promove o
aumento da osmolaridade (devido ao influxo de ides cloreto) e, consequentemente,
induz o seu rebentamento osmostico, com a libertacdo dos poliplexos no citoplasma.
Para além disso, a carga superficial positiva dos complexos pode induzir a
destabiliza¢ao das membranas endossomais, promovendo a libertagao dos poliplexos no
citoplasma **,

A maioria dos estudos sobre a internaliza¢do de vetores de entrega de material
genético provém da utilizagdo de inibidores quimicos®*. Embora, alguns destes sejam
considerados especificos para algumas das vias descritas, a sua utilizagdo interfere com

processos essenciais do metabolismo celular. Por exemplo, a utilizacao de inibidores da
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endocitose dependentente de clatrinas, tais como a clorpromazina, pode prejudicar
alguns processos mediados por receptores'®’. Jio a utilizagio da filipina, em
concentragdes elevadas, afeta todos os processos associados as jangadas lipidicas,
podendo comprometer a integridade da membrana citoplasmatica'®’. Perante isto, em
paralelo aos ensaios de quantificacdo da inibicdo do gene reporter, foi avaliada a
citotoxicidade destes inibidores nas diferentes concentragdes (Figura 27), tendo sido
definido como concentracdo maxima de farmaco a concentragdo que induzia a morte a
cerca de 50% das células. Deste modo, pode constatar-se, que a auséncia de efeito
(inibi¢do da atividade bioldgica) apds a incubagdao com a filipina ou com a amilorida
ndo se deve a uma concentra¢do insuficiente. Para além disso, verificou-se que a
clorpromazina, mesmo na concentragdo mais baixa (75 uM), para a qual ndo apresenta
qualquer efeito, promove ja alguma citotoxicidade, face as células incubadas somente

com os poliplexos.
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Figura 26 - Efeito dos inibidores de endocitose na expressao do gene luciferase nas células
Cos-7, ap6s a transfecio com os poliplexos baseados na combinacio PDMAEMA:4PBAE.
A combinacdo polimérica PDMAEMA:4PBAE foi complexados com 1 ug de pCMV.Luc no
racio N/P 25/1. As células foram incubadas com 0,3 mL de meio com 10% de FBS e tratadas
com os inibidores: (a) amilorida (1-2 mM) (b) filipina (0,25-1 pg/mL) e (¢) clorpromazina (75-
200 uM), ou ndo tratadas (NT). Apdés um periodo de incubagdo de lh com os farmacos,
adicionaram-se os poliplexos. Apos 4h de incubacdo, o meio foi substituido por DMEM-HG
completo e as células foram incubadas 48h. O nivel de express@o génica foi avaliado tal como
estd descrito na seccdo de “Materias e métodos”. A atividade bioldgica ¢ expressa em RLU
(unidades relativas de luz) de luciferase por miligrama de proteina celular total (média + desvio
padrio, obtidos de triplicados). Os resultados sdo representativos de duas experiéncias

independen
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Figura 27— Efeito dos inibidores de endocitose na viabilidade das células Cos-7, apés a
transfecao com os poliplexos baseados na combinacio PDMAEMA:4PBAE. A combinagio
polimérica PDMAEMA:4PBAE foi complexados com 1 pg de pCMV.Luc no racio N/P 25/1.
As células foram incubadas com 0,3 mL de meio com 10% de FBS e tratadas com os inibidores:
(a) amilorida (1-2 mM), (b) filipina (0,25-1 pg/mL) e (¢) clorpromazina (75-200 uM), ou ndo
tratadas (NT). Apds um periodo de incubagdo de 1h com os farmacos, adicionaram-se os
poliplexos. Apds 4h de incubagdo, o meio foi substituido por DMEM-HG completo ¢ as células
foram incubadas 48h. A viabilidade celular foi quantificada através do método de Alamar Blue,
tal como esta descrito no capitulo dos “Materiais ¢ métodos”, e ¢ expressa em percentagem do
controlo positivo (células ndo transfetadas) (média + desvio padrao, obtidos de triplicados). Os

resultados sdo representativos de duas experi€ncias independentes.
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3.2.5. Caracterizacao fisico-quimica dos poliplexos

A andlise das caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas ¢ muito importante,
uma vez que sao avaliados parametros essenciais ao seu Sucesso in vitro € in vivo. A
analise do tamanho e da carga superficial dos poliplexos ¢ crucial para correlacionar as
suas propriedades fisico-quimicas com a sua capacidade de transfec¢do e,
consequentemente, para conceber novos e eficientes nanosistemas de entrega de

genes™".

3.2.5.1. Tamanho e potencial zeta dos poliplexos

O tamanho de particula pode ser determinado através da técnica de difusdo
dindmica da luz (DLS), uma técnica que se baseia na analise do espalhamento de luz
promovida pelas particulas.

Nas medi¢cdes do DLS, presentes na Figura 28a, pode-se verificar que a
combinacdo polimérica PDMAEMA:4PBAE, preparada no racio N/P 25/1, tem a
capacidade de condensar o pDNA em nanopoliplexos (130 nm). Este didmetro médio
possibilita a internaliza¢ao celular dos poliplexos através de endocitose dependente de
clatrinas, tal como foi sugerido anteriormente®. Para além disso, o tamanho destes
poliplexos possibilita a sua aplicagdo em estratégias de terapia génica antitumorais, nas
quais se realiza o targeting passivo do vetor, beneficiando-se do efeito de permeacao e

reten¢do melhorada'**.
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Figura 28- Caracterizacao fisico-quimica e morfologica dos poliplexos: (a) Tamanho,
(b) potencial zeta e (c) microscopia de for¢ca atomica (AFM) . A combinagdo polimérica
PDMAEMA:4PBAE foi complexada com 1 pg de pCMV.GFP no racio N/P 25/1. Como
controlo foram preparados poliplexos com o PDMAEMA, o PBAE ou a bPEI, nos racios de
10/1, 50/1 e 25/1, respetivamente. Os resultados do tamanho das particulas € expresso em
nanometros (média + desvio padrdo) e do potencial zeta em mv (média + desvio padrdo). Os

resultados sdo representativos de duas experiéncias independentes.

Os homopolimeros PDMAEMA e¢ PBAE geram poliplexos com tamanhos
idénticos, aos dos poliplexos preparados com a combinagao de polimeros, o que leva a
crer que o ndo ¢ o tamanho que justifica os diferentes niveis de citotoxicidade e
capacidade de transfeccdo. A heterogenidade dos poliplexos, resultante da agregacdo
multimolecular que ocorre durante o seu processo de formagdo, ¢ uma caracteristica
tipica dos nanossistemas de base polimérica, que se reflete no indice de polidispersao,
variando estes entre 0,2 a 0,4 para as formulagdes desenvolvidas.

Na Figura 28b, ¢ apresentado o potencial zeta dos poliplexos baseados na

combinacdo polimérica PDMAEMA:4PBAE, bem como nos homopolimeros e no
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polimero controlo, preparados nos racios para os quais apresentavam maior atividade
biologica. Todos os poliplexos preparados apresentam um potencial zeta positivo, que
oscila entre os +39 mV e os +43 mV, demonstrando assim que a superficie do
nanossistema ¢ formada pelo polimero cationico. A carga superificial positiva dos
poliplexos permite que estes estabelecam interacdes eletrostaticas com a membrana
citoplasmatica que promovem a sua internalizagio'*”. Para além disso, tal como foi
referido anteriormente, a eficicia da transfecdo pode estar também associada a
libertagdo dos poliplexos no citoplasma, apos a destabilizagdo das membranas
endossomais, promovida pela carga superficial positiva dos complexos™.

Tal como se constatou na medi¢ao dos tamanhos, os poliplexos preparados com
os homopolimeros PDMAEMA e PBAE tém um potencial zeta muito semelhante, de
aproximadamente +40 mV. Assim, pode-se inferir que, relativamente as formulagdes
estudadas, a composi¢ao polimérica, a estrutura do polimero e a conformagao adquirida
no processo de self-assembly dos poliplexos sdo os principais fatores responsaveis pelo
desempenho destes nanossistemas quanto a atividade biologica e citotoxicidade.

A caraterizacao morfoldgica dos poliplexos baseados na combinagdo polimérica
PDMEMA:4PBAE, através da técnica de microscopia de forga atomica revelou que os
poliplexos tém uma estrutura aproximadamente esférica e um diametro médio pequeno
(Figura 28c).

Correlacionando estes resultados com os obtidos nos estudos de atividade
biologica, pode-se concluir que os poliplexos com o nivel de expressdao do transgene
superior tém uma carga superificial positiva ¢ um tamanho médio de 130 nm, que
facilita a interacdo com as células alvo, incrementando a internaliza¢do celular e,

consequentemente, promovendo uma elevada atividade biologica.

3.2.5.2. Condensag¢ao do DNA

A condensacdo do DNA ¢ um processo crucial para garantir que a transfecgao,
com sistemas de transporte e entrega de material genético de base polimérica, seja bem
sucedida™. Os polimeros catiénicos tém a capacidade de condensar e proteger o DNA
em estruturas compactas, através das interagdes eletrostaticas estabelecidas entre os

grupos fosfato do DNA e os grupos amina do polimero.
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Os poliplexos resultantes da complexacao do material genético com a bPEI, com
os homopolimeros PDMAEMA e PBAE, bem como com as diferentes combinac¢des
destes, foram preparados em seis racios N/P (do 2/1 a 75/1). A condensagdo do DNA
foi, posteriormente, avaliada num ensaio de intercalagdo de brometo etideo.

Na Figura 29, verifica-se a diminui¢ao da flourescéncia do brometo de etideo
com o aumento do racio N/P. O aumento da quantidade polimero traduz-se num
aumento da densidade de carga positiva, que aumenta o nivel de interagdo com as
cargas negativas do DNA, com consequente elevado grau de condensagdo e protecao do

DNA.
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Figura 29- Acessibilidade do brometo de etidio ao DNA dos diferentes poliplexos
preparados em varios racios polimero/DNA N/P. Os poliplexos preparados com os diversos
polimers e suas combinagdes ¢ 1ug de DNA foram incubados com o Brometo de Etideo, tal
como ¢ descrito nos Materiais e Métodos. A quantidade de DNA disponivel para interagir com a
sonda foi calculada subtraindo os valores da fluorescéncia residual aos obtidos para as amostras
e expressos como percentagem do controlo. O controlo corresponde a DNA livre na mesma
quantidade que o associado aos complexos (100% de acessibilidade do EtBr). Os dados sdo
expressos como acesso do EtBr (% do controlo) (média + desvio padréo, obtidos de triplicados).

Os resultados sdo representativos de duas experiéncias independentes.
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Assim como nos ensaios de atividade bioldgica, os dois homopolimeros testados
comportam-se de forma bastante distinta. Enquanto que o homopolimero PDMAEMA
garante a condensacdo e prote¢do do material genético, tal como o polimero bPEIL o
homopolimero PBAE nao tém essa capacidade, permitindo o acesso da sonda a mais de
50% do ADN, mesmo para o racio mais elevado dos poliplexos. Esta incapacidade de
condensa¢do do PBAE pode estar relacionada com a rigidez da sua estrutura quimica e
com o arranjo tridimensional dos residuos catiénicos, com mais espaco entre 0s grupos
amina e logo, menor densidade de carga positiva e menor capacidade de condensagao
do ADN. A reduzida capacidade de protecao destes poliplexos, observada para todos os
racios N/P, pode ser a causa do insucesso deste polimero como vetor de terapia génica,
pois, possivelmente, este liberta o material genético demasiado cedo, promovendo a sua
degradacao antes de alcancar o nucleo.

Assim, tal como seria de esperar, a acessibilidade do EtBr ao DNA dos
poliplexos preparados com as varias combinagdes poliméricas ¢ condicionada pela
propor¢ao do PBAE. Nos racios N/P inferiores, quanto maior a propor¢do de PBAE na
combinagdo polimérica maior € a percentagem de acesso do EtBr ao ADN. Contudo, a
melhor formulagao desenvolvida, os poliplexos baseados na combinacao polimérica
PDMAEMA:4PBAE preparados no racio de 25/1, garantem, muito provavelmente, a
protecdo total do material genético, pois o acesso do EtBr ao ADN ¢ nulo.

De modo a complementar os resultados obtidos no ensaio de intercalacdo de
brometo de etidio realizou-se um ensaio de electroforese em gel de agarose, que permite
inferir o grau de complexa¢do do ADN nos poliplexo. Esta técnica baseia-se no
principio de que o ADN, carregado negativamente, migra para o eletrodo positivo. Por
outro lado, o ADN complexado nos poliplexos ndo se moverd e a intensidade das

bandas sera menor.
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pADN bPEI PBAE PDMAEMA PDMAEMA:4PBAE

Figura 30 - Eletroforese em gel de agarose para os diferentes poliplexos. A combinacio
polimérica PDMAEMA:4PBAE foi complexada com 1 pg de pCMV-Luc no racio N/P 25/1.
Como controlo foram preparados poliplexos com o PDMAEMA, o PBAE ¢ a bPEI, nos racios
de 10/1, 50/1 e 25/1, respetivamente.Adicionalmente, utilizou-se também como controlo o ADN

livre. A eletroforese decorreu tal como esta descrtito no capitulo dos “Materiais e métodos”.

Os resultados observados na Figura 30 sao concordantes com os dados obtidos
no ensaio de intercalacdo de EtBr. Os complexos poliméricos baseados na combinagao
PDMAEMA:4PBAE, que bloquearem totalmente o acesso do EtBr ao ADN (Figura
29), apresentam uma elevada capacidade de complexar/condensar o material genético,
uma vez que nao a migracdo das bandas e que a sua intensidade ¢ muito inferior a

intensidade das bandas controlo (ADN livre).
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4. Conclusdo e Perspetivas
Futuras
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4.1. Conclusao

A terapia génica ¢ uma estratégia terapéutica bastante promissora que tem como
objetivo prevenir, tratar ou eliminar as causas de uma patologia, através da transferéncia
de material genético para uma populagdo especifica de células. Esta modalidade
terapéutica tem sido aplicada em diversas patologias, desde doengas monogénicas a
doengas poligénicas, tais como o cancro ou doencas neurodegenerativas. No entanto, o
desenvolvimento de um sistema de transporte e entrega de material genético seguro e
eficaz continua a ser um dos principais desafios para a sua implementagao clinica.

Os vetores ndo-virais surgiram como uma alternativa aos vetores virais,
destacando-se pela sua seguranca e versatilidade. Todavia, esta classe de vetores carece
ainda de algumas caracteristicas que sdo cruciais para a sua afirma¢do definitiva como
sistemas de transporte e entrega de material genético, nomeadamente, niveis de eficacia
de transfec¢ao semelhantes aos obtidos com vectores virais. A versatilidade, a variedade
de métodos de sintese disponiveis e a facilidade de funcionalizagdo quimica sdo
caracteristicas que, ao permitirem a optimizagdo da relagdo estrutura/atividade,
enaltecem os sistemas de base polimérica como vetores de terapia génica. Neste
contexto, no presente trabalho avaliou-se o potencial de varios polimeros, de familias
quimicas diversas, como sistemas de transporte e entrega de material genético.

A capacidade de transporte e entrega de material genético dos poliplexos
baseados no poli(metacrilato de 2-aminoetil) (PAMA) e no copolimero em bloco
polietilenoglicol-poli(metacrilato de 2-aminoetil) (PEG-b-PAMA), foi avaliada nas
células Cos-7, sendo possivel retirar as seguintes conclusdes:

Primeiramente, pode-se concluir que a atividade biologica destes poliplexos
depende da sua composicao polimérica, da razdo de carga em que sdo preparados e das
condigdes sob as quais € realizada a transfecao.

Na auséncia de soro, apenas os polimeros de maior grau de polimerizagdo, o
copolimero PEG-b-PAMAjg9090 € 0 hopolimero PAMA 7400, demonstraram ter a
capacidade de formar poliplexos que promovem a internalizagdo e entrega eficiente do
plasmideo no nucleo. Assim, para as formulagdes testadas, pode-se constatar que a
atividade biologica ¢ promovida pelos poliplexos baseasos em polimeros de maior peso
molecular. Sob esta condi¢do, somente os poliplexos preparados nas razdes de carga 5/1

e 10/1 garantiram uma expressao significativa do transgene.

78



Na presenca de soro, os poliplexos preparados com copolimeros mediaram a
entrega do material genético de um modo muito mais eficaz do que os poliplexos
baseados nos homopolimeros correspondentes. Para além disso, constatou-se que a
capacidade de transporte e entrega de material genético dos poliplexos baseados nos
copolimeros PEG-b-PAMA ¢ incrementada pela presenca de soro, contrariamente ao
verificado para os poliplexos preparados com os homopolimeros. Para a melhor
formulagdo, os poliplexos preparados com o copolimero PEG-b-PAMA,g909 no racio
25/1, demonstrou-se que na presenga de soro a sua capacidade de transfecdo ¢,
aproximadamente, 130 vezes superior a dos poliplexos baseados no polimero bPEI,
aceite como o gold standard. Deste modo, pode-se concluir que, para potenciais
aplicagdes in vivo, a copolimerizagdo com o polietilenoglicol ¢ absolutamente crucial
para o desempenho destes nanossistemas.

Relativamente a citotoxicidade destes nanossistemas, constatou-se que o
aumento da razdo de carga dos poliplexos e do peso molecular dos polimeros induz
niveis superiores de toxicidade. Embora a copolimerizagdo com o polietilenoglicol
promova a biocompatibilidade, a melhor formulagdo, os poliplexos preparados com o
copolimero PEG-b-PAMAjs900 no racio 25/1, apresenta uma citotoxicidade
relativamente elevada, induzindo a morte de mais de 30% das células, mesmo na
presenca de soro.

Os resultados obtidos permitem também concluir que os poliplexos formados
com os diversos polimeros testados garantem a prote¢ao do ADN, sendo a complexagao
incrementada pela copolimerizagdo com o polietilenoglicol.

Embora o copolimero PEG-b-PAMA 3999 promova a condensacdo do mateial
genético em poliplexos capazes de mediar a entrega do material genético de forma
bastante mais eficaz do que os preparados com o polimero aceite como padrao (bPEI),
apresenta uma grande limitagdo: a elevada citotoxicidade induzida pelos nanossistemas

resultantes.

Sendo a citotoxicidade uma das principais limitagdes a aplicagdo de polimeros
cationicos como vetores de entrega de material genético, optou-se por avaliar o
potencial da combina¢do dos polimeros PDMAEMA e PBAE, uma vez que estdo
descritos como sendo polimeros com capacidade de transporte e entrega de material
genético e, no caso do ultimo, com elevada biocompatibilidade. As varias formulagdes

de poliplexos desenvolvidas foram submetidas a diferentes estudos, tendo sido
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avaliados diversos parametros, nomeadamente a sua atividade biologica, a
citotoxicidade, os mecanismos de internalizacdo celular, o tamanho das particulas, a
carga superficial e a condensacdo/protecdo do ADN. A avaliagdo deste parametros, e,
consequentemente, da capacidade de transporte e entrega de material genético dos
poliplexos baseados nos polimeros PBAE ¢ PDMAEMA, permitiu retirar as seguintes
conclusoes:

Embora todas as combinagdes poliméricas testadas tenham a capacidade de
mediar a transferéncia de genes, a atividade bioldgica dos poliplexos ¢ dependente da
combinacdo e da razao de carga N/P dos poliplexos, sendo a eficacia de transfec¢ao
superior para os poliplexes preparados nos racios 10/1 e 25/1, para todas as
combinagdes.

A viabilidade celular, determinada apds incubagdo com os poliplexes, ¢ também
dependente da quantidade relativa de polimero presente no nanossistema e da propor¢ao
de cada um dos homopolimeros, sendo que as razdes de carga N/P maiores e os
poliplexos preparados com combinagdes com maior propor¢do de PDMAEMA
apresentam niveis de citotoxicidade superiores.

Constatou-se ainda que os nanossistemas preparados com ambas as
combinagdes, PDMAEMA:2PBAE e PDMAEMA:4PBAE, apresentam uma capacidade
de transfeccdo superior a dos poliplexos baseados nas combinac¢des poliméricas com
maior propor¢do de PDMAEMA. No entanto, os poliplexos preparados com a
combinacdo PDMAEMA:4PBAE na razao de carga N/P 25/1 foram considerados, pela
sua relacdo atividade biologica/citotoxicidade, a melhor formulagdo. Esta formulacio
apresenta uma elevada capacidade de transfec¢do, mesmo na presenca de soro, sendo,
aproximadamente, 700, 60, 7, 20 e 45 vezes superior a obtida com os poliplexos
baseados na bPEI, nas células Cos-7, A549, MDA-MB-231, MIA-PaCa-2 e astrocitos
humanos normais, respetivamente.

A eficécia e robustez da capacidade de transporte e entrega de material genético
dos poliplexos preparados com a combinagdo PDMAEMA:4PBAE no racio 25/1 foi
também comprovada no ensaio de citometria de fluxo, no qual se verificou que estes
poliplexos promovem a transfecdo de uma percentagem de células 3 vezes superior a
obtida com os poliplexos baseados no polimero bPEI. Pelos resultados obtidos, pode-se
também concluir que estes novos nanossistemas sdo maioritariamente internalizados por

endocitose dependente de clatrinas.
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Relativamente as caracteristicas fisico-quimicas, os poliplexos preparados com a
combina¢gdo PDMAEMA:4PBAE apresentam propriedades adequadas a sua aplicacdo in
vivo, nomeadamente uma boa condensacdo do ADN, que garante a protecdo do material
genético, e um diametro médio reduzido de, aproximadamente, 130 nm. E ainda notério
que, embora a carga superficial destes poliplexos seja positiva, estes sistemas tenham a
capacidade de mediar a entrega do material genético de forma eficiente na presenca de
soro com uma citotoxicidade muito reduzida.

A combinagdo dos polimeros PDMAEMA ¢ PBAE ¢ uma estratégia muito
promissora, com um enorme potencial para possiveis aplicagdes terapéuticas, que para
além de promover a formacdo de poliplexos com uma atividade bioldgica muito
superior a dos poliplexos baseados no polimero gold standard, se destaca pela reduzida
toxicidade e pela simplicidade de preparacgao.

Os resultados obtidos ao longo deste trabalho permitem concluir que a
capacidade de transporte e entrega de material genético dos vetores de base polimérica ¢
condicionada por um conjunto de fatores: a composi¢do polimérica, a estrutura do
polimero, a conformagao adquirida no processo de self-assembly dos poliplexos, a razao
de carga N/P dos poliplexos, e as suas caracteristicas fisico-quimicas. Estes factores
condicionam amplamente a capacidade dos nanossistemas para ultrapassar as varias

barreiras associadas ao processo de transporte € entrega de material genético.
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4.2. Perspectivas Futuras

Os resultados obtidos com os poliplexos preparados com a combinagao

PDMAEMA:4PBAE demonstraram que esta formulagdo podera ser um vetor bastante

eficaz para mediar estratégias terapéuticas. Contudo, tendo em conta que os resultados

observados in vitro e o desempenho dos nanossistemas registado in vivo nem sempre se

correlacionam de forma linear, deveriam ser, ainda, realizados os seguintes estudos para

clarificar o potencial desta formulagao:

De modo a comprender o potencial comportamento da formulagdo in vivo
deverdo ser avaliadas as suas caracteristicas fisico-quimicas na presenca de soro,
nomeadamente, o tamanho e carga superficial, e analisadas as interacdes
estabelecidas com os componentes do soro.

Serd importante determinar a estabilidade dos poliplexos a longo prazo,
analisando a sua atividade bioldgica e as suas propriedades fisico-quimicas, a
fim de avaliar o potencial dos nanossistemas para serem armazenados para
aplicacdes in vivo.

Serd também interessante melhorar as caracteristicas da formulagdo, por
exemplo, promover a especificidade para um determinado tecido, através da
conjugacdo de um ligando a superficie do poliplexo, e incrementar a
biodisponibilidade e biocompatibilidade do nanossistema, através da
incorporac¢ao de um polimero hidrofilico, como o polietilenoglicol.

O desempenho da formulagao devera também ser analisada in vivo, num modelo
animal de cancro. Numa primeira fase esta avaliacdo estard focada na atividade
bioldgica promovida pela formulacdo, apés ser administrada por via intravenosa
ou injecao intratumoral, e, posteriormente, estara centrada na andlise da sua

capacidade para mediar a aplicagao de estratégias antitumorais de terapia génica.
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