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OBJECTIVOS E ORGANIZACAO DA DISSERTACAO

O principal objectivo do trabalho apresentado nesta dissertagdo consistiu no
desenvolvimento de um nanotransportador de base lipidica, que permitisse o transporte
e entrega de genes especificamente a células endoteliais afectadas em determinadas
patologias (células endoteliais activadas), exibindo, simultaneamente, caracteristicas
adequadas para administragdo intravenosa.
Como objectivos especificos salientam-se:
- Garantir elevada eficiéncia de associa¢do dos vectores plasmidicos e dos vectores virais ao
nanotransportador;
- Garantir protec¢ao dos vectores plasmidicos contra a degradagdo enzimatica, no decorrer do
processo de entrega de genes;
- Identificar e optimizar procedimentos experimentais adequados a preparacdo e purificacdo
dos sistemas desenvolvidos;
- Conferir propriedades fisico-quimicas adequadas (carga de superficie e tamanho) para
administracao intravenosa;
- Desenvolver e optimizar processos de acoplamento covalente de ligandos (nomeadamente o
anticorpo H18/7) a superficie dos nanotransportadores, de modo a promover o seu
direccionamento para células endoteliais activadas;
- Garantir expressao especifica do transgene quer em modelos celulares quer em modelos
animais de patologias envolvendo células endoteliais;
- Identificar mecanismos pelos quais os nanotransportadores desenvolvidos medeiam a entrega

intracelular do transgene.

A dissertacdo que a seguir se apresenta encontra-se estruturada em 7 capitulos.

O Capitulo 1 consiste numa introdugdo tematica organizada em 4 secgdes
principais, que correspondem as diferentes dreas cientificas em que se insere o trabalho,
e por ultimo a bibliografia correspondente. Neste capitulo, sdo referidas as principais
caracteristicas dos vectores actualmente disponiveis em terapia génica, as principais
abordagens terap€uticas envolvendo células endoteliais, assim como as suas limitagdes,
e as principais caracteristicas que os transportadores de genes deverdo apresentar em
funcdo das principais barreiras inerentes a utilizagdo da via de administragdo

intravenosa.
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Esta introdu¢do temadtica foi elaborada a partir de uma revisdao cuidada da
literatura mais relevante existente sobre cada uma das areas referidas.

O trabalho experimental ¢ descrito num total de 5 capitulos (Capitulos 2 a 6)
organizados nas seguintes secc¢des: Introducdo, Material e métodos, Resultados e
discussao e por ultimo Bibliografia.

No Capitulo 2 procedeu-se a concepgao e optimizagao de uma formulagdo com
base nos pressupostos apresentados no Capitulo 1, tendo como resultado a obtengao de
um nanotransportador de ADN plasmidico caracterizado pelo direccionamento para
células apresentando receptores de transferrina. Essa formulagdo constituiu a base para
o trabalho de investigacdo apresentado no Capitulo 3, que teve por objectivo a
adaptacao do transportador desenvolvido para direccionamento especifico de genes para
células endoteliais activadas, visando a sua aplicagdo em terapia génica de patologias
vasculares. Os resultados obtidos nesse capitulo estiveram na origem de uma alteragao
significativa na formulacdo desenvolvida, no sentido de permitir a encapsulagao de
vectores virais, em alternativa aos plasmideos de ADN. Deste modo, no Capitulo 4
procedeu-se a optimizacdo de nanotransportadores direccionados, encapsulando
vectores virais adeno-associados (rAAV), conhecidos por induzirem elevados niveis de
transducao em varios tipos de células. Os resultados obtidos neste capitulo sugerem que
as células endoteliais ndo sdo permissivas a transdu¢do mediada por rAAV,
provavelmente consequéncia de limitacdes de internalizacdo celular e/ou de
processamento intracelular deste tipo de vector viral. Face a esses resultados, optou-se,
no Capitulo S, por proceder a substituicao dos rAAV por vectores adenovirais (rAd),
conhecidos pela sua eficiéncia em transduzir células endoteliais. A incorporacdo destes
vectores nos nanotransportadores desenvolvidos permitiu o seu direccionamento para
células endotelias activadas, as quais mimetizam as células endoteliais afectadas em
determinadas patologias. ApOs obtencdo destes resultados procedeu-se a andlise da
eficiéncia dessa formulagao in vivo, conforme exposto no Capitulo 6.

Finalmente, no Capitulo 7 sdo sistematizadas as conclusdes mais relevantes
decorrentes da apresentacdo e discussdo dos resultados inerentes a cada um dos
capitulos anteriormente referidos, bem como enunciadas as perspectivas futuras para a

utilizacdo dos nanotransportadores desenvolvidos.
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SUMARIO

Os avancos efectuados na area da biologia molecular resultaram num novo
conceito de tratamento de doengas, o conceito de terapia génica, o qual pode ser
definido como qualquer estratégia de tratamento que se baseie na introdug¢do de
polinucleétidos em células humanas, com objectivos terapéuticos. Neste contexto, as
células do endotélio vascular constituem um alvo importante em termos terapéuticos,
uma vez que se encontram envolvidas em iniimeras patologias, tais como cancro,
doencas inflamatorias e em patologias que decorrem com eventos isquémicos. A entrega
de genes adequados a estas células poderd modelar a progressdo das referidas
patologias, surgindo como uma terapia alternativa ou de utilizagdo concomitante com as
estratégias de tratamento actualmente disponiveis. Com efeito, apesar dos avangos
recentes, estas continuam a apresentar limitacdes no tratamento das referidas condig¢des
patoldgicas.

Neste ambito, a inibicdo da angiogénese tem demonstrado ser uma estratégia
importante no controlo do crescimento tumoral, uma vez que a formagao de novos vasos
sanguineos constitui um requisito critico para o crescimento das células tumorais.
Assim, na auséncia de um sistema vascular, a maioria dos tumores ¢ incapaz de se
expandir, permanecendo sem capacidade de invasdo e de metastizar. Contrariamente, a
promogao da angiogénese em patologias que decorrem com eventos isquémicos baseia-
se na formag¢ao de novos vasos, sob influéncia de genes codificando factores de
crescimento adequados.

Noutro contexto, a inibicdo de genes codificando moléculas de adesdo ou
citocinas inflamatérias poderd desempenhar uma fungao importante na terapéutica anti-
inflamatoéria, assim como a estimulacdo da producdo de citocinas anti-inflamatorias,
como a interleucina-4 (IL-4).

A entrega de genes terapéuticos nas situagdes anteriormente referidas,
especificamente em areas onde ¢ necessdria a sua expressao, constitui o principal
desafio na aplicagdo clinica da terapia génica. Este desafio podera ter como solugdo o
desenvolvimento de sistemas adequados (em termos de seguranca e eficiéncia) para
administragdo intravenosa, os quais deverdo apresentar capacidade de discriminar entre
células endoteliais no estado fisioldgico e as mesmas células no estado patologico,

consistindo este o ambito da presente dissertagao.
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Dos vectores actualmente disponiveis, os vectores ndo virais, particularmente os
plasmideos, sdo considerados dos mais seguros. Os plasmideos convencionais ndo
apresentam capacidade de replicar em células de mamifero, dai resultando a expressao
transitoria do transgene, facto que condiciona a sua utilizagao a patologias que requerem
expressao transitoria da proteina terapéutica. Um dos métodos padrdo utilizados para
transferéncia do ADN plasmidico a células inclui a complexacdo com policatides,
nomeadamente com o polimero polietilenimina (PEI). Este polimero apresenta
propriedades que permitem simultaneamente condensar o ADN e facilitar a sua saida do
endossoma, etapas, que a luz do conhecimento actual, sdo determinantes para a eficacia
do processo de transfec¢do. Estas propriedades devem-se essencialmente ao facto do
polimero possuir uma densidade de grupos amina bastante elevada, os quais se
encontram apenas parcialmente protonados ao pH fisioldgico. Apds internalizagdo nas
células, e aquando do processo de acidificagdo que ocorre nos endossomas, 0s protdes
sdao captados pelos grupos amina do polimero PEI, impedindo a diminui¢dao do pH
naquele organelo celular. Deste modo, continua a verificar-se a entrada de protdes, a
qual ¢ acompanhada do influxo de ides cloreto. O movimento deste ido induz o influxo
de agua, causando turgidez osmética, e subsequente ruptura do endossoma, permitindo
assim que os poliplexos escapem para o citosol. Por este motivo, o polimero PEI ¢
frequentemente designado por esponja de protdes, caracteristica que lhe confere o efeito
tampao. A sua estrutura ramificada, contendo aminas primarias, secundarias e terciarias,
confere-lhe o atributo de exercer o efeito tampao ao longo de uma vasta gama de
valores de pH.

A eficécia de transfec¢do in vitro mediada pelos poliplexos compostos por PEI e
ADN criou grandes expectativas para a sua utilizacdo em terapia génica. No entanto, a
semelhanca do que se encontra descrito para lipossomas catidénicos, a presenca de
cargas positivas a superficie dos complexos ¢ um factor limitativo a sua administra¢ao
in vivo, nomeadamente através da via intravenosa. De modo a ultrapassar as limitacdes
associadas aos sistemas catidonicos, nomeadamente a sua interac¢do ndo especifica com
células e proteinas séricas, optou-se, neste trabalho, por tentar mascarar a carga dos
poliplexos de PEI/ADN através da associacdo a lipossomas neutros e/ou negativos,
originando os lipopoliplexos (LPPX). Adicionalmente, optou-se pela introducdo do
polimero polietilenoglicol (PEG) na composi¢do da formulagdo, na expectativa de
aumentar significativamente o tempo de circulagdo sanguinea do transportador. O

tamanho dos nanotransportadores resultantes foi modulado por extrusdo, esperando-se
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uma estabilidade elevada, como consequéncia da auséncia de lipidos de carga positiva,
da presenca de PEG e das suas dimensdes reduzidas. Na expectativa de conferir
selectividade aos transportadores ndo catidnicos conjugados com PEG, procedeu-se a
inclusdo de ligandos neste sistema, no sentido de promover a interacgdo com as células
alvo. Esta interac¢do deve caracterizar-se por uma elevada afinidade, e induzir a
internalizagdo celular dos transportadores. Uma vez internalizados espera-se que estes
sejam libertados do endossoma para o citosol, evitando deste modo a degradacdo no
lisossoma. Especula-se que o trajecto dos transgenes até ao nucleo deva ocorrer na
forma de complexos (por exemplo, complexos de PEI/ADN) para evitar a degradagao
citoplasmatica do material genético. A entrada do transgene no nucleo constitui um
parametro critico em terapia génica, principalmente para vectores ndo virais. Neste
ambito, apesar da estratégia mais vulgarmente utilizada consistir na incorporagdo de
sequéncias de localizagdo nuclear (NLS), a utilizagdo do polimero PEI também podera
desempenhar um papel importante, promovendo a proteccdo do ADN e facilitando a sua
translocagdo para o nucleo.

Apoés internalizacdo nuclear, a extensdo e duracdo da expressdo do transgene
dependera da construgdo do plasmideo e da dissociagao do complexo.

A primeira etapa deste trabalho, descrita no Capitulo 2 desta dissertacdo, consistiu
no desenvolvimento da formulacdo e sua optimizagdo. A preparagdo do
nanotranportador decorre em trés fases. Na primeira fase o ADN ¢ complexado com o
PEI, na segunda fase os poliplexos resultantes sdo associados a lipossomas neutros e/ou
negativos e, finalmente, procede-se ao acoplamento do polimero PEG aos LPPX,
seguindo-se o acoplamento do ligando transferrina ao terminal das moléculas de PEG.
Na primeira fase do desenvolvimento desta formulacio efectuou-se a caracterizagao dos
poliplexos a associar aos lipossomas, nomeadamente em termos de tamanho, capacidade
tampao e actividade de transfeccdo. Paralelamente, procedeu-se ao desenvolvimento e
caracterizacdo de varios métodos de quantificacdo do ADN, possibilitando, na segunda
etapa determinar as condi¢cdes experimentais mais eficientes para recuperacdo de ADN
associado aos lipossomas. Na terceira etapa, correspondendo ao acoplamento do ligando
transferrina as moléculas de PEG, avaliou-se o efeito da presenga de diferentes
concentragdes do polimero PEI neste pardmetro, assim como a utilizacdo de diferentes
tipos e quantidades de PEG reactivo.

Os resultados da interacgdo celular dos lipopoliplexos desenvolvidos demonstraram

que estes apresentam a capacidade de reconhecer cé€lulas que expressam receptores de
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transferrina, embora a sua actividade de transfec¢do se tenha revelado claramente
aquém do esperado.

Ap6s a referida optimizacao da formulacdo e demonstracdo do conceito pretendido
(selectividade de interac¢do com células alvo), procedeu-se a avaliacdo do potencial da
formulacao para aplicagao em patologias envolvendo células endoteliais activadas. Para
tal, utilizou-se um ligando apropriado ao novo alvo celular, um anticorpo desenvolvido
contra a E-selectina humana. O modelo celular utilizado teve como base a activagao das
Células Endoteliais Humanas da Veia do Cordao Umbilical (HUVEC) com mediadores
inflamatorios, como o TNF-a (factor de necrose tumoral-a). Dessa activagdo resulta a
sobre-expressao de varias glicoproteinas de superficie, nomeadamente da E-selectina,
mimetizando a activacao endotelial que ocorre nas patologias anteriormente referidas,
nomeadamente cancro, doencgas inflamatorias e patologias que decorrem com isquémia.

Foram identificados alguns parametros, tais como concentracdo lipidica e
tamanho das particulas, que podem influenciar a extensdo da associacdo dos
nanotransportadores as células alvo. Os resultados obtidos demonstraram que, apesar da
elevada eficiéncia de associagdo do ADN aos nanotransportadores, ¢ da elevada
extensao de associagdo destes as células endoteliais activadas, os niveis de expressdao do
transgene ndo sdo detectaveis. A utilizagdo de formulagdes controlo, nomeadamente
lipossomas cationicos, constituiram um indicio da baixa “permissividade” das células
endoteliais face a transfec¢do mediada por plasmideos de ADN.

No seu conjunto, os resultados apresentados ndo permitem esclarecer se a
ineficiéncia de transfec¢do observada com os imunolipossomas (lipossomas em que o
ligando € um anticorpo) contendo poliplexos ¢ consequéncia da ineficiente entrega de
ADN as células alvo, e/ou se tal resulta da falta de permissividade das células
endoteliais a transfeccdo envolvendo ADN plasmidico, devido a limitacdes pOs-
internalizacdo celular.

Na tentativa de ultrapassar a ineficiéncia global observada no processo de
transfeccdo, considerou-se a possibilidade da substituicdo dos vectores plasmidicos por
vectores virais, reconhecidos pela elevada eficiéncia em transduzir uma grande
variedade de células.

A hipétese colocada nesta fase do trabalho foi a de que a encapsulacdo de
vectores adeno-associados em lipossomas resultaria em elevados niveis de expressao do

transgene nas células alvo, como consequéncia: (i) da eficiéncia dos vectores virais, e
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(i1) da especificidade de entrega dos vectores virais mediada por lipossomas
direccionados.

Os vectores adeno-associados (rAAV) sdo vectores de cadeia simples de ADN,
que entram nas células por intermédio de moléculas de heparano existentes na superficie
celular. Apos transporte no citoplasma e internalizacdo nuclear, o ADN de cadeia
simples ¢ convertido em ADN de cadeia dupla. Estes vectores sdo responsaveis pela
expressao a longo termo do transgene, nomeadamente em fibras musculares in vivo.

Apbs determinacdo dos métodos mais eficazes na remocdo dos rAAV ndo
associados aos imunolipossomas, ¢ na eficiéncia de encapsulagdo, procedeu-se ao
direccionamento da formulagao resultante, quer para células apresentando receptores de
transferrina, quer para células endoteliais activadas, utilizando os ligandos apropriados.
Ambas as estratégias demonstraram eficiéncia de reconhecimento das respectivas
células alvo, embora se revelassem ineficientes do ponto de vista da transdugdo. A
auséncia de transducdo podera resultar da entrega insuficiente de rAAV as células,
como consequéncia quer do baixo titulo das preparacdes de rAAV (que resulta numa
baixa eficiéncia de encapsulagdo), quer da baixa extensdo de associagdo dos lipossomas
as células alvo (particularmente no caso dos lipossomas com transferrina).
Independentemente destes factores, a hipdtese segundo a qual a elevada eficiéncia de
transducdo que caracteriza estes virus seria suficiente para induzir expressdo do
transgene apos associagdo a lipossomas, ndo se verificou. Nao ¢ de excluir que os rAAV
tenham sido processados por vias intracelulares que inviabilizem a sua actividade, sendo
que, no caso das células HUVEC, nao se pode rejeitar a hipdtese de que estas sejam
ineficientes na transformacdo do ADN de cadeia simples em ADN de cadeia dupla,
essencial a expressdo do transgene.

No sentido de explorar a permissividade das células endoteliais aos rAAV,
procedeu-se a sua incubagao com diferentes serotipos deste vector, concluindo-se que as
células HUVEC ndo sdo permissivas a transdugdo por rAAV dos tipos 1, 2, 6 e 8.
Assim, € com o objectivo de determinar se os resultados observados seriam
consequéncia de limitagdes de internalizagdo celular, e no sentido de potenciar este
processo em cé¢lulas HUVEC, procedeu-se a mistura de rAAV com diferentes tipos de
lipossomas, nomeadamente lipossomas catidnicos, lipossomas catidnicos com
sensibilidade ao pH e lipossomas anidnicos (preparados na presenca e auséncia de
proteinas adjuvantes). Surpreendentemente, ndo se observou transdu¢do em qualquer

das situagdes e, como tal, estas experiéncias nao permitiram concluir se a auséncia de
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expressao do transgene, verificada com os rAAV livres em células HUVEC, se deve de
facto a limitagOes de internalizacao celular.

Contrariamente aos rAAV, os vectores adenovirais (rAd) permitem obter uma
expressdo do transgene elevada, apesar de transitoria, em células endoteliais. Por esse
motivo, optou-se por substituir os TAAV pelos rAd, mantendo os imunolipossomas
como nanotransportadores.

Uma das limitagdes dos vectores adenovirais ¢ a sua imunogenicidade. Assim, a
administracdo de doses elevadas destes vectores induz a activagdo da resposta
imunitaria inata, como resultado da exposi¢do directa das proteinas da capside viral a
mondcitos e macrofagos, ou da exposi¢ao de antigénios virais expressos a superficie das
células infectadas. Por outro lado, a resposta imunitaria adaptativa, nomeadamente
mediada por anticorpos, € responsavel pela neutralizacdo do vector, antes deste atingir
as células alvo. Neste contexto, importa referir que a maioria da populagdo humana ja
teve contacto com adenovirus, e portanto possui anticorpos contra estes vectores, facto
que promove a sua neutraliza¢do ap6s administragao.

As limitagdes referidas constituiram um estimulo ao desenvolvimento de um
novo método de entrega direccionada de vectores adenovirais para células endoteliais
activadas, conferindo-lhes adicionalmente caracteristicas que permitam a sua
administracao intravascular.

A estratégia utilizada consistiu em tentar encapsular vectores adenovirais nos
nanotransportadores anteriormente desenvolvidos. Espera-se que a formulagdo
resultante permita mascarar os vectores virais, minimizando, por um lado, a resposta
imunitaria inata desencadeada, e por outro lado, a sua neutralizagdo, normalmente
mediada por anticorpos preexistentes contra as proteinas virais da capside. No
desenvolvimento da formulagdo colocou-se também a hipotese de que a resposta
imunitaria adaptativa, com o desenvolvimento de anticorpos contra os rAd, seria
atenuada pelo facto dos vectores se encontrarem menos expostos aos linfocitos B.

Para além da vantagem referida, a carga negativa dos lipossomas desenvolvidos,
por oposi¢do a utilizagdo de lipossomas cationicos, permite minimizar interac¢gdes nio
especificas com proteinas de carga negativa e células sanguineas, representando uma
vantagem adicional.

No processo de desenvolvimento da formulagdo, foi possivel identificar um
método eficiente para remog¢ao dos rAd ndo associados aos imunolipossomas, tendo-se

adicionalmente readaptado o processo de preparacao dos imunolipossomas, em fungao
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da viabilidade destes vectores virais. A técnica de preparagao utilizada permitiu gerar
imunolipossomas contendo rAd, exibindo um tamanho médio de 185 nm.

A andlise por microscopia confocal de células incubadas com estes
imunolipossomas, permitiu concluir que estes sdo internalizados, indicando que esta
estratégia ¢ promissora para a entrega intracelular de transgenes a células endoteliais
activadas.

Apesar dos baixos valores de eficiéncia de encapsulacdo observados com os
vectores adenovirais, foi possivel observar transdugdo, a qual ocorre de um modo
especifico, permitindo o estabelecimento de uma curva tipo dose/resposta. A
especificidade da transducao na presenga de soro de bovino nao desactivado ¢ indicativa
da estabilidade da formulacdo em condi¢des mais proximas das fisioldgicas.

Os resultados da andlise da viabilidade celular demonstraram que a formulagao,
uma vez associada as células, induz alguma toxicidade. Provavelmente, a referida
toxicidade resulta do facto das preparagdes de vectores de primeira geragao utilizados se
encontrarem contaminados com virus com capacidade de replicacdo e,
consequentemente, com capacidade para induzir lise celular. No que diz respeito aos
mecanismos pelos quais os imunolipossomas interagem com as células endoteliais em
cultura, a auséncia de internalizacao celular verificada a 4 °C indica que este processo ¢
dependente de energia, sugerindo o envolvimento da via endocitica. Os estudos de
inibicdo competitiva realizados indicaram claramente que a transdugdo destas células ¢é
um processo dependente da internalizacdo dos imunolipossomas mediada
especificamente pela E-selectina expressa a superficie das células activadas.

De acordo com o nosso conhecimento, este ¢ o primeiro estudo em que se
efectua encapsulagdo de vectores adenovirais em lipossomas, seguida do acoplamento
de um ligando com o objectivo de conferir direccionamento.

De um modo geral, pode concluir-se que a formulagdo desenvolvida demonstrou
ser eficiente no reconhecimento e entrega de adenovirus recombinantes a células
endoteliais activadas, com consequente expressdo do transgene transportado. Estes
resultados, a par do facto dos imunolipossomas apresentarem caracteristicas adequadas
para administragao sistémica, traduzem o seu elevado potencial para aplicagdo em
terapia génica para patologias com envolvimento de células endoteliais.

Dado que a formulacdo desenvolvida satisfez os pré-requisitos referidos,
considerou-se estarem reunidas as condigdes para proceder a uma primeira avaliacido da

sua eficacia in vivo. Adicionalmente, propds-se avaliar sobre a capacidade dos
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imunolipossomas em atenuar a imunogenicidade dos rAd (particularmente o
desenvolvimento de anticorpos) através da sua encapsulacao.

Apesar das expectativas criadas a partir dos resultados in vitro, o caracter preliminar
das experiéncias efectuadas in vivo ndo permitiu concluir com certeza acerca da eficacia
e da especificidade da formulacdo em aplicagdes in vivo. Face a estes resultados, sera
necessario em trabalhos futuros realizar uma anélise sistematica dos varios parametros
que podem condicionar a eficiéncia da formulacdo in vivo, a semelhanca do que se
efectuou nos estudos realizados in vitro.

Contudo, os resultados obtidos permitiram concluir que a maioria das proteinas do
soro dos animais interage fortemente com as proteinas dos vectores virais livres. A
interac¢do observada ¢ provavelmente resultado de interaccdes ndo especificas e
constitui um factor limitativo da sua eficiéncia de transducdo, facto que reforca as
vantagens da encapsula¢ao dos rAd em lipossomas.

Surpreendentemente, os rAd encapsulados em lipossomas induziram o aparecimento
de uma resposta imunitaria adaptativa superior a desencadeada pelos rAd livres, sendo
esta diferenca menos pronunciada quando se utilizaram imunolipossomas. Estes
resultados revelam que o efeito imunoadjuvante das formulagdes supera o efeito de
mascarar os vectores virais face aos linfocitos B.

Apesar de preliminares, estes resultados constituem um contributo para a discussao
em torno dos mecanismos envolvidos na resposta imunitidria desencadeada pelos
sistemas lipossomicos, que sO recentemente comegaram a despertar o interesse da
comunidade cientifica. Considera-se que o trabalho desenvolvido suscita novas questoes
que constituem o ponto de partida para trabalhos futuros em torno da utilizagdo in vivo

de nanosistemas direccionados encapsulando vectores virais.
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ABSTRACT

The progress in the field of molecular biology resulted in a new concept for the
treatment of diseases, known as gene therapy, which can be defined as the introduction
of polynucleotides in human cells with a therapeutic purpose. In this context, the cells of
the vascular endothelium constitute an important target for gene delivery, since they are
involved in a large number of pathologies, such as cancer, inflammatory diseases, and
pathologies that occur with ischemia. The delivery of adequate genes to these cells has
the potential to interfere with the progression of the diseases, and could be used either as
an alternative or as a concomitant approach to the therapeutic protocols currently
available, which still present limitations in the treatment of the referred conditions. In
this context, it has been demonstrated that the inhibition of the angiogenic process
constitutes an important strategy in the control of tumour growth, since the formation of
new blood vessels represents a critical requirement for the growth of tumour cells.
Furthermore, in the absence of a vascular system, the majority of the tumours are not
able to expand, remaining non invasive. On the other hand, in pathologies that occur
with ischemia, the induction of angiogenesis based on the vascular growth under the
influence of the adequate growth factors has also shown to be a promising strategy.

In another context, silencing the expression of adhesion molecules or
inflammatory cytokines, as well as the induction of the expression of anti-inflammatory
cytokines, like interleukine-4 (IL-4), might have an important role in anti-inflammatory
therapies.

In the above referred clinical applications, one of the main challenges of gene
therapy consists in the specific delivery of the therapeutic genes to arecas where their
expression is required. For this reason, the development of adequate systems (both in
terms of safety and efficiency) for the intravenous administration of therapeutic genes
can greatly increase the potential of gene therapy applications. One of the main
requirements of such systems should be their ability to discriminate between endothelial
cells in the physiological state and those directly involved in the disease. These issues
constitute the scope of the present dissertation.

Among the vectors available in the field of gene therapy, non-viral vectors,
particularly plasmids, are considered to be the safest. Conventional plasmids mediate

transient gene expression since they do not replicate in the cells, which limits their
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application to situations that require temporary expression of the therapeutic protein, as
in the case of the production of cytotoxic proteins in antitumoral therapies.

One of the standard methods used to transfer plasmid DNA to cells includes its
complexation with polycations, namely with the polymer polyethylenimine (PEI). This
polymer allows condensation of the DNA molecule and facilitates its release from the
endosome, steps that are considered to be crucial for the efficacy of the transfection
process. These properties are mainly a consequence of the high density of amine groups
present in the polymer, which are only partially protonated at the physiological pH.
After internalization of the PEI/DNA complexes by the cells and acidification of the
endosomes, the protons are captured by the amine groups of PEI, preventing the
decrease of pH in that cell organelle. As a consequence, the proton influx is maintained
and accompanied by the influx of chloride ions and water, causing an increase of the
osmotic pressure and consequently rupture of the endosome, thus allowing the escape of
the internalized material. This event is responsible for the buffer effect and constitutes
the basis for the designation of “proton sponge”, often attributed to this polymer. The
branched structure of certain PEI molecules, containing primary, secondary and tertiary
amines enables the buffer capacity through a wide pH range.

The high efficacy of transfection obtained in vitro with complexes of PEI and DNA
(PEI/DNA) raised high expectations for their application in gene therapy. However, as it
has been described for cationic liposomes, the presence of positive charges in the
surface of the polyplexes jeopardizes the effect of targeting in vivo, mainly when
intravenous administration is considered. Therefore, in order to overcome the
limitations associated with the cationic systems, namely the non-specific interactions
between the carriers and cells and/or serum proteins, PEI/DNA complexes were
shielded with neutral or negatively charged liposomes, originating the hereby
designated lipopolyplexes (LPPX). Additionally, the polymer poly(ethylenoglycol)
(PEG) was incorporated with the aim of increasing the circulation time of the resulting
transgene carriers. Moreover, their size was modulated by extrusion in order to
contribute, both with the absence of positively charged lipids and presence of the
polymer PEG, to a high in vivo stability. Aiming at promoting the interaction of the
resulting carrier with the target cells, specific ligands were incorporated to confer
targeting properties. The referred cell interaction should be characterized by a high
affinity and trigger the internalization of the nanocarrier. Once internalized, the

nanocarriers should be released from the endosome to the cytosol, thus preventing DNA
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degradation in the lysosomes. After being released, the transgenes are expected to move
along the cytoplasm complexed with PEI, to prevent their degradation. The entry of the
transgene into the nucleus of the cell constitutes a critical parameter in gene therapy,
mainly when non-viral vectors are used as gene delivery systems. In this context, the
most common strategy to overcome the nuclear membrane consists in the incorporation
of nuclear localization signals (NLS). However, the use of polymers such as PEI might
also play an important role at this stage by condensing the DNA molecules, and thus
facilitating their entry to the nucleus. After nuclear internalization, the extent and
duration of the transgene expression will depend on the plasmid construction and its
dissociation from the complex.

Summarizing, the first stage of this work consisted in the development of a
formulation and its optimization, a process that can be divided into three steps. In a first
step (a) the DNA was complexed with PEI, and in a second step (b) the resulting
polyplexes were associated with neutral or negatively charged liposomes. Finally, in the
last step (c) the PEG molecules were coupled to the lipopolyplexes followed by
coupling the ligand transferrin to the distal end of the PEG molecules. In the first step of
the development of the formulation (a), the polyplexes were characterized namely in
terms of size, buffer capacity and transfection activity. In parallel (b), several methods
for quantification of DNA were analysed which allowed the determination of the most
favourable experimental conditions in terms of recovery of DNA associated to the
liposomes. In a third step (c), corresponding to the incorporation of the ligand
transferrin, the influence of different concentrations of PEI molecules and different
amounts and types of the reactive PEG in the coupling efficiency of the ligand, was also
tested.

The end product resulting from the first stage of the work has shown a favourable
profile in terms of cell interaction, with the carrier exhibiting the capacity to recognise
cells bearing transferrin receptors, although transfection activity was below the expected
value.

Following the first stage of optimization and after demonstrating the concept of
interaction with target cells, the second stage of the work consisted in exploring the
potential application of the developed formulation in pathologies involving activated
endothelial cells. The developed LPPX were associated to a ligand consisting of an
antibody against human E-selectin, adequate to the new cell target. The cell model used

was based on the activation of Human Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVEC) with
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inflammatory mediators, such as TNF-a (tumor necrosis factor-a), resulting in the
overexpression of several glycoproteins, namely E-selectin, mimicking the process of
activation of endothelial cells that occurs in the previously referred pathologies.

In this context, some parameters, such as lipid concentration and nanocarrier size,
were analysed in order to determine their role in the extent of association of the
resulting nanocarrier to the target cells. Further experiments demonstrated that although
the extent of association was high and selective, the transgene expression was not
detectable. The main reasons for those results can be the lack of efficiency of the
formulation to deliver DNA to the target cells and/or a consequence of post-
internalization limitations of HUVEC cells in processing plasmid DNA. In this context,
the failed attempt to observe transfection with control formulations, namely cationic
liposomes, did not allow the identification of the exact limiting steps.

In an attempt to overcome the overall transfection inefficiency, in a third stage
of the work the replacement of the plasmid vectors by viral vectors, known for their
efficiency in transducing a high variety of cells, was considered. The hypothesis was
that encapsulation of adeno-associated viral vectors (rAAV) in liposomes could induce
high levels of expression of the transgene as a consequence of the transduction
efficiency of viral vectors and specifically in the target cells, as a result of the delivery
mediated by targeted liposomes.

The adeno-associated viral vectors have a single stranded DNA, and enter the
cells after interaction with heparan molecules present on the cell surface. After
overcoming the cytoplasmic and nuclear membrane barriers, the single-stranded DNA
must be converted into double-stranded DNA to allow transgene expression. These
vectors are responsible for the long term expression of the carried transgene, namely in
muscle fibers after in vivo administration.

In this stage, following the identification of the most efficient method to remove
the free TAAV (not associated to the liposomes), and after determination of the
encapsulation efficiency, the formulation was equipped with a targeting system, both for
cells presenting transferrin receptors and activated endothelial cells, using the
appropriated ligands. Both approaches resulted in carriers that demonstrated to be
efficient in the identification of the respective target cells, although the transduction was
not detectable. This finding may result from an insufficient delivery of rAAV to the
cells (as a result of the low titter of AAV production), and/or from a low extent of target

cell association (particularly in transferrin-conjugated liposomes). Independently of
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these factors, the possibility that the high efficiency of transduction that usually
characterizes these vectors would be enough to induce expression of the transgene after
association with liposomes was not observed. The hypothesis that rAAV might have
been processed through intracellular pathways that inhibited their activity should not be
excluded. Furthermore, HUVEC cells in particular may not be able to convert the single
stranded DNA into double stranded DNA, which is essential for expression of the
transgene to occur.

In order to gain insights into the limitations of transduction of HUVEC by rAAV,
the endothelial cells were incubated with different rAAV serotypes. The results allowed
concluding that HUVEC cells are not permissive to transduction mediated by rAAV
types 1, 2, 6 and 8. Aiming at further understanding whether these results could be a
consequence of limitations in rAAV internalization and in order to overcome this
drawback, the rAAV were simply mixed with different types of liposomes, namely
cationic liposomes, cationic liposomes exhibiting pH-sensitivity and anionic liposomes
(prepared in the presence or absence of helper proteins). Surprisingly, HUVEC cells
were never efficiently transduced in any of the tested conditions. Based on these results
it was not possible to conclude whether the absence of gene expression mediated by free
rAAV in HUVEC cells is indeed a consequence of limitations in the cellular
internalization step, or whether in addition, post-internalization processing might
contribute to the lack of transgene expression.

As opposed to the rAAV, the adenoviral vectors are characterized by high
expression, although transient, in endothelial cells. For this reason, in a fourth stage, the
rAAV were replaced by rAd, while maintaining the targeted liposomes as carriers.

A limitation of the adenoviral vectors relies on their immunogenicity. When high
doses of these vectors are administered to humans, they induce activation of the innate
immune response, as a result of the direct exposure of the viral capsid proteins to
monocytes and macrophages or by the exhibition of viral antigens expressed on the
surface of the infected cells. On the other hand the adaptive immune response,
particularly mediated by the antibodies, is responsible for the neutralization of the
vector before it reaches the target cells. In this context it is important to refer that the
majority of the human population had a previous contact with adenoviruses and

therefore presents antibodies against them.
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The referred limitations prompted the development of targeted delivery of
adenoviral vectors, in an attempt to confer them adequate features for intravenous
administration.

The strategy used in this work consisted in the encapsulation of the viral vectors in
the above referred targeted nanocarriers. The aim was that such a formulation would
allow masking the viral vectors, thus decreasing the innate immune response triggered
by them, and their neutralization, as a consequence of potential pre-existing antibodies
against the viral proteins. During the development of the formulation it was also
considered that the adaptive immune response could be attenuated as a consequence of
viral vectors shielding by the liposome and therefore a decreased exposure to B
lymphocytes.

In addition to the referred advantages, the use of negatively charged liposomes as
opposed to cationic liposomes, allows to minimize non-specific interactions with
negatively charged serum proteins and blood cells, thus constituting an additional
advantage.

During this stage of the work it was possible to identify an efficient method to
remove the free rAd (non-associated to the liposomes). Furthermore the process of
preparation of the carriers was modified to meet the experimental conditions compatible
with viral vector viability. Incubation of the resulting targeted carriers with the cells
resulted in their internalization, indicating that this strategy is promising for the
intracellular delivery of transgenes to activated endothelial cells. Additionally, it was
observed that gene delivery and transduction occurred in a specific manner even though
the encapsulation efficiency values were very low. The specificity of transduction,
observed in the presence of non-inactivated bovine serum is an indication of the
stability of the formulation under conditions closer to the physiologic.

Further results concerning cell toxicity demonstrated that the formulation, once
internalized, induces a decrease in cell viability. The referred effect is most likely a
result of the rAd, since the preparations of first generation viruses are frequently
contaminated with replicating competent viruses which have the capacity to induce cell
lysis. Concerning the mechanisms involved in the interaction of targeted carriers with
cultured endothelial cells, the absence of cell internalization observed at 4 °C indicates
that this process is dependent on energy, suggesting the involvement of the endocytic

pathway. The studies of competitive inhibition clearly indicate that the internalization of
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the developed carriers was specifically mediated by the E-selectin molecules expressed
on the surface of the activated endothelial cells.

To our knowledge, this is the first study involving the encapsulation of the
adenoviral vectors into liposomes and the simultaneous integration of an active
targeting system.

Overall, it can be concluded that the developed formulation is efficient in
identifying and delivering rAd to activated endothelial cells, with the consequent
expression of the carried transgene. At the same time, the carrier presents adequate
characteristics for systemic administration, thus revealing their potential for gene
therapy protocols involving endothelial cells.

In view of the promising in vitro data there were great expectations regarding in vivo
studies. However, the preliminary results did not allow concluding about the in vivo
efficacy and specificity of the formulation. Future work should address the systematic
analysis of several parameters that can determine the efficiency of the formulation in
vivo, similarly to the performed in vitro studies.

Additional results allowed concluding that serum proteins of the animals strongly
interact with the viral vector proteins. The observed interaction is probably the result of
non-specific interactions thus leading to a decrease in the transduction efficiency, which
reinforces the advantages of encapsulating the rAd into liposomes.

Concerning the production of antibodies, liposome encapsulating rAd induced an
adaptive immune response higher than the one triggered by free rAd, this difference
being less pronounced when targeted liposomes were used. These results reveal that the
immunoadjuvant effect of the liposomes is stronger than their masking effect towards B
lymphocytes.

Although preliminary, these results constitute a contribution to the discussion
around the mechanisms involved in the immune response promoted by the liposome
systems which only recently triggered the interest of the scientific community. The
developed work raises new questions that constitute the starting point for future work

related to the in vivo use of targeted nanocarriers encapsulating viral vectors.
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CAPITULO 1

1.1. Terapia génica e doencas vasculares

Na primeira sec¢ao deste capitulo pretende-se salientar a importancia das células
endoteliais activadas enquanto elemento comum a uma variedade de situagdes
patoldgicas, e como tal realgar a sua potencialidade como alvo em estratégias de terapia
génica. Numa segunda seccdo, procede-se a apresentacdo de alguns dos vectores
actualmente disponiveis em terapia génica, suas vantagens ¢ limitacdes, referindo-se
numa sec¢do subsequente algumas das potenciais abordagens terap€uticas para as
patologias referidas. Face a limitagdo inerente as abordagens terapéuticas apresentadas,
concretamente a administragdo local, tecem-se a posteriori consideragdes sobre os
desafios relacionados com a utilizagdo de uma via de administracdo alternativa, a via
intravenosa. Finalmente, sdo referidos alguns dos aspectos que foram ponderados
durante a concep¢do dos transportadores de material genético apresentados nesta
dissertacdo, de modo a ultrapassar os desafios referidos.

O conceito de terapia génica inerente a este estudo pode ser definido como
qualquer estratégia de tratamento que assente na introdug¢do de polinucleotidos em
c¢lulas humanas, com objectivos terapéuticos. Neste dmbito, as células do endotélio
vascular, correspondendo a camada de células mais interna dos vasos sanguineos
(Figura 1), constituem um alvo muito importante em termos terapéuticos, uma vez que
se encontram envolvidas em inGmeras patologias, tais como cancro'?, doengas

. , + 34 . . , . 56
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Figura 1- Representacio esquematica de um vaso sanguineo
Adaptado de imagem do site da Internet http://www.siumed.edu/~dking2/crr/cvguide.htm
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A entrega de genes adequados a estas células poderd modelar a progressao das
referidas patologias, surgindo como uma terapia alternativa ou concomitante face as
estratégias de tratamento actualmente disponiveis, as quais, apesar dos avangos
recentes, continuam a apresentar limitagdes.

Actualmente, sdo varias as ferramentas disponiveis para aplicagdo em terapia
génica. Na proxima sec¢do referem-se alguns dos principais vectores que poderdo ser

utilizados nesta area, assim como as suas principais vantagens e limitacdes.

1.1.1. Vectores disponiveis em terapia génica

Sao varios os tipos de vectores correntemente utilizados em terapia génica. Na
Figura 2 ilustram-se os principais grupos de vectores utilizados em ensaios clinicos,
podendo estes, de um modo geral, classificar-se em vectores virais, vectores nao virais €
métodos fisicos, incluindo-se neste ultimo o método da electroporacdo. No ambito desta
dissertacdo, os métodos mais relevantes encontram-se inseridos nos grupos dos vectores
virais € ndo virais, € como tal apresentam-se de seguida algumas das caracteristicas mais

relevantes destas duas classes.

Vectores utilizados em ensaios clinicos

Adenovirus 24,8 % (n=342)
@ Retrovirus 22,3 % (n=307)
@ ADN plasmidico na forma livre 17,8 % (n=246)
@ Lipofeccdo 7,4 % (n=102)
@ Virus vaccinia 6,4 % (n=93)
@ Poxvirus 6,4 % (n=88)
@ Virus adeno-associados 3,9 % (n=54)
@ Virus Herpes simplex 3,1 % (n=43)
@ Transferéncia de ARN 1,4 % (n=19)
@ Outras categorias 3,2 % (n=44)
@ Desconhecidos 3 % (n=40)

Figura 2- Vectores utilizados em ensaios clinicos na area da terapia génica até Marco de
2008
Adaptado de imagem original do site da Internet http://www.wiley.co.uk/genetherapy/clinical
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1.1.1.1.Vectores nao virais

i.  Plasmideos

Os vectores de ADN incluem plasmideos convencionais, vectores com
capacidade de integracdo no genoma, vectores epissomais replicativos dependentes da
expressdo de proteinas virais e vectores baseados em elementos genéticos do genoma
humano’.

Os plasmideos convencionais ndo apresentam capacidade de replicar em células
de mamifero, e como tal a sua expressdo ¢ transitoria’, excepto quando sio integrados
no genoma, o que sucede com uma frequéncia muito baixa (1 a 30 copias de plasmideo
por 150 000 células, ou 980 copias de plasmideo no caso de electroporagio)®. Assim, a
sua aplicagdo apresenta-se maioritariamente limitada a situagdes que requerem
expressdo transitoria da proteina terapéutica, como por exemplo, a expressdo de
proteinas citotoxicas em terapia oncologica.

Os avancos mais recentes em vectores de natureza nao viral tiveram como
objectivo mimetizar algumas das propriedades exibidas pelos virus, como por exemplo
a manuten¢do no nucleo da célula hospedeira e a replicacdo, quer através da inser¢ao
especifica no genoma, quer através da manutengdo extra-cromossomica enquanto
epissomas.

No que respeita a inser¢ao especifica, sdo varias as estratégias que apresentam
potencialidade para promover a integragcdo de plasmideos no genoma das células que se
pretende afectar. Neste contexto, podemos referir a recombinagdo homologa, a qual,
apesar da elevada especificidade, ocorre com uma frequéncia muito baixa in vivo (até
0,1 % no musculo tibialis anterior)’, comprometendo a sua utilizagdo com objectivos
terapéuticos.

Alternativamente, podem utilizar-se determinadas enzimas de bacteriofagos,
designadas recombinases (site-specific recombinase ou SSR), que normalmente
integram o material genético viral em locais especificos do genoma dos organismos
procariotas que infectam (locais de recombinacdo). A principal limitacdo desta
abordagem consiste na baixa eficiéncia das referidas enzimas, em identificar sequéncias
especificas no genoma de eucariotas, dificultando a sua utilizagdo em células humanas.
10,11

Outros virus, nomeadamente os virus adeno-associados (AAV), apresentam a

capacidade de integrar o seu ADN no genoma de células humanas, recorrendo para tal a
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proteinas de replicacio designadas proteinas REP'>. Contudo, a utilizagio destas
sequéncias virais em plasmideos encontra-se limitada pela citotoxicidade que estas
proteinas parecem apresentar em cé¢lulas humanas, exibindo ainda a capacidade de
remover o transgene ja inserido no genoma, o que, no seu conjunto, prejudica a sua
utilizacdo em estratégias de terapia génica''.

No que respeita a manuten¢do nuclear e replicacdo de plasmideos enquanto
unidades genéticas independentes do genoma hospedeiro, também se podem considerar
varias abordagens. Neste contexto, determinados virus de ADN, tais como o EBV (virus
Epstein-Barr) e o SV40 (virus de Simios 40), apresentam a capacidade de replicar o seu
genoma em células de mamifero, enquanto unidades genéticas independentes do
genoma das células hospedeiras, unidades estas designadas por epissomas' . No
sentido de conferir aos plasmideos convencionais caracteristicas semelhantes as dos
referidos virus, procedeu-se inicialmente a exploragdo destes elementos virais'*. Os
plasmideos preparados utilizando as sequéncias virais adequadas (ORI viral), e
codificando as proteinas virais necessdrias a replicacdo em trans, apresentam elevados

s ~ 15-1
niveis de transfecgdo' ™"’

com a vantagem adicional de replicarem apenas uma vez por
cada ciclo de divisdo celular'®. Uma desvantagem importante destes sistemas é que as
proteinas virais utilizadas podem provocar retinoblastoma e desregulacao da via celular
que inclui a proteina p53’.

Uma aproximagdo alternativa e mais segura envolve a geragdo de sistemas que
exploram elementos genéticos humanos, os quais desempenham fungdes na manutengao
da arquitectura dos cromossomas nas células. Nestes elementos genéticos incluem-se as
regides de ligagdo da matriz (scaffold/matrix attachment regions ou S/MARS),
isoladores (insulators) e regides de controlo local (locus control regions ou LCRs). A
constru¢do de um vector incluindo as regides S/MAR do cluster do interferdo-3
humano, designado pEPI, apresenta a caracteristica de ser mantido de um modo estavel
em varias linhas celulares humanas e de roedores, sendo propagado enquanto epissoma
por varias centenas de divisdes, nomeadamente em células CHO e HeLa 2.

Apesar do ADN livre ndo provocar uma resposta imunitdria especifica, contém
sequéncias de dinucleotidos compostas por citosina e guanina, sequéncias que, se de
origem bacteriana, induzem uma forte resposta imunitaria acompanhada da produgao de

citocinas inflamatorias. Este aspecto tem sido explorado na aplicacdo de vacinas de

ADN, mas pode constituir uma desvantagem em terapias de doencgas cronicas.
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ii. Transportadores de material genético

O interesse subjacente a utilizagcdo de plasmideos resulta das preocupagdes de
seguran¢a normalmente associadas a utilizagdo de vectores virais. Contudo, e apesar das
potencialidades associadas a terapia génica, os polinucle6tidos apresentam propriedades
quimicas e fisicas que nao sdao as mais adequadas a entrega celular, de tal modo que a
transferéncia eficiente destes implicou o desenvolvimento de sistemas de transporte de
genes.

Neste contexto, os vectores ndo virais apresentam uma elevada versatilidade de
concepgdo e construgdo, apresentando adicionalmente uma capacidade elevada para
incorporar ADN. Apesar destas vantagens, a estimulacdo da resposta imunitaria e
inflamatoria deve ser ponderada, sendo que este aspecto depende das caracteristicas dos
diversos transportadores utilizados, constituindo um aspecto que requer maior atengao
quando se consideram protocolos terapéuticos que impliquem administragdes repetidas.

Um dos métodos padrao utilizado para transferéncia do ADN plasmidico inclui a
complexagdo com catides, a qual apresenta, entre outras vantagens, o facto de conduzir
a condensacdo e a proteccdo do ADN durante o transporte, consequéncia do
impedimento do acesso de pequenas moléculas tal como ADNases, conforme
demonstrado com testes de acessibilidade do brometo de etidio®. Apesar da capacidade
dos referidos complexos para mediar transfeccdo em células em cultura ter sido
largamente reconhecida, a sua eficiéncia in vitro ndo se correlaciona com a sua

23,24

eficiéncia apos administragdo in vivo . Adicionalmente, as aplicagdes in vivo

praticaveis para estes sistemas cationicos cingem-se principalmente a administragdes

. . . — 25 . 26 . 27,28
locais, tais como a administra¢do intramuscular™, intranasal™ e intratumoral” ",

uma
vez que permitem a entrega directa as células alvo. Ainda assim, estes complexos
interagem com proteinas soliveis e com elementos dos tecidos, tais como proteinas da
matriz e células, minimizando a sua eficiéncia de transfeccao in vivo.

No entanto, os sistemas cationicos apresentam a potencialidade de direccionar o
transgene transportado para qualquer tipo celular, através da introducdo de ligandos que
interagem com receptores especificos expressos a superficie das células. A

3032 foram utilizadas com esse proposito,

asialoglicoproteina® e a transferrina
direccionando complexos de polilisina e ADN a hepatdcitos e a células com receptores
da transferrina, respectivamente. O factor de crescimento epidérmico (EGF)* ¢
anticorpos contra o seu receptor foram utilizados para direccionar complexos

semelhantes para células apresentando receptores de EGF.
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Sistemas idénticos utilizando o polimero polietilenimina foram igualmente
testados. Este polimero apresenta uma elevada densidade de aminas, as quais permitem
a ligacdo ao ADN por interac¢des electrostaticas, analogamente a outros sistemas
cationicos, apresentando adicionalmente a capacidade de promover a lise do endossoma
por efeito osmoético, aumentando a eficiéncia de entrega intracelular do transgene. A
semelhanca dos complexos de polilisina, também estes podem ser direccionados, por
exemplo para hepatocitos®, para células possuidoras de integrinas®® e para células
dendriticas®’.

Paralelamente a utilizagdo de polimeros, também se tem testado a utilizacao de
lipossomas de carga positiva compostos por lipidos catidonicos monovalentes (por
exemplo, DOTMA e DOTAP) e multivalentes (por exemplo DOSPA e DOGS) para
complexacdo do ADN, sendo que os lipoplexos resultantes podem igualmente ser
sujeitos a direccionamento, tal como demonstrado pela utiliza¢io do ligando folato™, do
ligando transferrina®, ou mesmo utilizando anticorpos monoclonais desenvolvidos
contra determinadas moléculas®.

Apesar dos esfor¢os para promover o direccionamento de sistemas cationicos, o
excesso de carga positiva que os caracteriza pode aumentar a interac¢do nao selectiva
com as células, mascarando, deste modo, o efeito de direccionamento do ligando“.
Assim, os sistemas neutros € anidnicos apresentam-se como a alternativa mais
promissora no que respeita ao direccionamento especifico. Contudo, a sua utilizacao
apresenta limitacdes importantes quando comparados com lipossomas cationicos: (i)
menor associagdo do ADN aos lipossomas e (ii) menor extensdo de interac¢do entre os
transportadores e as células, ambas consequéncia da menor interac¢do electrostatica,
aspectos que no seu conjunto podem justificar a baixa eficiéncia de transfecciao obtida

com este tipo de lipossomas.

1.1.1.2.Vectores virais
Os virus representam os transportadores naturais, € de um modo geral pode afirmar-
se que os virus recombinantes constituem o modo mais eficiente de entregar os genes as
células.
Entre os vérios tipos de vectores virais, salientam-se os vectores adenovirais, 0s
vectores adeno-associados € o0s vectores retrovirais, incluindo-se neste ultimo os

vectores lentivirais.
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1. Vectores adenovirais

Os adenovirus sdo caracterizados por interagir com as células através de uma fibra
proteica viral, a qual reconhece o receptor de coxsackievirus e de adenovirus (CAR),
presente a superficie das células***. Apos internalizacdo, dependente de peptideos
RGD virais, a acidificacdo dos endossomas causa alteragdes conformacionais nas
proteinas da cépside viral, resultando na permeabilizacio da membrana deste
organelo®. A translocagdo para o niicleo pode entio decorrer, sendo o ADN viral
expresso. Os adenovirus recombinantes ndo induzem a integracdo estavel do transgene
no genoma hospedeiro, permanecendo este extra-cromossomal, promovendo uma
expressao do transgene elevada, embora transitoria, quer em células mitoticas, quer em
células que ndo se dividam®.

Apesar dos vectores adenovirais apresentarem uma elevada eficiéncia na transducao
de células endoteliais, conforme demonstrado nesta dissertacdo, sdo extensamente
eliminados pelas células de Kupffer, os macrofagos predominantes no figado, o que
conduz a sua rapida eliminagdo. Adicionalmente, a imunogenicidade que os caracteriza
também condiciona a sua actividade in vivo®®*"*** Assim, a administracdo de doses
elevadas destes vectores causa toxicidade como consequéncia da activagdo da resposta
imunitaria inata, a qual envolve a inducgao de citocinas, tais como a IL-6 e a [L-8, como
resultado da exposicao directa das proteinas da capside viral a mondcitos e macréfagos,
ou pela exposicdo de antigénios virais expressos a superficie das células infectadas. Por
outro lado, a presenca de anticorpos antes da administracdo destes vectores ¢
responsavel pela neutralizagdo, impedindo que estes atinjam as células a

. 50,51,52
transduzir’ "

. Neste contexto, importa referir que a maioria da populacdo humana ja
teve contacto com adenovirus e portanto possui imunidade humoral contra estes
vectores™.

ApoOs o exposto, conclui-se que os vectores adenovirais poderdo constituir
transportadores apropriados em situagdes que requeiram expressdo transitoria do
transgene (ex: terapia suicida anti-tumoral, terapia angiogénica). Adicionalmente, pode
especular-se que a sua utilizagdo mais generalizada possa ser favorecida pelo
desenvolvimento de sistemas de transporte susceptiveis de encapsular as particulas
adenovirais, e assim garantir a sua proteccdo contra anticorpos preexistentes nos

individuos a tratar, a0 mesmo tempo que possibilitam a sua entrega especifica a células

pré-seleccionadas.
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ii.  Vectores virais adeno-associados

No que respeita aos vectores adeno-associados, estes apresentam cadeia simples de
ADN e entram nas células por intermédio de moléculas de heparano existentes na
superficie celular. Ap6s migragdo no citoplasma e translocagdo para o nicleo, o ADN
de cadeia simples deverd ser transformado em ADN de cadeia dupla®. Apesar da
eliminagdo das sequéncias que codificam as proteinas REP, responsdveis pela
integracdo do genoma viral no locus especifico do cromossoma 19, especula-se que os
vectores resultantes mantenham alguma capacidade de integrar no genoma humano,
apesar de um modo mais aleatério. Deste modo, ndo ¢ de excluir a possibilidade de
activacdo de oncogenes, aspecto que devera ser considerado no ambito da optimizagao
destes vectores.

Uma das caracteristicas mais marcantes dos vectores adeno-associados, também
designados virus adeno-associados recombinantes, ¢ a sua capacidade de transduzir
fibras musculares in vivo por periodos muito prolongados®, o que juntamente com a
capacidade de evasdo ao sistema imunitario do hospedeiro™ constitui uma das grandes
vantagens atribuidas a estes vectores. Surpreendentemente, num ensaio clinico recente
envolvendo o tratamento de individuos com hemofilia, a expressao do factor IX a nivel
dos hepatdcitos demonstrou ser transitéria € acompanhada de alguma hepatotoxicidade,
sendo provavel que este efeito seja consequéncia de uma resposta as proteinas da

;. . ~ 56
capside viral e ndo ao produto do transgene™".

iii.  Vectores retrovirais
Os retrovirus entram nas células por intermédio de receptores especificos, e apds
entrada no nucleo, o ARN viral ¢ transcrito em ADN, o qual ¢ integrado no genoma.
Esta integracdo ocorre através de uma integrase que cataliza a recombina¢do nao
homologa®’, obtendo-se niveis de expressdo do transgene elevados™. Contudo, os
vectores retrovirais (com excep¢do dos vectores lentivirais) conseguem entregar os
transgenes apenas em células com capacidade de divisao.

Estes vectores tém sido utilizados para transferir genes terapéuticos para células
endoteliais, embora a eficiéncia deste processo seja baixa, especialmente in vivo, uma
vez que, tal como referido, estes vectores so sdo eficientes em células em divisdo .
Até um passado recente, considerava-se que os retrovirus integravam o seu genoma

de um modo aleatorio e que, como tal a probabilidade de integrarem em genes

funcionais do genoma humano era baixa. Contudo, tornou-se 6bvio nos ultimos tempos,
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que tantos os virus de leucemia murinica (MLV) como os lentivirus integram
. o I . 61-63
preferencialmente em regides de transcri¢gdo activa no genoma’ . O tratamento de
doentes com imunodeficiéncia combinada severa (SCID-X) utilizando vectores
retrovirais, realgou o elevado risco de ocorréncia de mutagénese por inser¢do. Com
efeito, de um grupo de onze criangas sujeitas a um protocolo de tratamento com estes
vectores, quatro desenvolveram leucemia envolvendo células T resultando

64-66 . ~
. Estes acontecimentos estao na

subsequentemente na morte de uma das criangas
base de investigacdes recentes no sentido de aprofundar o conhecimento sobre o
processo de integracdo utilizado por estes vectores, de modo a proceder ao seu
aperfeicoamento®’.

Na tabela 1 encontram-se sistematizadas as principais vantagens e desvantagens dos

vectores referidos.
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Tabela 1- Vantagens e desvantagens de vectores utilizados em terapia génica

Tabela adaptada do artigo "Andrew Mountain; Gene therapy. the first decade; vol 18; March

2000”
Vector
Adenovirus

Retrovirus

Lentivirus

Virus
adeno-
associados

ADN livre

Lipossomas
ou
polimeros
cationicos

Vantagens

- Elevada eficiéncia de transducgao
in vivo € ex vivo

- Transdugao de células
proliferativas e nao proliferativas

- Elevada experiéncia clinica

- Demonstracdo de
redireccionamento

- Expressao prolongada

- Elevada transdugao ex vivo

- Elevada experiéncia clinica ex
Vivo

- Baixa imunogenicidade

- Transdugao de células
proliferativas e ndo proliferativas
- Transdugdo de células
hematopoiéticas

- Transdug¢@o de uma vasta gama de
células in vivo

- Expressdo prolongada in vivo

- Baixa imunogenicidade

- Producdo, armazenamento e
controlo de qualidade simples e de
baixo custo

- Baixa imunogenicidade

- Bom perfil de seguranca

- Producdo, armazenamento e
controlo de qualidade simples ¢ de
baixo custo

- Resposta imune aceitavel

- Bom perfil de seguranca

- Demonstragdo de
redireccionamento
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Desvantagens

- Limita¢des na repeti¢ao de dose
devido a resposta imunitaria

- Limite de insercdo de 5,7 kb

- Baixa dura¢ao de expressao

- Baixa eficiéncia de transdugao in
Vivo

- Transduz apenas células
proliferativas

- Limite de insercdo de 8 kb

- Problemas de seguranga
relacionada com mutagénese por
insercao

- Produgdo, armazenamento e
controlo de qualidade complexos

- Problemas de seguranga
relacionados com a sua origem
(virus da imunodeficiéncia)

- Produg¢do, armazenamento e
controlo de qualidade complexos
- Limite de inser¢do de 8kb

- Sem experiéncia clinica

- Limite de inser¢do de 4,5 kb

- Producdo e controlo de qualidade
complexos

-Baixa experiéncia clinica

- Problemas de seguranca
relacionada com mutagénese por
inser¢ao

- Limitag¢Ges na repeticdo de dose
devido a resposta imunitaria

- Curta duragdo da expressao
- Baixa eficiéncia de transfeccao in
VIVO € ex Vivo

- Baixa eficiéncia de transfecgao in
Vivo € ex vivo

- Curta duragdo de expressao

- Baixa experiéncia clinica

- Dificuldades de transfeccao apds
redireccionamento
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1.1.2.  Novas abordagens terapéuticas de patologias envolvendo

o endotélio vascular

Tal como referido no inicio deste capitulo, as células endoteliais constituem um alvo
privilegiado para aplica¢do da terapia génica, visando ndo sé a inibi¢do dos processos
angiogénicos (cancro e inflamagao), mas também a inibi¢do da expressdo de factores
pertencentes as vias moleculares inflamatorias, como factores de transcricao, moléculas
de adesdo e citocinas (inflamag¢ao). Num outro contexto, a promog¢ao da expressao de
factores angiogénicos, tendo por objectivo a neovascularizagdo (doenga corondria ou
doenga vascular periférica), também constitui uma abordagem terapéutica importante. O
nimero de ensaios clinicos a decorrer em terapia génica envolvendo doencas

cancerigenas e vasculares ¢ um reflexo da importancia referida (Figura 3).

Indicagoes clinicas referentes aos ensaios clinicos

Doengas cancerigenas 66,5 % (n=896)
Doengas cardiovasculares 9 % (n=121)
Doengas monogénicas 8,2 % (n=110)
Doengas infecciosas 6,6 % (n= 89)
Doengas neurologicas 1,3 % (n=17)
Doengas oftalmologicas 0,9 % (n=12)
Outras doengas 1,9 % (n=26)
Marcagao de genes 3,8 % (n=50)
Voluntarios saudaveis 1,9 % (n=26)

o9o000PO®®

Figura 3- Indicacdes clinicas referentes a ensaios clinicos na area da terapia génica até
Marco de 2008
Adaptado de imagem original do site da Internet http://www.wiley.co.uk/genetherapy/clinical

Tendo por base o conhecimento dos factores que controlam a expressdo das
diferentes proteinas envolvidas na neovascularizacdo e em processos inflamatorios, sao
varios os cenarios que se colocam em termos de aplicagdes terapé€uticas, sendo que na
sua maioria estes apresentam o potencial de serem extrapolados para aplicagdo em

terapia génica.

1.1.2.1.  Inibic¢io da angiogénese tumoral
A ocorréncia da angiogénese ¢ um requisito critico para o crescimento tumoral,
sendo que na auséncia de um sistema vascular, a maioria dos tumores sdo incapazes de

se expandir, permanecendo ndo invasivos®™ e sem metastizar®’’. Neste contexto, a
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limitagdo deste fendmeno através da restricdo da invasao celular, da mobilidade ¢ da
adesdo das células endoteliais pode ser conseguida por inibicdo da actividade de
metaloproteinases (MMP) (TIMP-1,2,3 e 4)’' ou por inibi¢do de moléculas de adesdo
celular, tal como a integrina avp3’*. Igualmente importantes sdo os varios inibidores
naturais da angiogénese. Entre eles, destaca-se o TSP-17°, a endostatina’* ¢ a
angiostatina’”, podendo especular-se que a sua inclusdo em vectores apropriados iniba o
crescimento tumoral.

Adicionalmente, o VEGF (factor de crescimento do endotélio vascular), um dos
mediadores mais importantes na angiogénese tumoral, encontra-se associado a um

progndstico reservado em pacientes com cancro colorectal”®

e outros tipos de tumores
solidos. Observou-se que a utilizacdo de anticorpos desenvolvidos contra o receptor de
VEGF permitiu diminuir a densidade de vasos sanguineos e reduzir o crescimento de

varios tumores em modelos animais’’ .

1.1.2.2. Inducio da angiogénese

A aplicacdo da terapia génica na promogado da angiogénese baseia-se na premissa de
que o crescimento inerente ao tecido vascular pode ser utilizado para promover o
desenvolvimento de novos vasos sanguineos funcionais, sob influéncia de factores de
crescimento apropriados.

Sdo varios os factores que estdo envolvidos na formagao de novos vasos sanguineos
e respectiva maturagdo. Como tal, é provavel que nos tratamentos futuros se utilizem
combinagdes destes factores para obter vasos sanguineos maturos ¢ mais estaveis. Neste
sentido, foi ja observado que a expressao simultanea de VEGF e de angiopoetina induz
a formacdo de vasos mais estdveis e menos permedveis do que os formados apos
utilizagdo de VEGF isoladamente™.

No que respeita a transferéncia de genes para indugdo da angiogénese, sdo diversos
0s vectores e protocolos que tém sido testados. Assim, a transferéncia de genes mediada
por adenovirus em artérias periféricas dos membros inferiores, utilizando um cateter
especial, permitiu obter uma expressao do transgene até 5 % das células que compdem o
tecido arterial®'. As células transduzidas correspondem a células do muasculo liso,
células da camada adventicia e células endoteliais.

A administragdo do gene que codifica VEGF-121, directamente no miocardio de
21 pacientes, utilizando vectores adenovirais, resultou na melhoria significativa na area

injectada, conforme observado por angiografia, sendo que a gravidade da angina
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também foi reduzida®. De igual modo, foi possivel observar um efeito terapéutico apés
injecgdo intramuscular do gene codificando VEGF em membros isquémicos®*.

Na sua maioria, os ensaios clinicos a decorrer encontram-se centrados na
angiogénese terapéutica, tratamento da restenose e citoprotec¢ao arterial. Com base na
informacao disponivel, a aplicagdo da terapia génica ao sistema cardiovascular mediada
por VEGF parece ser segura e bem tolerada, apesar do edema nos membros inferiores e
da hipotensio reportados em alguns pacientes®. Por outro lado, o VEGF podera
também aumentar a permeabilidade da placa de ateroma, o que levanta questdes sobre o
aumento da sua instabilidade promovida pelo referido factor. Outros problemas incluem
a possibilidade da formagdo de novos vasos sanguineos em pacientes com retinopatia
diabética, a qual esta associada a presenca de VEGF no humor vitreo®. O efeito
mitogénico em pacientes com neoplasmas clinicamente ndo identificados ¢ outra
potencial desvantagem. E necessario ainda prestar aten¢io a outros possiveis efeitos
secundarios, como por exemplo a hiperplasia da camada intima dos vasos sanguineos,
consequéncia da utilizagdo de determinados factores de crescimento, como o FGF
(factor de crescimento de fibroblastos)™®. Adicionalmente, ha que considerar outros
efeitos, como os decorrentes do vector utilizado, € ndo da proteina terapéutica. A titulo

de exemplo, a administracdo de vectores adenovirais pode induzir febre®’ e aumento

o . oo 88
transitorio de enzimas hepdticas™ .

1.1.2.3.  Terapia anti-inflamatéria

Na terapia anti-inflamatéria podem ser consideradas duas abordagens distintas: (i) a
inibi¢do de factores angiogénicos e (ii) a modulacdo de factores envolvidos nas vias de
sinalizacdo associadas aos processos inflamatorios.

A fonte de factores pro-angiogénicos em tecidos inflamados ainda é especulativa,
mas encontra-se descrito que o VEGF pode ser segregado por plaquetas activadas e
neutrofilos, ou ser sintetizado por queratindcitos, células endoteliais ou fibroblastos,
como resposta a uma hipoxia local®. Numa fase posterior do processo inflamatério, os
macrofagos deverdo constituir a principal fonte de VEGF, assim como de outros
factores pro-angiogénicos’. Existem apenas alguns estudos indicativos da eficacia de
estratégias anti-angiogénicas na terapia anti-inflamatoria. Neste contexto, Storgard e
colaboradores observaram uma diminui¢do da angiogénese e de parametros
relacionados com a artrite em modelo animal da doenga, apos tratamento com um

antagonista avp3, enquanto Peacock e colaboradores observaram diminui¢do da
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gravidade da artrite ap6s utilizacdo de um composto inibidor da angiogénese’' . No
seu conjunto, todas as estratégias de inibi¢do do processo angiogénico apresentadas na
seccdo 1.1.2.1 (Inibicdo da angiogénese tumoral) podem ser extrapoladas para aplicagao
neste campo.

Para além da inibicao de factores angiogénicos, a inibi¢ao do processo inflamatorio
podera ser conseguida de um modo mais directo por modulacio de factores envolvidos
nas vias de sinalizagdo associadas aos processos inflamatorios. Exemplo desta
abordagem consiste na inibi¢do do factor de transcricio NF-kB, o qual, na sua forma
activa, desempenha um papel central na modulagdo da expressdo de citocinas e
moléculas de adesdo, as quais se encontram directamente envolvidas nos processos
inflamatorios. A inibi¢do desta via especificamente em células endoteliais apresenta
uma grande potencialidade terapéutica’. Adicionalmente, o processo inflamatério
podera ser bloqueado a posteriori por inibi¢do de genes codificando moléculas de
adesdo, tal como demonstrado por Bennet e colaboradores”. Uma outra alternativa
consiste em interferir ao nivel da expressdo de citocinas inflamatdrias. Apesar desta
interven¢do ndo ser tdo focada como no caso da abordagem das moléculas de adesdo
(uma vez que as citocinas desempenham fungdes muito mais abrangentes), o bloqueio
de certas citocinas, tal como demonstrado por Williams e colaboradores®™, pode ser util
no processo da doenca inflamatoria. Outra alternativa consiste na estimulacdo da
produg¢do de citocinas anti-inflamatérias, como a interleucina-4 (IL-4), a qual

demonstrou ser eficiente relativamente ao tratamento da artrite reumatéide’.

O elevado potencial das abordagens terapéuticas referidas encontra-se parcialmente
limitado pelas dificuldades de acesso aos locais apropriados do endotélio vascular.
Deste modo, justifica-se que as estratégias referidas se baseiem essencialmente na
administracao local dos transgenes. A solucdo 6bvia para maximizar a aplicacdo da
terapia génica nas situagdes anteriormente referidas passa pelo recurso a via de
administracdo intravenosa. No entanto, esta via obriga a um desenvolvimento
sistematico dos nanotransportadores, ndo s6 como forma de ultrapassar as barreiras
biologicas que se colocam perante a utilizagdo desta via, mas também como forma de
garantir a eficicia e especificidade de acg¢do. Entre outras caracteristicas, os
nanotransportadores a desenvolver deverdo apresentar a capacidade de discriminar entre

células endoteliais no estado fisioldgico e as mesmas células no estado patologico.
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1.1.3. Concep¢ao de nanotransportadores de material genético
direccionados para células endoteliais vasculares: factores

condicionantes da administragdo intravenosa
De modo a que a formulacao a desenvolver apresente caracteristicas adequadas para
a entrega de genes terapéuticos por administragdo intravenosa, ha que considerar nao sé
as barreiras relacionadas com a via de administragdo, mas também as barreiras
intracelulares, ambas condicionantes da eficiéncia dos transportadores, limitando em
ultima instancia a expressdo local da proteina terapéutica. De seguida, sdo apresentadas
algumas consideragdes sobre os desafios relacionados com a utilizacdo desta via de

administracao.

1.1.3.1.  Interacg¢des nio especificas com proteinas
A interaccdo dos vectores ndo virais com proteinas existentes no soro pode
condicionar a sua eficiéncia. Esta interac¢do ¢ particularmente relevante no caso de
sistemas cationicos, como os lipoplexos, situacdo em que a baixa transfec¢ao in vivo é,
em parte, devida a interac¢do electrostatica estabelecida entre estes complexos e os

componentes sanguineos’™’’.

Neste ambito, foi igualmente observado que alguns
componentes do soro podem diminuir a entrega de acidos nucleicos as células alvo,
. o~ . . 98

promover a dissociacdo dos complexos e induzir aumento do seu tamanho .
A interaccdo com proteinas do soro também parece desempenhar um papel
fundamental na inibi¢do da transdug¢ao mediada pelos vectores adenovirais, tal como

demonstrado no Capitulo 6 desta dissertacao.

1.1.3.2.  Interaccoes nao especificas com células

A interac¢do dos transportadores com outras células que ndo as células alvo, pode
induzir toxicidade por expressdo da proteina em locais inapropriados, assim como levar
a diminuicdo da sua concentragdo nos locais pretendidos. Concretamente, os complexos
catidnicos apresentam a propriedade de interagir de um modo ndo especifico com
células do sangue, tais como macréfagos, mondcitos, neutrédfilos e eritrocitos, o que leva
frequentemente ndo s6 a desestabilizacdo e eliminacdo dos complexos, antes de
atingirem os tecidos alvo, mas também a reac¢des inflamatorias potentes, e elevados
niveis séricos de enzimas hepaticas’. A interac¢do de lipoplexos com eritrocitos, pode

. ~ . , 1 . .
resultar na aglutinagdo massiva destas células'®, que ocorre independentemente do tipo
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de lipido catidnico ou de lipido adjuvante'”. Ainda que os aglomerados formados
promovam a localizagdo de lipoplexos nos pulmdes'”’, a inser¢io de DSPE-PEG nos
lipoplexos reduz parcialmente estes efeitos.

Este tipo de interac¢do celular, dependente da carga positiva dos lipoplexos, esta
relacionado com a presenca de proteoglicanos na superficie das células. A ligacdo das
particulas catidnicas a estes compostos, constituidos por uma proteina covalentemente
ligada a um ou mais glicosaminoglicanos (GAG), ¢ necessaria para que ocorra a sua
internalizagdo'*. Estudos adicionais demonstram contudo que em certas situagdes, os
GAGs também podem desempenhar um efeito inibitério na entrega de genes,
principalmente por promoverem a desestabilizacdo de complexos a superficie das
células, levando a libertagdo extracelular dos plasmideos'®.

No que respeita aos vectores virais, sabe-se que os virus adeno-associados, a
semelhanca dos lipoplexos, também interagem com glicosaminoglicanos (heparano)
para que ocorra a sua internalizagdo nas células que transduzem. Por outro lado, os
adenovirus apresentam um tropismo especial para as vias respiratdrias, sendo que a sua
interac¢do com células, apos administracdo intravenosa, estd dependente da expressao
de receptores naturais do virus, como o receptor CAR e as integrinas av, a superficie
destas™. Apesar de especificas relativamente aos receptores referidos, estas interac¢des
celulares limitam a entrega de genes a outras células apos administragao intravenosa dos

referidos vectores.

1.1.3.3.  Biodistribui¢io de lipossomas

A biodistribuicdo dos transportadores de material genético pode ser condicionada
por varios factores, nomeadamente pela sua carga e tamanho. Relativamente a carga, os
lipoplexos apresentando um potencial zeta positivo exibem uma acumulacdo imediata
nos pulmdes, a primeira rede de capilares que encontram apo6s administracdo
intravenosa, provavelmente consequéncia da sua agregacao. Por outro lado, complexos
idénticos preparados de modo a apresentar um potencial zeta negativo ndo manifestam
tendéncia para acumular nos pulmdes, mas sim no figado, sendo o mesmo observado
para lipossomas com carga negativa e para ADN plasmidico'.

No que respeita ao tamanho, demonstrou-se que lipossomas contendo PEG na sua
composi¢do, e apresentando um tamanho superior a 300 nm, sao captados pelo baco em

~ 104 . . . .
elevada extensdo ~, enquanto lipossomas mais pequenos (tamanho inferior a 70 nm)
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sdao principalmente retidos no figado, provavelmente consequéncia da sua capacidade
em atravessar as fenestragdes do endotélio hepatico'®*'®.

A principal fungdo das moléculas de PEG, usualmente incorporadas numa
proporg¢do entre 2 ¢ 10 %, consiste na preven¢do da elimina¢do dos lipossomas pelo

6

sistema fagocitico'®. Deste modo, gera-se uma area hidratada em redor dos

transportadores, que permite prevenir parcialmente a adsor¢dao de proteinas plasmaticas,
incluindo opsoninas'®’.

Adicionalmente as caracteristicas referidas, os transportadores podem ser alvo de
fenomenos de direccionamento passivo, apenas possivel devido a existéncia de
fenestracdes endoteliais que permitem, em determinadas situagdes, a acumulagdo dos
transportadores. Este fendmeno pode ocorrer, por exemplo, em tumores em fase de
crescimento, uma vez que o endotélio vascular resultante da angiogénese tumoral ¢
caracterizado pela existéncia de grandes espagos entre células endoteliais adjacentes,
cujo tamanho pode variar entre 600 ¢ 800 nm. Efeitos semelhantes sdo observados em
locais de inflamagdo. Deste modo, a utilizagdo de lipossomas de tamanho adequado e
elevado tempo de circulagdo permite o extravasamento destes através dos vasos

’ . . ~ -1
sanguineos permeavels, € a sua consequente acumulagao nestes locais 08.

1.1.3.4. Interaccio com células alvo

No caso de transportadores administrados por via intravenosa, a formula¢do deve
permanecer estavel até interagir com as células alvo. Assim, e uma vez ultrapassadas as
barreiras biologicas anteriormente referidas, a interac¢do especifica com as células alvo
vai depender das estratégias utilizadas para que este reconhecimento se efectue.

Nesta etapa, ¢ necessario considerar que existem trés aspectos que podem
condicionar a ligagdo as células: (i) o numero de receptores especificos ou moléculas
expressas a superficie das células alvo, (ii) a afinidade da ligacdo entre os ligandos
existentes nos transportadores e os receptores das células e (iii) a extensdo do
acoplamento do ligando a superficie dos transportadores. Neste contexto, existe um
nimero especifico de ligandos que deve estar disponivel a superficie dos
nanotransportadores. Teoricamente, quanto maior o nimero de moléculas de ligando,
maior a extensdo da ligacdo as células alvo. Contudo, a partir de uma determinada
densidade de ligando, o excesso de interaccdo com os respectivos receptores celulares
induz a sua subregulagdo, por seleccao dos lisossomas contendo os receptores para

\

degradacao, decrescendo assim o numero de receptores disponiveis a superficie das
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células'”. Este fendmeno encontra-se descrito, por exemplo, para o factor de
crescimento epidérmico'”.

Concretamente, no que respeita a células endoteliais vasculares, sdo varios os
receptores e respectivos ligandos que podem ser utilizados em estratégias de
direccionamento de genes. A transferrina humana, por exemplo, ¢ um ligando
endogeno, e tal como outros ligandos enddgenos apresenta a vantagem de ndo
apresentar imunogenicidade. O receptor da transferrina ¢ uma glicoproteina
abundantemente expressa em células endoteliais, no cérebro, no figado e também em
células musculares. Como tal, este sistema tem sido utilizado para direccionamento a

112

células endoteliais''! ¢ para o cérebro''?, tanto por conjugacdo do ligando transferrina,

como pela utilizacdo de anticorpos contra o seu receptor. Elevados niveis de expressao
foram igualmente reportados em células tumorais''”®, razdo pela qual a transferrina tem
sido amplamente utilizada como estratégia de direccionamento de genes a este tipo de

27,114

células A utilizagdo do ligando transferrina apresenta a desvantagem da

competicdo exercida pela proteina endogena, facto que pode ser ultrapassado pela
utilizagdo de outros ligandos que apresentem uma afinidade para o referido receptor
superior a da transferrina endégena (por exemplo, anticorpos contra o receptor).

O principal problema de direccionamento de transgenes a células vasculares tem
sido contudo a falta de marcadores especificos para o endotélio patologico. Neste
contexto, a injec¢do de fagos em ratos nude, apresentando tumores de cancro da mama,
permitiu a identificagdo de trés motivos em peptideos, compativeis com o

direccionamento para o endotélio tumoral' ™.

. . . . . 116
Existem no entanto outros candidatos a considerar, tais como a tromboplastina’ ~ e a

117

factalquina "’. Outras moléculas alvo potenciais incluem as integrinas avf33, as quais

sdo altamente sobre-expressas no endotélio activado''®, os receptores do VEGF'"’ ¢ as
selectinas.

As selectinas, em particular, constituem uma familia conservada de lectinas de
superficie, cuja porcao extracelular consiste num dominio semelhante ao factor de
crescimento da epiderme. Estas glicoproteinas estdo envolvidas em interac¢des do tipo

120,121 :
%, e incluem a

adesivo, que ocorrem entre leucdcitos, plaquetas e células endoteliais
E-selectina (expressa apenas em células endoteliais), a L-selectina (que apresenta
expressdo confinada aos leucocitos) € a P-selectina (a qual pode ser encontrada tanto

. .- 122
em plaquetas como em células endoteliais) .
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A E-selectina foi seleccionada para direccionamento de imunolipossomas pela
primeira vez por Spragg e colaboradores'”, e apresenta como principal vantagem o
facto de ser expressa em células endoteliais de um modo que ¢ totalmente dependente

. ~ I . roe o 123,124
da activagdo por moléculas inflamatorias'*

, permitindo, como tal, a discrimina¢ao
entre endotélio no estado fisioldgico e no estado patologico.

Dos anticorpos murinicos disponiveis contra a E-selectina humana (anticorpo
H18/7'*, anticorpo BBA26'%, anticorpo 1.2B6'*° e respectivo fragmento Fab 1.2B6'*7)
seleccionou-se, no ambito desta dissertacdo, o anticorpo H18/7 devido a evidéncia de

A e . . ~ ’ . ~ N . 7 12
ocorréncia de internalizacdo celular apos ligagdo as respectivas células alvo'?.

1.1.3.5.  Vias de internaliza¢ao celular
As células eucariotas podem apresentar varias vias de internalizacdo, as quais
podem afectar a cinética intracelular do transportador. Essas vias incluem a fagocitose e
a pinocitose, incluindo-se nesta a macropinocitose, a endocitose mediada por vesiculas
revestidas por clatrina, a endocitose mediada por cavéolas e a endocitose ndo

dependente de clatrina nem caveolina'® (Figura 4).

Pinocitose

Fagocitose Macropinocitose Endocitose Endocitose Endocitose
00 4 mediada por mediada por independente

vesiculas vesiculas com de clatrina e

O comclatrina caveolina caveolina

= E 5O

Figura 4- Representacio esquematica dos processos de internalizacio celular
Figura adapatada do artigo “Sean D. Conner & Sandra L. Schmid; Regulated portals of entry
into the cell; Nature, vol 422, 6 March 2003”

As cavéolas sdao invaginagdes em forma de baldo, cuja membrana plasmatica ¢
enriquecida em colesterol e esfingolipidos, sendo caracterizadas pela presenca de uma
proteina membranar dimérica designada caveolina. A sua internalizagdo pode ser
despoletada por ligandos que interagem com os receptores existentes nas cavéolas''.
Enquanto os resultados obtidos por Rejman e colaboradores indicam que particulas com
um tamanho superior a 200 nm s3o internalizadas por um processo mediado por

cavéolas, tornando-se esta a via predominante para particulas de 500 nm'?, o trabalho
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de revisao elaborado por Conner e Schmid indica que a internalizagdo mediada por esta
via ocorre em vesiculas com didmetro entre 50 ¢ 60 nm'".

De acordo com os dados obtidos por Rejman e colaboradores, particulas com
tamanho préoximo ou inferior a 200 nm s3o predominantemente internalizadas por
vesiculas revestidas por clatrina, sendo que no caso de particulas com tamanho entre 50
e 100 nm, a internalizagdo celular ¢ um processo relativamente rapido com uma cinética
semelhante 4 da internalizagdo da transferrina. Pelo contrario, para particulas com

tamanho superior, e para a mesma via de internalizacdo, este processo ocorre de um

. . . . 12
modo significativamente mais lento'*.

1.1.3.6. Libertacdo dos endossomas

Apoés internalizacdo celular, o destino mais frequente dos transportadores
direccionados ¢ o endossoma, e posteriormente o lisossoma, onde ocorrera a degradagao
do material genético por ac¢do enzimatica. No sentido de escapar a este processo de
degradagdo, varias tém sido as estratégias utilizadas para salvaguardar a integridade do
material genético entregue, e que passam pela escolha de transportadores com
capacidade de reagir face ao processo de acidificacdo que ocorre nos referidos organelos
celulares. Entre as varias estratégias, destaca-se a utilizacao de lipossomas contendo o
lipido DOPE (1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfatidiletanolamina), o qual desempenha um

131,132

papel fundamental na fusdo de membranas . Foi demonstrado que complexos

preparados a partir de lipossomas cationicos contendo o lipido DOPE possibilitam a

3

libertagio do ADN para o citoplasma apds endocitose'” e que, paralelamente, a

utilizagdo de lipidos com carga negativa, tais como a fosfatidilserina, em associag¢do
com DOPE resulta igualmente na aquisigio de sensibilidade ao pH"*,

Os transportadores poliméricos também procuram explorar o fenémeno da
acidificacdo, nomeadamente através da presenga de grupos quimicos que sequestram
protdes (por exemplo, quitosano com grupos imidazol, ou polietilenimina (PEI) com
grupos amina). Tal como esperado, a associacdo de plasmideos a polietilenimina resulta
na presenga de ADN em compartimentos ndo lisossomicos, uma vez que este polimero
causa ruptura da membrana do endossoma, permitindo a sua libertacdo destes
organelos'®’.

Paralelamente, a extensdo da degradag¢do do plasmideo dependerd também do

catabolismo do transportador. Assim, no caso da polilisina, o enanteémero D,

contrariamente ao enantedémero L, ¢ hidrolisado por peptidases celulares e,
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consequentemente, a hidrdlise intracelular do ADN ¢ superior na presenca do
enanteémero L do que na presenga do enanteémero D'’

De modo a melhorar a libertagdo do ADN plasmidico, também se tém testado
associagdes de peptideos fusogénicos a lipoplexos, estratégia que assenta igualmente na
desestabilizacdo da membrana do endossoma durante o processo de acidificagao. Neste
contexto, ¢ importante salientar que a utilizacdo de um peptideo derivado da sub-
unidade HA-2 da hemaglutinina do virus da influenza, associado aos lipoplexos, induziu
um aumento da transfeccio'°.

No seu conjunto, as abordagens referidas permitem reduzir a degradagdo do ADN
ao nivel do lisossoma, ao contrario do que se verifica quando as células sdo
transfectadas com ADN na sua forma livre'*®.

No que respeita aos vectores virais, especula-se que tantos os adenovirus como os

virus adeno-associados recombinantes apresentam capacidade para escapar do

endossoma, a qual ¢ conferida pelas proteinas da capside viral.

1.1.3.7. Degradacao apos libertacao do endossoma
Sdo inumeras as evidéncias experimentais que demonstram o reduzido tempo de

meia vida do ADN livre no citoplasma'®’

. A presenca de nucleases pode ser responsavel
pela degradacdo do transgene antes da translocacdo para o nucleo, pelo que durante o
processo de transporte no citoplasma, este deva estar protegido pelos transportadores'>’
(lipidos, polimeros ou céapsides virais).

Para além da presenca de nucleases, os proteossomas também podem desempenhar
uma funcdo importante na degradacdo de vectores virais e nao virais. Encontrando-se no
citoplasma e no niicleo'*®, a principal fungo dos proteossomas ¢ degradar as proteinas
desnecessarias ou danificadas por protedlise, as quais sdo marcadas para degradacio por
um processo designado ubiquitinacdo, catalizado por ligases de ubiquitina. A
internalizacdo de proteinas estranhas as células, tais como as proteinas virais, e

eventualmente as proteinas utilizadas para efectuar o direccionamento dos lipossomas,

pode desencadear este processo'’, levando a degradagio do transportador.

1.1.3.8. Entrada no nucleo
Considera-se geralmente que apods saida dos endossomas, o ADN deve migrar
através do citoplasma para chegar ao nucleo, processo este que pode constituir um dos

passos limitativos da eficiéncia de transfec¢ao. Contudo, artigos recentes descrevem o
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envolvimento de microtiibulos no transporte dos genes para regides perinucleares, tanto
em complexos de PEI/ADN, como em certos vectores virais, transporte este que ocorre
em poucos minutos'*’. Este resultado coloca em questdo a hipotese vulgarmente aceite
de que a difusdo no citoplasma do ADN para a zona perinuclear, em sistemas nao virais,

consiste num processo aleatorio e lento'"!

, salientando que a chegada ao nucleo nao
constitui o passo limitativo da transfec¢do mediada por complexos de PEI/ADN em
células CHO'.

Os resultados obtidos demonstraram que o transporte activo referido pode ocorrer de
dois modos distintos: (i) em endossomas, os quais sdo submetidos a um movimento
dirigido por proteinas e guiado por microtubulos, ou (ii) por associagdo fisica dos
poliplexos com as proteinas directamente ligadas aos microtiibulos. Deste modo, ndo ¢
de excluir que os complexos de PEI/ADN possam utilizar os mesmos mecanismos
eficientes de transporte citoplasmatico que os virus, tais como os adenovirus e os virus
adeno-associados. Enquanto os adenovirus escapam do endossoma e subsequentemente
se associam a proteina dineina, a qual medeia o0 movimento em direc¢do a extremidade
do microtibulo localizado perto do nucleo, especula-se que os virus adeno-associados,
por oposicao, possam atingir a regido perinuclear ainda em endossomas. Neste caso, 0s
endossomas sdo activamente transportados por microtubulos, saindo estes virus destas
vesiculas antes de entrar no nucleo, a semelhanga do que provavelmente acontece com
os complexos de PE/ADN'*.

Apos atingir a regido perinuclear, os transgenes tém de entrar no nucleo, o que
constitui uma barreira significativa a ultrapassar. Provavelmente por esse motivo, para
se obter os mesmos niveis de transfeccdo apds microinjeccdo de 100 copias de
plasmideo no nucleo, ¢ necessario injectar no citoplasma 100 a 1000 vezes mais
plasmideos'*.

E conhecido que o envelope nuclear é uma estrutura composta pelas membranas
nuclear interna e externa, as quais se encontram separadas pelo espago perinuclear'®. A
continuidade destas estruturas permite apenas a difusdo passiva de proteinas com

tamanho inferior a 60 kDa'*

, sendo que, para tamanhos superiores, a internalizagdo
deve ocorrer por um processo activo, envolvendo os complexos do poro nuclear (Figura

5).
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Reticulo —

endoplasmatico

Complexo do poro
nuclear

Membrana nuclear
. interna

Membrana nuclear 9

externa y

Figura 5- Representacio esquematica de um nicleo celular
Adaptado de imagem original do site da Internet
http://genomebiology.com/2002/3/4/REVIEWS/1008/figure/F 1

Por esse motivo, a principal estratégia utilizada para aumentar a internalizacao
nuclear de plasmideos, tem consistido na associagdo de sinais de localizagdo nuclear
(NLS) ao ADN. Este procedimento teve como base a observagdo de que certas
proteinas, detentoras destes sinais, apresentam a propriedade de serem activamente
translocadas para o nucleo'**.

Contudo, os canais criados pelos complexos do poro nuclear apresentam um

o 145
tamanho maximo de 30 nm

e, como tal, sio demasiado pequenos para permitir a
passagem da maioria dos complexos de PEI/ADN. Pelo contrario, em células mitdticas
a ruptura temporaria da membrana nuclear facilita a entrada dos transportadores de

0 No entanto, virus como os adenovirus e os adeno-

genes para o espaco nuclear
associados sdo capazes de transduzir células que ndo se dividem. Neste sentido, pode
especular-se que: (i) apos descapsidagao perto do nucleo, o ADN viral seja translocado
por ac¢do de nucleoproteinas contendo NLS covalentemente ligadas ao ADN viral'*;
(1) proteinas catidnicas, semelhantes a histonas, existentes no ntcleo viral, e ligadas por
associacio electrostatica ao ADN viral, medeiem a sua internalizacdo'*; (iii) o ADN
viral contenha sequéncias que, apos dissociagao da capside, ligam a nucleoproteinas das

4 . . 14
células hospedeiras, resultando no seu transporte para o nticleo'*’.

1.1.3.9. Dissocia¢ao dos lipidos, polimeros e descapsidacio
Uma questdo importante que deve ser respondida estd relacionada com o grau de
condensagao/compactagdo do material genético quando este chega ao ntcleo. Conforme

foi sugerido anteriormente, parece evidente que a associagdo do ADN ao transportador
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pode ser util até esta fase, ndo s6 por diminuir o tamanho do plasmideo, mas também
por conferir proteccdo contra nucleases citoplasmaticas. Neste contexto, importa referir
que a microinjec¢do de lipoplexos directamente no nucleo de odcitos ndo resulta na
expressdo do transgene, ao contrario do observado aquando da injec¢do do plasmideo
isoladamente, sugerindo que a presenca de lipidos associados ao ADN nesta fase inibe a
transcrigﬁomg, Como tal, de acordo com estes resultados, seria desejavel ter o ADN
dissociado do transportador previamente a sua entrada no nucleo. Contrariamente aos
resultados obtidos com os lipoplexos, o polimero polietilenimina (PEI), quando
injectado no nucleo enquanto complexado com o ADN plasmidico, ndo inibe a
transfeccdo'*’, e como tal parece constituir uma excep¢io ao caso anteriormente
apresentado. Adicionalmente, os resultados obtidos por Cornelis"’ indicam que
determinados lipossomas catidonicos apresentam a propriedade de se dissociar do ADN
plasmidico ap6s entrada no nucleo e, como tal, este processo nao constitui um factor
limitativo da actividade de transfec¢do, nas condi¢des experimentais testadas.

A titulo especulativo pode considerar-se que as histonas desempenhem uma
funcdo importante na competi¢do com os transportadores catiénicos pelos plasmideos,

como forma de conseguir a dissociagdo dos complexos apds internalizagcdo no nucleo.

1.1.3.10. Mecanismos moleculares de silenciamento dos transgenes

Os organismos eucariotas desenvolveram mecanismos para manutengdo da
integridade gendmica e para prevencdo da expressdo de proteinas anormais ou
estranhas. Os transgenes integrados por meios virais sao acompanhados da perda de
expressdao ao longo do tempo, principalmente devido & metilacdo de citosinas por
metiltransferases de ADN. Esta transformacdo impede a ligagdo de factores de
transcri¢do, levando a formagao de estruturas de cromatina silenciadas no que respeita a
transcricdo".

Este fendmeno ndo ¢ limitado a transgenes integrados, uma vez que a
metiltransferase de ADN também pode actuar em plasmideos epissomais'>>.

No que respeita a utilizacdo de plasmideos, importa referir que a frequéncia de
dinucleotidos citosina guanosina (CpG) ¢ maior nas bactérias do que nos mamiferos,
encontrando-se bem estabelecido que o ADN com motivos CpG ndo metilados ¢
altamente imunogénico'”. Estes motivos, quando complexados com lipidos catidnicos,
podem desencadear respostas agudas inflamatérias, facto que pode adicionalmente

potenciar a perda de expressao do transgene in vivo.
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Ainda neste contexto, os resultados obtidos por Chen e colaboradores'** indicam
que o silenciamento do transgene em plasmideos ¢ mediado pela proximidade entre a
cassete de expressdo e os elementos de ADN bacterianos. Nesse sentido, tém-se
utilizado sistemas de recombinacdo de fagos para produzir minicirculos sem ADN

155,156

bacteriano , resultando em vectores que apresentam um nivel de expressao do

, . . . 156
transgene até 560 vezes superior ao do ADN bacteriano convencional ™.

1.1.3.11. Processamento da transcri¢cao

A regulagdo da expressdo génica reveste-se de uma importancia elevada, quando se
pretende limitar a expressao de transgenes em determinados locais, recorrendo para tal a
promotores especificos do tecido. A regulagdo do processo de transcricdo faz
igualmente sentido quando se utilizam vectores virais que induzem uma expressao do
transgene a longo termo. Nestes casos, a utilizacdo de sistemas on/off que sdo activados
ou desactivados na presenga de determinadas moléculas (por exemplo, tetraciclina),
permitem a expressdo do transgene em momentos definidos pelo protocolo clinico, pela
simples administragdo de substancias que activam ou desactivam o promotor em

causam.

1.1.3.12. Inducio de resposta imunitaria

Os transportadores utilizados devem apresentar caracteristicas que lhes permitam
atenuar ou evitar a resposta humoral e celular do sistema imunitario. Neste &mbito, tem
sido descrito que a transfeccao mediada por lipidos carregados induz uma resposta forte
por parte das citocinas . Adicionalmente, devido & tendéncia para a agregacio, os
lipossomas catidnicos sdo eliminados rapidamente apos administragdo intravenosa,
principalmente devido a retencio mediada pelo sistema reticulo-endotelial ™. Outros
autores reportaram a ocorréncia de uma resposta imunitdria, observada apos
administragdo de lipossomas contendo o polimero PEG, a qual ¢ potenciada quando
estes transportam ADN, resultando na eliminag¢do rapida de doses subsequentes dos

160,161

transportadores Curiosamente, este efeito demonstrou ser independente de

sequéncias, tais como motivos CpG imuno-estimuladores ja referidos, sendo a resposta
dirigida especificamente contra o conjugado PEG-lipido'®".

Adicionalmente, as células transduzidas podem funcionar como células
apresentadoras de antigénios, levando ao seu reconhecimento por parte de células

efectoras, e respectiva lise.
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Este tema sera desenvolvido de um modo mais contextualizado no Capitulo 6 desta

dissertacao.

1.1.4.  Caracteristicas essenciais do transportador de genes

O principal objectivo deste trabalho consistiu no desenvolvimento de um
nanotransportador para entrega de genes especificamente a células endoteliais activadas,
conferindo-lhe simultaneamente caracteristicas adequadas para administragdo
intravenosa. Face ao referido, o principal desafio no desenvolvimento dos
transportadores consistiu em ultrapassar algumas das barreiras anteriormente
mencionadas, mantendo a eficiéncia de entrega do transgene as células alvo.

Assim, de modo a ultrapassar a interaccdo nao especifica dos transportadores com
células e com proteinas séricas, optou-se, neste trabalho, por utilizar lipidos neutros e/ou
com carga negativa. Adicionalmente, procedeu-se a introdu¢do do polimero
polietilenoglicol (PEG) na composicdo da formulacdo, na expectativa de aumentar
significativamente o tempo de circulagio sanguinea do transportador'®*.

Como consequéncia das propriedades fisico-quimicas dos transportadores
exigidas pela via de administra¢do intravenosa, nomeadamente a carga e o tamanho, a
encapsulacdo das moléculas de ADN, ou de outras particulas de elevado tamanho, nos
lipossomas, encontra-se comprometida, resultando em niveis de encapsulagdo muito

. 163,164
baixos .

Por esse motivo, procedeu-se a pré-condensagcdo do ADN com
polietilenimina, previamente a associagdo com os lipossomas, resultando na formagao
de nanotransportadores designados lipopoliplexos (LPPX). A pré-condensagcdo com um
polimero, combinada com a presenga de lipossomas, apresenta ainda o objectivo de
proteger o material genético contra a degradacdo mediada por nucleases existentes no
soro e nos tecidos.

Tal como referido anteriormente, o tamanho dos nanotransportadores influencia
ndo s6 a sua biodistribui¢do, mas também condiciona o processo de internaliza¢do

1 12
celular'®>!%,

Neste sentido, o tamanho dos LPPX foi modulado por extrusdo,
esperando-se adicionalmente uma estabilidade elevada, como consequéncia das suas
dimensdes reduzidas, da auséncia de lipidos de carga positiva e da presenca de
PEG 66167

Na expectativa de conferir selectividade aos transportadores ndo catidnicos

conjugados com PEG, procedeu-se a inclusao de ligandos neste sistema, para assim
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promover a interac¢do com as células alvo. Esta interac¢ao deve caracterizar-se por uma
elevada afinidade e induzir a internaliza¢do celular dos transportadores.

Especula-se que apds a internalizacdo dos transgenes, a sua libertagdo do endossoma
e o seu trajecto até ao nucleo seja facilitada pela presenga de PEI pois, tal como
referido, a complexacao ¢ uma forma de evitar a degradagao citoplasmatica do material
genético. A entrada do transgene no nucleo constitui um parametro critico em terapia
génica, especulando-se que a utilizacdo de polimeros como o PEI também podera
desempenhar um papel importante promovendo a protec¢do do ADN e facilitando a sua
translocagdo através da membrana nuclear. Apds internalizagdo nuclear, a extensdo e
duragdo da expressdao do transgene dependera da constru¢do do plasmideo, e da maior
ou menor facilidade de dissociacdo do complexo.

Apos revisdo das principais caracteristicas dos vectores actualmente disponiveis em
terapia génica, ¢ das potenciais abordagens terapéuticas de patologias envolvendo
células endoteliais, procedeu-se a uma andlise geral das principais barreiras que a
formulagdo a desenvolver devera ultrapassar para permitir o transporte e entrega de
genes especificamente a células alvo. Do cruzamento das informagdes anteriores,
resultou um conjunto de linhas de orientagdo respeitantes & composi¢ao e caracteristicas
que os vectores a desenvolver deverdo apresentar, e que constituiram a base que serviu

de suporte a fase inicial dos estudos descritos nesta dissertacao.
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CAPITULO 2

2.1. Introducao

Conforme referido no Capitulo 1 desta dissertagdo, os sistemas catidnicos,
frequentemente utilizados como agentes de transfeccdo, apresentam caracteristicas que,
de um modo geral, os tornam inadequados para administra¢do por via intravenosa. Com
0 objectivo de ultrapassar essas limitagdes, t€m sido desenvolvidas estratégias
alternativas para modular as suas propriedades, nomeadamente através da encapsulagao
de ADN pré-condensado com agentes cationicos, em lipossomas neutros ou carregados
negativamente'. Esta estratégia permite nio sO mascarar a carga positiva dos
complexos, eliminando interacgdes ndo especificas com proteinas e células sanguineas,
mas também, promover a encapsulagdo do ADN em lipossomas neutros ou de carga
negativa, uma vez que a condensa¢do diminui o volume ocupado pelo ADN plasmidico.
Neste sentido, tém sido utilizados vdarios agentes catidnicos, alguns com o objectivo
tnico de condensar o ADN, tais como o peptideo protamina®, a poliamina espermina’, o
catiio calcio™ e outros, apresentando propriedades adicionais, tais como o
direccionamento nuclear, apresentado pelo conjugado NLS-H1 (sinal de localizagao
nuclear (NLS) do antigénio T do virus SV40, conjugado com a histona humana H1)®, ou
com a capacidade de facilitar a libertagdo do ADN dos endossomas para o espago
intracelular, tal como a polietilenimina (PEI)"*.

Neste trabalho, seleccionou-se como agente de condensacdo do ADN a
polietilenimina (Figura 2.1) pois, tal como referido, este polimero apresenta
propriedades que permitem simultaneamente condensar o ADN e facilitar a sua saida do
endossoma, etapas, que a luz do conhecimento actual, sdo determinantes para a eficacia
do processo de transfec¢do. Estas propriedades devem-se essencialmente ao facto do
polimero possuir uma densidade de grupos amina bastante elevada, os quais se
encontram apenas parcialmente protonados ao pH ﬁsiolégicog’lo. Apos internalizagdo
nas células, e aquando do processo de acidificagdo que ocorre nos endossomas ou
endolisossomas, os protoes sdo captados pelos grupos amina do polimero PEI,
impedindo a diminui¢do do pH naquele organelo celular. Deste modo, continua a
verificar-se a entrada de protdes, a qual ¢ acompanhada do influxo de ides cloreto. O
movimento deste ido induz por sua vez o influxo de dgua, causando turgidez osmotica e
subsequente ruptura do endossoma, permitindo que os poliplexos escapem para o
citosol’. Por este motivo, o polimero PEI ¢ frequentemente designado por esponja de

protdes, caracteristica que lhe confere o efeito tampdo. A estrutura ramificada do
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polimero, contendo aminas primadrias, secundarias e tercidrias, confere-lhe o atributo de

. ~ 11
exercer o efeito tampao ao longo de uma vasta gama de valores de pH .
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Figura 2.1- Estrutura quimica da polietilenimina ramificada

As moléculas de PEI podem ser sintetizadas de modo a apresentar diferentes
pesos moleculares, sendo geralmente classificadas como PEI de elevado peso molecular
(HMW-PEI) ou PEI de baixo peso molecular (LMW-PEI), sendo que estas ultimas
demonstraram ser menos citotéxicas em pelo menos uma ordem de grandeza, do que as
moléculas de PEI de elevado peso molecular'”. Adicionalmente, o seu grau de
ramificagdo também pode variar, sendo classificadas em PEI linear ou PEI ramificado"’.

A eficacia de transfecgdo in vitro, mediada por poliplexos compostos por PEI,
criou grandes expectativas para a sua utilizacdo em terapia génica. No entanto, a
semelhanca do que foi descrito para os lipossomas catidnicos, a presenca de cargas
positivas a superficie dos poliplexos ¢ um factor limitativo a sua administragdo in vivo,
particularmente pela via intravenosa. No sentido de mascarar a carga positiva, alguns
grupos de investigadores optaram por acoplar moléculas de PEG directamente as
moléculas de PEI, previamente a complexac¢dao com o ADN". Contudo, esta estratégia
pode interferir com a estabilidade dos complexos, uma vez que o conjugado PEI-PEG se
torna menos eficiente a condensar o plasmideo quando comparado com o polimero PEI
isoladamente'*. Esta diminuigdo da eficiéncia de condensagdo pode ser responsavel pela
desestabilizacdo dos poliplexos in vivo, a semelhanca do que foi demonstrado para
moléculas de ODN (oligodesoxinucleotidos). Assim, a presenga de PEG conjugado com
o polimero PEI, sendo menos eficiente a complexar os ODNSs, levou a instabilidade dos
complexos apos administracdo in vivo, e consequentemente as moléculas de ODN foram

eliminadas da circulacdo sanguinea mais rapidamente do que no caso da utilizagdo de
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moléculas de PEI sem PEG'. Estes resultados constituiram motivos adicionais, para
que neste trabalho se tenha optado por efectuar primeiramente a condensacdo do ADN
com o polimero PEI, e s6 posteriormente procedido a encapsulagdo dos poliplexos
resultantes em lipossomas, com o objectivo de dissimular a carga associada aos
poliplexos.

Nesse sentido, podem indicar-se outros trabalhos em que, alternativamente a
conjugacdo de PEG aos polimeros, se procedeu a mistura de lipossomas pré formados
com os poliplexos''®!". Neste projecto, optamos por testar outros procedimentos que
ndo a simples mistura, na expectativa de promover a encapsulagdo dos poliplexos em
lipossomas, em detrimento da complexagdo. Mais concretamente, testaram-se métodos
em que a formacdo das vesiculas lipidicas ocorre j4 na presenca do material a
encapsular, tendo-se comparado os valores da eficiéncia de recuperacio do ADN
resultante do método (A) evaporagdo de fase reversa (REV); (B)
congelamento/descongelamento dos lipossomas apo6s hidratagdo directa do filme
lipidico com a suspensdo contendo os poliplexos (FT); (C) combinacdo da evaporagao
de fase reversa seguida de congelamento/descongelamento dos lipossomas (REV-FT) e
(D) hidratagdo directa do filme lipidico com a suspensdo contendo os poliplexos
(hidratagcdo). A composicao dos filmes lipidicos foi seleccionada com base nas
caracteristicas individuais dos lipidos constituintes. Assim, o lipido DOPE (1,2-dioleoil-
sn-glicero-3-fosfoetanolamina) foi seleccionado, uma vez que se encontra descrito que
este desempenha uma fung¢do importante na desestabilizagio da membrana do
endosoma'®, tendo-se utilizado também o colesterol como lipido adjuvante, uma vez
que se encontra descrito que este confere estabilidade aos lipossomas face a
desestabilizagio mediada pelo soro'”. O lipido EPC (fosfatidilcolina de ovo) é
igualmente conhecido por estabilizar a bicamada lipidica, e foi utilizado para diminuir a
quantidade parcial de DOPE e colesterol utilizada, com o objectivo de minimizar a

activagio do complemento mediada pelos lipidos referidos 22!,

Sempre que se
considerou necessario, o filme lipidico foi preparado na presenca de PI
(fosfatidilinositol) de modo a conferir carga negativa aos lipossomas, com o objectivo
principal de aumentar a eficicia da associacao dos poliplexos. Ambas as composi¢des
referidas cumprem o requisito principal que consiste na auséncia de lipidos com carga
positiva.

No sentido de conferir especificidade de accdo a vectores do tipo ndo viral

(incluindo poliplexos, lipoplexos, ou lipopopliplexos) sdo varias as estratégias descritas
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na literatura envolvendo a associacio electrostatica de ligandos™ ou o seu acoplamento

s - 23
covalente a superficie dos vectores

(quer por ligagcdo directa, quer através da sua
ligagdo a extremidade distal de polimeros hidrofilicos, nomeadamente PEG). A
transferrina, por exemplo, para além de conferir direccionamento™*, demonstrou
induzir um aumento de varias centenas de vezes na transfeccdo mediada por
poliplexos™.

Para além da transferrina, muitos outros ligandos tém sido utilizados tais como
anticorpos anti-receptor de EGF° ¢ anti-ErbB2%".

O principal objectivo dos estudos descritos neste capitulo consistiu no
desenvolvimento de uma nova formulagdo de vectores nao virais, em que se procurou
incorporar solugdes técnicas e cientificas que permitissem dar resposta as necessidades
previamente identificadas, nomeadamente: (i) condensacdo eficiente do ADN; (ii)
protec¢do do material genético; (iii) reducdo de interacgcdes ndo-especificas; (iv)
propriedades fisico-quimicas adequadas para administragdo intravenosa; (v) longos
tempos de circulacdo e (vi) capacidade de entrega especifica e eficiente dos genes
transportados as células alvo. Para demonstragdo do conceito optou-se por utilizar o
ligando transferrina (holo-transferrina humana).

A preparagdo da nova formulacdo envolve trés etapas principais: na primeira
etapa o ADN ¢ complexado com PEI, na segunda etapa os poliplexos resultantes sdo
associados a lipossomas neutros ou negativos, originando os lipopoliplexos (LPPX) e,
finalmente, procede-se ao acoplamento do polimero PEG aos LPPX, seguido do

acoplamento do ligando transferrina ao terminal distal das moléculas de PEG.

2.2. Materiais e métodos

2.2.1.  Purificacdao do ADN plasmidico

As bactérias Escherichia coli foram transformadas com o plasmideo pCMV-
SPORT-LacZ (Gibco BRL) e semeadas em caixa de Petri, apos o que se seleccionaram
colonias desenvolvidas, procedendo-se ao seu crescimento em meio LB com um
antibiotico adequado. Apos se atingir uma densidade correspondente a 3 g de

bactérias/L, sujeitou-se a suspensdo celular a ultra-centrifugagdo a 6000 g durante 15
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minutos. Apos este procedimento, procedeu-se a purificacao do plasmideo utilizando o

kit Qiagen Plasmid (Qiagen).

2.2.2.  Preparacgdo de poliplexos

Os poliplexos foram preparados por mistura de uma solu¢do contendo ADN
plasmidico (pCMV SPORT Lacz), a igual volume de outra solu¢do contendo o polimero
PEI de 2,7 kDa (T. Merden, Marburgh University), ambas com glicose (Sigma) a 5 %.
A concentracdo final do PEI foi definida em funcao da razao entre os grupos amina do
PEI e os grupos fosfato do ADN, representada por N/P, sendo que 43,1 g de PEI
correspondem 1 mol de grupos amina e 330 g de ADN correspondem a 1 mol de grupos

fosfato.

2.2.3. Medicao dos tamanhos

O tamanho dos poliplexos foi medido por espectroscopia de correlagdo fotonica,
num aparelho designado PCS Submicron Particle Size Analyser (Beckman Coulter). As
medic¢des foram realizadas a 25 °C, apds um tempo de equilibrio de 5 minutos, durante

200 segundos, com um angulo de leitura a 90°.

2.2.4.  Acessibilidade do brometo de etidio ao ADN

O teste de acessibilidade do brometo de etidio (BrEt) (Sigma) ao ADN foi
efectuado em poliplexos preparados por complexagao do ADN com PEI na razao molar
N/P de 38, tendo-se obtido uma concentracao final de ADN de 100 pg/mL. Os
complexos, preparados na presenca de glicose a 5 %, foram de seguida diluidos 15
vezes em tampao HBS (tampao HEPES salino), para um volume final de 1,5 mL, e
subsequentemente adicionados a um volume de 0,5 mL de uma solucdo contendo
brometo de etidio na concentracdo de 1,6 pg/mL. Paralelamente, procedeu-se a analise
da fluorescéncia de uma solugdo de poliplexos, os quais foram diluidos 15 vezes em
tampao HBS contendo PMAA (4cido poli-metacrilico) (Sigma) na concentragdo final de
200 uM, e incubados com este reagente durante 1 hora, sendo posteriormente incubados
com um volume de 0,5 mL da referida solu¢ao de brometo de etidio. A solu¢ao controlo
consistiu em ADN utilizado na mesma concentracdo que nas condi¢gdes anteriores, tendo
sido atribuida a intensidade de fluorescéncia desta condi¢ao o valor de 100 %. A

fluorescéncia foi medida num fluorimetro SPEX Fluorolog 1681 (SPEX) utilizando um
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comprimento de onda de excitagao de 518 nm (s/it 1) e um comprimento de onda de

emissao de 605 nm (s/it 2).

2.2.5.  Efeito tampao mediado por PEI

A capacidade tampao de uma solucdo contendo PEI na concentracdo de 0,258
mg/mL foi determinada por medicdo dos valores de pH num aparelho designado pH
meter WTW pH537 (WTW), apos adicdo de aliquotas de uma solugcdo de HCI de
concentracdo 12,9 mM. Adicionalmente, avaliou-se o perfil de variacdo do pH de uma
solu¢do contendo PEI na mesma concentracdo, mas complexado com ADN na razao
molar N/P 38 (ADN na concentragdo de 50 pg/mL), assim como a capacidade tampao
de uma solugdo de glicose a 5 % contendo ou ndo ADN plasmidico na concentragio de

50 pg/mL.

2.2.6.  Determinagdo da eficiéncia de transfeccdo mediada por

poliplexos
As células HEK-293 (linha celular derivada de células embriondrias de rim
humano) foram semeadas em placas de 48 pocos com uma densidade de 20000 células
por pogo (subsecgdo 2.2.18). Apo6s 24 horas estas foram incubadas com uma solugdo de
glicose a 5 % contendo poliplexos preparados na razdo de N/P de 10 ou 38, e com uma
quantidade de ADN de 2 pg por pogo. Apds 4 horas de incubagdo, as células foram
lavadas, tendo o meio de cultura sido substituido por meio novo, ¢ 48 horas depois as

células foram analisadas por histoquimica, para detec¢do da -galactosidase (subsec¢ao

2.2.22).

2.2.7. Mcétodos de quantificacio de ADN plasmidico em
lipopoliplexos

2.2.7.1. Marcaciao do ADN com 35S dATP
A primeira aproximagdo de sucesso no que respeita a quantificacio de ADN
plasmidico complexado com o polimero PEI, consistiu em marcar o ADN com o
nucleétido dATP contendo na sua composi¢do o radioisétopo S, utilizando o kit
Random Primed DNA Labeling Kit (Roche Applied Science). Assim, a marcacao foi

efectuada partindo de uma quantidade inicial de ADN de 3 pg, perfazendo-se o volume
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para 9 uL com dagua destilada estéril. De seguida, as amostras foram sujeitas a
incubac¢ao a 95 °C, durante 20 minutos, para desnaturar o ADN, e colocadas de imediato
em gelo. De seguida, e ainda na presenga de gelo, adicionou-se um volume de 3 pL da
mistura de nucleétidos trifosfato (NTP) (1 uL de dCTP, 1 pL. de dTTP e 1 pL. de dGTP)
e 2 uL da mistura dos hexanucleétidos (primer) do referido kit, tendo depois sido
adicionado o nucleétido marcado [*°S] dATP (~ 50 pci). Finalmente, adicionou-se 1 uL
de enzima Klenow, tendo-se sujeito a mistura a incubacao a 37 °C durante 12 horas, de
modo a que a cadeia complementar fosse sintetizada a partir do terminal 3’OH do
primer. ApoOs esse periodo, procedeu-se a desactivagdo da enzima por adi¢gdo de um
volume de 2 uL de solucdo de EDTA de concentragdo 0,2 M e pH 8. A purificacdo do
ADN marcado foi efectuada com as colunas Quick Spin incluidas no kif, tendo-se
procedido a centrifugac¢do das amostras a 1 200 g durante 4 minutos.

Com base neste método, foi possivel proceder a quantificagio do ADN marcado
com o radioisétopo S, por adi¢do de liquido de cintilagdo Universol a cada amostra,
procedendo-se a sua analise num contador de cintilacdes 2000 CA Tri-CARB (Packard).

Foi igualmente possivel determinar a eficiéncia de recuperagdo do ADN em LPPX
apods remogao de poliplexos ndo associados a estes. Essa quantifica¢ao foi realizada por
medicdo da radioactividade das diferentes amostras, as quais foram previamente
incubadas com liquido de cintilagdo na dilui¢do de 3/5, apds o que se procedeu a

quantificagdo da emissdo 3 (contagens por minuto ou cpm) num contador de cintilagdes.

2.2.7.2. Marcaciao do ADN com a sonda Cy3

O ADN plasmidico foi marcado com a sonda Cy3 utilizando o kit Label IT
(Mirus). Em condigdes estéreis, diluiu-se 20 uL de uma solu¢do de ADN plasmidico (20
ug) com 155 pl de 4gua estéril destilada, 20 uL do tampao A (10x) e finalmente 5 uL
do marcador Cy3, ambos pertencentes ao kit Mirus Label IT. Apds incubagdo durante 3
horas a 37 °C, ao abrigo da luz, adicionou-se um volume de 550 pL de etanol a 100 %
pré-arrefecido, e 22 pl. de uma solucdo de acetato de sddio na concentragdo de 3 M.
Depois de proceder a incubacdo durante 4 horas a temperatura de -20 °C, a amostra foi
centrifugada a 20800 g durante 30 minutos. O sobrenadante foi removido e a amostra
lavada com 500 pL de etanol (Sigma) a 70 %, pré-arrefecido, e novamente centrifugada
a 20800 g, durante 30 minutos. O sobrenadante foi removido, deixando-se o excesso de

solvente restante evaporar, apos o que se procedeu a hidratacio do ADN marcado com
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agua destilada. O plasmideo marcado foi utilizado na quantificagio de ADN
complexado com PEI e associado aos lipossomas, tendo-se construido curvas de
calibragdo resultantes de concentragdes crescentes de ADN, complexado ou ndo com o
polimero PEI na razdo N/P de 10. Adicionalmente, estudou-se a influéncia da presenga
de lipossomas compostos por PI/EPC/DOPE/CHOL (preparados na razdo molar de
3/2/3/2) e DOPE/CHEMS (hemissuccinato de colesteroilo) (preparados na razao (6/4)),
na concentracdo de 0,45 mM, tendo-se igualmente testado a presenga de detergente
Ci2Es (mono-n-dodecil-éter-octaetilenoglicol). Os lipossomas vazios utilizados neste
procedimento foram preparados por simples hidratagdo do filme lipidico seguido de
extrusdo por membrana com um didmetro de poro de 200 nm, utilizando um extrusor
(Avestin).

O ADN marcado, quando utilizado na preparacdo de LPPX, foi misturado com
ADN ndo marcado, na percentagem de 5 % do ADN total. As leituras foram efectuadas
num fluorimetro SPEX Fluorolog 1681, utilizando um comprimento de onda de

excitacdao de 420 nm e um comprimento de onda de emissdo de 549 nm.

2.2.7.3.  Quantificacio do ADN apés dissociacio dos poliplexos de

PEI/ADN utilizando PMAA
De modo a tornar o ADN acessivel ao reagente brometo de etidio ou ao reagente
PicoGreen, foi necessario desestabilizar os lipossomas recorrendo ao detergente Cj,Es, €
numa segunda fase proceder a dissociacdo do complexo PEI/ADN utilizando &cido
polimetacrilico (PMAA). Assim, nas condi¢des que a seguir sao referidas, utilizou-se 60
uL do detergente C;,Eg na concentracdo 20 mM, ou seja, 1,2 umol por cada 2 pumol de

lipido total.

i. Determinacdo da concentracdo minima de PMAA para dissociar os

poliplexos de PEI/ADN
Num primeiro passo procedeu-se a determinagdo da concentragdo minima de
PMAA necessdria para permitir o acesso completo do brometo de etidio ao ADN, para o
que se procedeu a incubacgdo de 0,4 ug de ADN complexado com PEI numa razdo N/P
de 38 com concentracdes crescentes de PMAA (1 a 1250 uM), num volume final de 0,2
mL, durante 60 minutos. Apos este periodo, procedeu-se a adigdo de 0,8 mL de HBS e 1

mL de uma solu¢do de BrEt de modo a que a sua concentracao final fosse de 0,4 pg/mL,
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e procedeu-se a leitura da intensidade de fluorescéncia num fluorimetro SPEX
Fluorolog 1681 utilizando um comprimento de onda de excitagdo de 518 nm (s/it 1) e
um comprimento de onda de emissdo de 605 nm (s/iz 2). Como controlo positivo

utilizou-se uma solugdo em tudo idéntica a referida, mas sem PEI.

ii. Curvas padrao de ADN utilizando o reagente BrEt

Apoés determinagdo da concentragdo minima de PMAA necessdria para
promover o completo acesso do BrEt ao ADN, construiram-se curvas de calibracdo de
solucdes contendo ADN complexado com PEI (N/P 10) na presenca de lipossomas
compostos por DOPE/CHEMS ou por PI/EPC/DOPE/CHOL de modo a obter uma
concentragdo final de lipido de 0,1 mM (0,2 umol/2 mL). Assim, a quantidade referida
de lipido foi incubada com quantidades crescentes de poliplexos, tendo-se adicionado a
quantidade anteriormente referida do detergente Ci,Es, apds o que se adicionou um
volume fixo de PMAA a todas as amostras, correspondendo a concentragdo necessaria
para dissociar a solucdo de poliplexos de concentracdo mais elevada utilizada nessa
curva. Apos perfazer o volume de 0,2 mL, as misturas foram incubadas sob agitacao,
durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente, adicionaram-se 0,8 mL de uma
solugdo de HBS, seguindo-se a adi¢do de uma solugdo contendo o BrEt, de modo a que
a concentracao final deste fosse 0,4 pg/mL.

A eficiéncia de associagdo do ADN a lipopoliplexos (EA) compostos por ADN
na concentragdo de 100 pg/mL complexado com PEI na razdo molar N/P de 20 (R20) e
38 (R38), e por lipidos na concentragao de 18,5 mM (preparados pelo método REV-FT)
foi determinada com base nos valores de eficiéncia de recuperacdo do ADN (% Rapn)
utilizando o reagente brometo de etidio, e com base nos valores de eficiéncia de
recuperagao de lipido (% Rp), utilizando o kit Infinity (Thermo Electron Corporation)
(subseccao 2.2.13).

A eficiéncia da recuperagdo do ADN (% Rapn) foi determinada com base nos
valores da sua concentragdo, a qual foi determinada em duas fases: imediatamente apos
hidratacdo do filme lipidico (concentragdo de ADN = y) e, nas amostras resultantes da
eluicdo em coluna de Sefarose, ou seja, apds remocgao dos poliplexos ndo associados aos
lipossomas (concentracdo de ADN = z). Os valores de percentagem de recuperacdao do

ADN foram determinados com base na expressao (% Rapn=2z x 100/ y).
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A semelhanga do procedimento utilizado na determinagio da eficiéncia de
recuperagdo do ADN, a determinagdo da concentrag¢do do lipido foi efectuada em duas
fases: imediatamente apds hidratacdo do filme lipidico (k), e apds remog¢do dos
poliplexos ndo associados aos lipossomas (w), utilizando a expressao (% Ry =w x 100/

k). A eficiéncia percentual de associagdo do ADN aos lipossomas corresponde a EA =

(z/y) x 100/ (w/Kk).

iii. Curvas padrao de ADN utilizando o reagente PicoGreen

A quantificagdo do ADN foi efectuada de um modo semelhante ao anteriormente
descrito, com a diferenga que, apds a incubagcdo com PMAA, a incubagao subsequente
foi efectuada com um volume de 1 mL de uma solugdo contendo o reagente PicoGreen
diluido 200 vezes. A intensidade de fluorescéncia foi determinada num fluorimetro
SPEX Fluorolog 1681, tendo-se utilizado um comprimento de onda de excitagdo de 480
nm e um comprimento de onda de emissdao de 520 nm. Paralelamente, testou-se a
influéncia da presenca dos lipossomas compostos por PI/EPC/DOPE/CHOL e do
detergente Cj2Eg na curva de calibragdo. Os resultados obtidos indicaram que na
presenga de ADN e do reagente PicoGreen, o PMAA, os lipossomas ¢ o C;Eg
interferem com os valores de fluorescéncia observados, indicando que as curvas de
calibragdo preparadas para quantificacdo do ADN associado aos lipossomas, tém de ser
efectuadas na presenca de quantidades constantes dos referidos compostos. Assim, as
diferentes curvas de calibracdo foram estabelecidas com concentragdes crescentes de
ADN, com quantidades crescentes de poliplexos preparados na razdo N/P de 38, e
ainda, com concentragdes crescentes de poliplexos na presenca de lipossomas
compostos por PI/EPC/DOPE/CHOL, utilizados na concentracdo de 0,1 mM de lipido
total (0,2 umol/2 mL).

A eficiéncia de associagdo de ADN a LPPX preparados na concentragdo em
lipido de 9 mM, e na concentragdo em ADN de 50 pug/mL, complexado com PEI na
razdo molar N/P de 38 (preparados pelo método referido na subsec¢do 2.2.11.3) foi
avaliada com base na recuperagdao do ADN determinada com o reagente de PicoGreen, e
com base na recuperagdo de colesterol determinado pelo kit Infinity (subseccao 2.2.13),

a semelhanca do procedimento referido na subseccao anterior (ii).
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2.2.8. Remocdo de ADN plasmidico ndo associado aos

lipossomas

2.2.8.1. Eficiéncia da coluna de Sefarose CL-4B

Os LPPX foram preparados utilizando os lipidos EPC/DOPE/CHOL na
concentragdo de 18,5 mM e ADN na concentragao de 100 pg/mL, complexado com PEI
na razao N/P de 10 (LPPX (PEI/ADN R10)), tendo os lipossomas sido marcados com
Rh-PE (N-(lissamina rodamina B sulfonil)-fosfatidiletanolamina) ¢ o ADN com
SJATP. Os LPPX preparados de acordo com o procedimento REV-FT descrito na
subseccao 2.2.9, foram eluidos em colunas de Sefarose CL-4B, e as frac¢des de 0,5 mL
resultantes foram analisadas num contador de cintilagdes. Paralelamente, procedeu-se a
eluicdo e analise das frac¢cdes de poliplexos de PEI/ADN preparados com ADN na
concentragdo de 100 pg/mL complexado com PEI na razdo N/P 10 (PEI/ADN R10). Os

resultados foram normalizados em percentagem da quantidade total de ADN eluida.

2.2.8.2. Utilizacdo da coluna de Sefarose CL-4B seguida de ultra-
centrifugacio

Aquando da aplicacdo do reagente PMAA para remog¢do de poliplexos ndo
adsorvidos a superficie dos LPPX (subsec¢do 2.2.11.3), as colunas de Sefarose
passaram a ser eficientes apenas na remog¢ao do complexo PEI/PMAA, sendo que o
ADN nao encapsulado passou a ser eluido na mesma frac¢ao que os LPPX. Assim, com
o objectivo de remover esse ADN e de modo a concentrar os LPPX, passou a efectuar-
se um passo de ultra-centrifugacdo (45000 g, a 4 °C durante 20 minutos, numa
centrifuga Beckman TL-100), apds elui¢do na coluna de Sefarose, de modo a formar um
pellet composto pelos LPPX. O sobrenadante contendo a maioria do plasmideo livre foi

removido e os LPPX cuidadosamente ressuspensos no tampao adequado.

2.2.9. M¢étodos de preparagdo de LPPX para determinacdao da

eficiéncia de recuperacdo do ADN
Os LPPX foram preparados utilizando ADN na concentracdo de 100 pg/mL
complexado com PEI na razao N/P 38, e lipido nas concentracdes iniciais de 18,5 mM e

28 mM. Para cada concentragdo, testou-se a recuperacdo do ADN, quer em lipossomas

compostos por PI/EPC/DOPE/CHOL na razao molar de 3/2/3/2 (também identificados
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com o simbolo (-)), quer em lipossomas compostos por EPC/DOPE/CHOL na razao
molar de 5/3/2 (também identificados pelo simbolo (0)). Foram testados 4 métodos de
preparacdo de LPPX, designados (A) método de evaporagdo de fase reversa (REV); (B)
hidratagdo do filme lipidico seguida de congelamento/descongelamento (FT); (C)
método de evaporacdo de fase reversa seguido de congelamento/descongelamento
(REV-FT) e (D) hidratagdo do filme lipidico (hidrata¢do). A eficiéncia da recuperagdo
do ADN foi determinada com base nos valores de emissdo B (cpm) obtidos pelo
contador de cintilagdes (subsec¢ao 2.2.7.1), tendo sido determinado o valor total em
cpm das amostras em duas fases: imediatamente apds hidratag¢do do filme lipidico (cpm
total = y) e nas amostras resultantes da eluicdo em coluna de Sefarose, ou seja, apos
remogao dos poliplexos nao associados aos lipossomas (cpm total= z). Uma vez que os
valores de cpm totais sdo directamente proporcionais a quantidade de ADN total em
cada fase, os valores de percentagem de recuperagdo do ADN (% Rapn) foram

determinados com base na expressao (% Rapn=2z x 100/ y).

Todos os lipidos utilizados foram adquiridos da Avanti Lipids.

2.2.10. Efeito do método REV/FT na integridade e actividade do

plasmideo

2.2.10.1. Efeito do éter na integridade e actividade do plasmideo

Preparou-se uma solucdo de ADN plasmidico codificando a proteina [3-
galactosidase na concentracdo de 100 pg/mL em solugdo de glicose a 5 %, tendo-se
incubado um volume de 0,6 mL com éter dietilico (0,4 mL) e sujeito a evaporador
rotativo, utilizando um banho de dgua a 40 °C, durante 120 minutos. Apos esse periodo,
preparou-se uma mistura de 0,2 pg de ADN com 2 uL de loading buffer (concentrado
10 vezes) num volume final de 20 uL, procedendo-se a analise por electroforese em gel
de agarose, tendo-se efectuado em paralelo, a analise de uma quantidade igual de
plasmideo controlo (plasmideo ndo sujeito a estas condicdes experimentais). Nestas
experiéncias utilizou-se um gel de agarose a 1 % (SeaKem LE agarose, Cambrex) (o
tamanho apresentado pelo plasmideo em estudo ¢ de 7,854 kb). A agarose foi dissolvida
em tampao TAE, procedendo-se de seguida a adigdao de 2 uL de brometo de etidio (10

mg/mL) a 50 mL de gel. Apds o gel preparado, as amostras foram aplicadas nos

82



CAPITULO 2

respectivos pogos, tendo-se aplicado uma voltagem constante de 100 V, durante 30
minutos. Finalmente, o gel foi observado no transiluminador VersaDoc modelo 3000
(BioRad), com auxilio de uma camara para obtencao das imagens.

Adicionalmente, o ADN sujeito a incuba¢do com o éter foi complexado com
lipossomas cationicos (na presenca e auséncia de transferrina), e de seguida incubado
com células HEK-293 (1 ng ADN por pogo), previamente semeadas em placas de 48
pocos (subseccao 2.2.18). Apds 4 horas de incubagdo, o meio foi substituido por meio
novo, e apos 48 horas as células foram lavadas e lisadas para posterior determinacgao da
quantidade de [P-galactosidase (subseccdo 2.2.22) e de proteina celular (subsec¢do
2.2.17).

Procedeu-se igualmente a avaliagdo da eficiéncia de transfec¢do de poliplexos

sujeitos a incubagao com o éter, em condi¢des idénticas as aplicadas ao plasmideo.

2.2.10.2. Efeito do método “congelamento/descongelamento” na
actividade de transfecciao de poliplexos

Preparou-se uma solu¢do de ADN, na concentra¢do de 100 pg/mL, complexado

com PEI na razdo N/P de 38, em solugdo de glicose a 5 %, tendo-se sujeito os
complexos a sete ciclos de congelamento/descongelamento. Os poliplexos foram de
seguida incubados com células HEK-293 (1 pug de ADN por pogo), previamente
semeadas em placas de 48 pocos (subseccao 2.2.18). Como controlo desta condigdo
utilizaram-se poliplexos preparados nas mesmas condi¢des, mas que ndo foram sujeitos
a ciclos de congelamento/descongelamento. O controlo positivo da transfec¢do consistiu
em complexos ternarios compostos por DOTAP/CHOL, ADN e transferrina. Apos 4
horas de incubagdo, o meio foi substituido por meio novo e apoés 48 horas as células
foram lavadas e lisadas para posterior determinagdo da quantidade de [-galactosidase

produzida (subseccao 2.2.22) e da proteina celular (subseccao 2.2.17).

2.2.11. Preparacdo de LPPX direccionados para avaliagdo da

interaccao celular
2.2.11.1. Procedimento A

O filme lipidico composto por PI/EPC/DOPE/CHOL, na razdo molar de 3/2/3/2

foi obtido tendo-se utilizado diferentes percentagens do conjugado reactivo DSPE-PEG-
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Mal (1,5 %, 3,5 % e 5 %), e uma quantidade de DSPE-PEG variavel de modo a que a
percentagem final da molécula de PEG fosse 5 % do lipido total. Os filmes lipidicos
obtidos pela evapora¢do do cloroféormio da mistura lipidica foram dissolvidos num
volume de 0,4 mL de éter dietilico. De seguida, adicionou-se a solu¢do de poliplexos
(0,35 mL) preparados na concentragdo de 100 ug de ADN/mL, complexado com PEI na
razao molar N/P referida, procedendo-se a evaporacdo do éter num evaporador rotativo
sob vacuo, mantendo a mistura a 40 °C por imersao em banho de 4gua. Apds formagao
da fase de gel, a amostra foi retirada e sujeita a agitacdo em vortex, tendo-se de seguida
adicionado o restante volume da amostra de poliplexos (0,15 mL) de modo a obter uma
concentragdo final de lipido total de 18,5 mM. Finalmente, procedeu-se a remogao de
residuos de éter no evaporador rotativo por mais 2 horas. Apos esse periodo, sujeitou-se
a amostra a 7 ciclos de congelamento/descongelamento utilizando para tal uma mistura
de gelo seco/etanol, e um banho de dgua a 40 °C. De seguida, procedeu-se a extrusao
dos referidos LPPX através de membranas de policarbonato com poros de didmetro de
200 nm, e seguidamente a eluicao destes através de uma coluna de Sefarose CL-4B,
previamente eluida com um tampao de HBS contendo Hepes na concentragdo de 50
mM e cloreto de sddio na concentragdo adequada para obter a mesma osmolalidade que
a solucdo de poliplexos a associar aos lipossomas. Utilizou-se ainda EDTA (Sigma) na
concentracdo de 2 mM e aferiu-se o valor de pH a 7,2.

Paralelamente a este processo, efectuou-se a activacao da transferrina (43 mg Tf
por mg de colesterol) por incubagdo com 2-iminotiolano, durante 40 minutos a
temperatura ambiente, tendo-se utilizado uma razao de 1 mol de transferrina por 5 mol
de 2-iminotiolano, numa solu¢ao de HBS contendo EDTA, na concentra¢ao de 2 mM e
a pH 8. Apos este periodo de activagdo, procedeu-se a remogao do 2-iminotiolano em
coluna de Sefadex G-25, por centrifugacdo a 500 g, durante 5 minutos ¢ a 4 °C. A
transferrina activada foi incubada com os LPPX eluidos da coluna, durante 12 horas, a
temperatura ambiente ¢ sempre que possivel, as incubagdes foram efectuadas ao abrigo
da luz e em atmosfera de azoto. Apds esse periodo, os LPPX foram incubados com (-
mercaptoetanol (5 mol de B-mercaptoetanol por mol de grupos maleimida) durante 30
minutos a temperatura ambiente. De seguida, o excesso de transferrina ndo acoplada aos
LPPX, assim como o -mercaptoetanol foram removidos por eluicdo através da coluna

de Sefarose CL-4B, previamente equilibrada com tampao HBS a pH 7.,4.
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2.2.11.2. Procedimento B

Relativamente ao procedimento A, salientam-se as alteracdes no método de
preparacdo (FT), nas concentracdes lipidicas e do ADN, assim como a introdug¢do do
polimero PEG por conjugacdo a LLPX pré-formados.

O filme lipidico composto por PI/EPC/DOPE/CHOL (3/2/3/2) obtido por
evaporagdo do cloroformio da mistura lipidica, foi hidratado com a solugdo de
poliplexos (0,5 mL), preparados na concentracdo de 50 pg de ADN/mL, complexado
com PEI na razdo molar N/P referida, tendo-se obtido uma concentragdo em lipido total
de 9 mM. Nos estudos de associacdo celular utilizou-se Rh-PE na percentagem de 1 %
da quantidade total de lipido. A amostra foi sujeita a 7 ciclos de
congelamento/descongelamento, utilizando-se para tal uma mistura de gelo seco/etanol,
e um banho de agua a 40 °C, ap6s o que se procedeu a extrusdo dos referidos LPPX
através de membranas de policarbonato com poros de didmetro de 200 nm. De seguida,
os LPPX foram eluidos através de uma coluna de Sefarose CL-4B, previamente
equilibrada com um tampao de HBS contendo EDTA (Sigma) na concentracao de 2
mM, a pH 7.,4.

Ap6s incubagdo dos LPPX com NHS-PEG-Mal, na razdo de 5 mg de NHS-PEG-
Mal/mg de colesterol durante 2 horas, a temperatura ambiente, procedeu-se a remogao
do NHS-PEG-Mal nao acoplado por elui¢do através de coluna de Sefarose equilibrada
com um tampao de HBS contendo EDTA (Sigma) na concentra¢do de 2 mM, a pH 7,2.

A incubagdo com o ligando transferrina, assim como todos o0s passos
subsequentes foram efectuados de acordo com o descrito na subsec¢do anterior

(2.2.11.1).

i. Deteccdo de grupos maleimida a superficie de LPPX-PEG-Mal

Procedeu-se a uma estimativa da quantidade de NHS-PEG-Mal mais adequada
para incubar com os LPPX, de acordo com dados existentes na literatura.

Com o objectivo de determinar a disponibilidade de grupos Mal a superficie dos
LPPX, adicionaram-se quantidades crescentes de glutationa reduzida (GSH) a LPPX,
previamente incubados com NHS-PEG-Mal (5 mg de PEG por mg de colesterol),
durante 2 horas a temperatura ambiente. Paralelamente, procedeu-se a incubagdo de
iguais quantidades de GSH com LPPX sem PEG, e seguidamente das amostras com o
composto DTNB (4&cido 5,5'-ditiobis (2-nitrobenzdico)), o qual permite a quantificagdo

de grupos tiol da glutationa reduzida. Apos 2 horas, procedeu-se a leitura dos valores de
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absorvancia das diferentes amostras ao comprimento de onda de 412 nm, num

espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 2 UV/VIS (Perkin Elmer).

ii. Comparacdo dos perfis de eluicdo de LPPX e NHS-PEG-Mal:
separacao do PEG nao acoplado

O perfil de eluicdo de uma solucdo de NHS-PEG-Mal (3,5 mg/mL) foi
determinado ap6s elui¢do de um volume de 0,5 mL em coluna de Sefarose CL-4B, por
medi¢do da absorvancia das frac¢des recolhidas, a 240 nm, num espectrofotdmetro
Perkin Elmer Lambda 2 UV/VIS. A percentagem de PEG em cada frac¢do foi
determinada em fun¢do da quantidade total de PEG recolhida. Os LPPX, foram
preparados com uma concentracdo de ADN de 100 pg/mL complexado com PEI numa
razdo N/P 38, e com uma concentragdo de lipido de 18,5 mM contendo Rh-PE na
percentagem de 1 %. De seguida, foram eluidos, e o seu perfil de elui¢do foi avaliado
por medi¢ao da fluorescéncia e comparado com o perfil de eluicdo do conjugado NHS-

PEG-Mal.

2.2.11.3. Procedimento C

Relativamente ao procedimento B, salienta-se a introdu¢do da incubagdo com
PMAA, com o intuito de remover PEI adsorvido a superficie dos LPPX.

Os LPPX foram preparados conforme descrito na subsec¢do anterior (2.2.11.2),
até a fase de extrusdo. Nos estudos de associacdo celular utilizou-se Rh-PE na
percentagem de 1 % da quantidade total de lipido. Apods incubacdo dos LPPX com
PMAA de modo a remover PEI adsorvido, procedeu-se a sua eluicdo através de uma
coluna de Sefarose CL-4B, previamente equilibrada com um tampao de HBS contendo
EDTA (Sigma) na concentracdo de 2 mM, a pH 7,4 e de seguida a ultracentrifugagdo a
45000 g, durante 20 minutos, a 4 °C, para concentragao da amostra € remog¢ao do ADN
plasmidico.

De seguida, os LPPX foram incubados com NHS-PEG-Mal, na razdo de 5 mg de
NHS-PEG-Mal por mg de colesterol, durante 2 horas, a temperatura ambiente, apos o
que se procedeu a remoc¢do do PEG nao acoplado por eluigdo através de coluna de
Sefarose, equilibrada com um tampao de HBS contendo EDTA (Sigma) na
concentragdo de 2 mM, a pH 7,2.

Paralelamente a este processo, efectuou-se a activagdo da transferrina, tendo-se

testado o efeito de diferentes quantidades de ligando (21,5, 43 e 86 mg de Tf por mg de
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colesterol) por incubagdo com 2-iminotiolano, durante 40 minutos a temperatura
ambiente, e usando uma razdo de 1 mol de transferrina por 5 mol de 2-iminotiolano,
numa solu¢do de HBS contendo EDTA na concentracao de 2 mM e pH 8. Apds este
periodo de activagdo, procedeu-se a remogao do 2-iminotiolano em coluna de Sefadex
G-25, por centrifugagdo a 500 g, durante 5 minutos, a 4 °C. A transferrina activada foi
incubada com os LPPX eluidos da coluna, durante 12 horas, a temperatura ambiente, e
sempre que possivel as incubagdes foram efectuadas ao abrigo da luz e em atmosfera de
azoto. Apos esse periodo, os LPPX foram incubados com [-mercaptoetanol (5 mol de
B-mercaptoetanol por mol de grupos Mal) durante 30 minutos, a temperatura ambiente.
De seguida, o excesso de transferrina ndo acoplada aos LPPX, assim como o [3-
mercaptoetanol, foram removidos por elui¢do através da coluna de Sefarose CL-4B,

previamente equilibrada com tampao HBS de pH 7.

i. Efeito do PMAA na dissociacao de poliplexos de PEI/ADN

Os poliplexos de PEI/ADN foram preparados na razdo molar N/P de 38, e na
concentragdo de ADN de 100 pg/mL, tendo-se incubado uma aliquota destes com
PMAA durante 60 minutos. Apos esse periodo, procedeu-se a eluicdo da mistura através
de uma coluna de Sefarose CL-4B, e as fracgdes resultantes foram incubadas
directamente com o reagente PicoGreen e analisadas por fluorimetria. Em paralelo,
procedeu-se a eluicdo de uma solucdo de ADN na mesma concentragao que a condi¢ao
anterior, procedendo-se de igual modo a incubagdo directa das frac¢des eluidas com o

reagente PicoGreen e respectiva quantificagdo.

2.2.12. Preparagdo de lipossomas vazios conjugados com NHS-

PEG-Mal para estudos de associagdo celular
A preparagdo dos lipossomas foi efectuada por hidratacdo de um filme lipidico
composto por PI/EPC/DOPE/CHOL na razao molar de 3/2/3/2, com uma solucdo de
glucose a 5 %. Apos extrusdo através de membranas com poros de diametro de 200 nm,
procedeu-se a incubacao do NHS-PEG-Mal com os lipossomas na razdo de 5 mg por
mg de colesterol. As moléculas de PEG ndo acopladas foram removidas através de uma
coluna de Sefarose CL-4B, e os lipossomas foram seguidamente incubados com

transferrina activada (21,5, 43 e 86 mg de Tf por mg de colesterol). Finalmente, os
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grupos maleimida foram desactivados com [-mercaptoetanol, e a transferrina nao

acoplada foi removida utilizando uma coluna de Sefarose CL-4B.

2.2.13.  Quantificagao do colesterol

A quantificagdo do colesterol foi efectuada com o kit Infinity (Thermo Electron
Corporation), de acordo com as instrugdes do fornecedor. O reagente de quantificagdo
possui na sua composi¢do a enzima colesterol oxidase, a qual, na presenca de oxigénio,
converte o colesterol a colestenona e peroxido de hidrogénio. O peroxido de hidrogénio,
na presenga do acido hidroxibenzoico e da 4-aminoantipirina, origina a formacao do
corante quinoneimina que apresenta uma maximo de absorvancia ao comprimento de
onda de 500 nm. Assim, apos adi¢do de 20 pL de cada amostra ou de cada padrdo a 1
mL de reagente, seguida da incubagdo durante 5 minutos, a 37 °C, procedeu-se a leitura
dos valores da absorvancia a um comprimento de onda de 500 nm, num

espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 2 UV/VIS.

2.2.14. Quantificacdo da transferrina

A quantificagdo da transferrina foi efectuada utilizando o reagente &cido
bicinconinico (BCA). Este método baseia-se na redugio do Cu*" a Cu” pelas proteinas,
o qual por sua vez complexa com o BCA, originando um composto azul purpura. A
curva padrao foi construida a partir de uma solugao stock da proteina BSA (albumina
sérica de bovino), tendo-se utilizado o mesmo tampdo em que se encontravam as
amostras (5 a 40 pg de proteina/mL). As amostras e os padrdes (volume maximo de 50
uL) foram incubadas com um volume de 0,2 mL de uma mistura da solugdo contendo
Cu®" com o reagente BCA (3 pL da solugdo contendo cobre para 50 pL da solucdo de
BCA). As amostras foram sujeitas a aquecimento a uma temperatura de 65 °C durante
30 minutos, apos o que se procedeu a leitura dos valores da absorvancia a 570 nm, num
leitor ELISA (Thermo Electron Corporation). Nas situagdes em que existem substancias
interferentes, tal como no caso dos LPPX em que o polimero PEI interfere na
quantificagdo da transferrina, a curva de calibracdo foi construida na presenca de
quantidades constantes de LPPX (sem Tf), tendo-se determinado a quantidade de
transferrina num volume de amostra equivalente a quantidade de lipido utilizada na

obtencdo da curva de calibracdo. A eficiéncia de acoplamento foi determinada com base
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na concentragdo do ligando e de lipido na solugao final dos LPPX direccionados, sendo

este parametro expresso em mol de transferrina por mol de lipido.

2.2.15. Efeito da razdo 2-iminotiolano/transferrina na sua

eficiéncia de activacao

A transferrina foi incubada com 2-iminotiolano durante 40 minutos a
temperatura ambiente, tendo-se testado as razdes molares de 5, 10 e 20 mol de 2-
iminotiolano por mol de transferrina. O processo de activacdo do ligando decorreu em
solucdo de HBS contendo EDTA, na concentracdo de 2 mM e a pH 8. De seguida, a
transferrina foi purificada utilizando uma coluna de Sefadex G235, procedendo-se a uma
centrifugacdo a 500 g, durante 5 minutos, a 4 °C. A quantidade de grupos tiol
adicionados a transferrina foi determinada com o reagente DTNB (acido 5,5'-ditiobis (2-
nitrobenzoico)), recorrendo a uma curva de calibragdo construida com diferentes
concentragdes do padrdo GSH. As leituras foram efectuadas num espectrofotometro

Perkin Elmer Lambda 2 UV/VIS.

2.2.16. Remocao da transferrina nao acoplada

A transferrina ndo acoplada deve ser removida dos lipossomas direccionados de
modo a evitar a competicdo entre esta e a transferrina conjugada, para o respectivo
receptor. De modo a avaliar a eficiéncia da coluna de Sefarose CL-4B neste contexto,
procedeu-se a eluigdo de uma solucdo de transferrina com a concentragao de 24 mg/mL,
sendo que as fracgdes de 0,5 mL resultantes foram analisadas por espectroscopia,
utilizando um comprimento de onda de 280 nm. Os valores de absorvancia
determinados foram normalizados para 100 % em funcdo da quantidade total de
proteina eluida. A Sefarose CL-4B demonstrou ser uma boa estratégia para este efeito,
uma vez que, tal como demonstrado na Figura 2.2, permite a eluicdo do ligando em

fracgdes posteriores as da eluigdo dos LPPX.
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Figura 2.2- Separacio da transferrina em coluna de Sefarose

Uma solucdo contendo transferrina na concentragdo de 24 mg/mL foi previamente incubada
com 2-iminotiolano, ap6s o que foi eluida através de uma coluna de Sefarose CL-4B. As
fraccdes de 0,5 mL resultantes foram analisadas por espectroscopia utilizando um comprimento
de onda de 280 nm, sendo que os valores resultantes foram normalizados para 100 % em funcao
da quantidade total de proteina eluida.

2.2.17. Quantificagdo da proteina celular
A proteina celular foi quantificada pelo método Sedmack, tendo-se utilizado para tal
curvas de calibragdo elaboradas com a proteina BSA. Os resultados foram utilizados

para normalizac¢do dos valores da expressdo da -galactosidase, sempre que referido.

2.2.18. Cultura celular

As células HEK-293 (células embrionarias de rim humano) foram mantidas em
meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (Sigma) com glucose na
concentragdo de 4500 mg/L e L-glutamina, tendo-se suplementando este meio com soro
fetal de bovino a 10 %, estreptomicina na concentracdo de 100 pg/mL, penicilina na

concentragdo de 100 unidades/mL e bicarbonato de s6dio na concentragdo de 1,5 g/L.

2.2.19. Determinacao da expressao da transferrina

As células HEK-293 foram destacadas com tripsina e imediatamente diluidas e
ressuspensas em PBS (tampao fosfato salino) contendo soro fetal de bovino a 20 %.
Apos centrifugacio e remogao do sobrenadante, as células foram ressuspensas em PBS,
tendo-lhes sido adicionado 15 pl de transferrina conjugada com Alexa Fluor (Molecular
Probes). Apos 30 minutos de incubacdo a 4 °C, as células foram lavadas, ressuspensas

em PBS e analisadas por citometria de fluxo.
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2.2.20. Associac¢ao celular

2.2.20.1. Microscopia de fluorescéncia e confocal (LP e LPPX)

Os lipossomas marcados com Rh-PE (1 % do lipido total), cuja preparacao se
encontra descrita na subseccdo 2.2.12, foram incubados com cé¢lulas HEK-293 na
concentragdo de 300 uM em lipido, durante 4 horas. Apds esse periodo, as células
foram lavadas com PBS e fixadas com PFA (paraformaldeido, Sigma) a 4 % durante 15
minutos. As amostras foram lavadas e preparadas com meio de montagem Vectashield
contendo DAPI (Vector Laboratories) e, finalmente, analisadas por microscopia de
fluorescéncia, num microscopio Axioskop 2 Plus (Zeiss). Foram testados (1) lipossomas
sem PEG nem transferrina; (2) lipossomas com PEG e sem transferrina; (3), (4) e (5)-
lipossomas com PEG e incubados com transferrina em quantidades crescentes: 22, 44 e
87 mg, respectivamente.

Os LPPX contendo poliplexos na razao N/P de 38, marcados com Rh-PE (1 %
do lipido total), foram preparados de acordo com o procedimento descrito nas secgdes
2.2.11.2 e 2.2.11.3, e incubados com células HEK-293 na concentragdo de 300 uM,
durante 4 horas. Apds esse periodo, as células previamente semeadas em laminas de 8
pocos, foram lavadas com PBS, fixadas com PFA a 4 % durante 15 minutos e
posteriormente incubadas com solu¢dao de glicina na concentragdo de 0,1 M. As
amostras foram lavadas e preparadas com meio de montagem Vectashield contendo
DAPI, e finalmente analisadas por microscopia confocal, num microscopio confocal
LSM510 (Zeiss). Estudos paralelos foram efectuados com LPPX contendo poliplexos

preparados na razao molar N/P de 10.

2.2.20.2. Citometria de fluxo (LP)

Os lipossomas vazios (ndo associados a poliplexos) compostos por
PI/EPC/DOPE/CHOL na razdao molar de 3/2/3/2 e marcados com Fluor-PE (1,2-
dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-(carboxifluoresceina)) (4 % de lipido total)
foram preparados conforme descrito na subsec¢@o 2.2.12 e incubados com células HEK-
293, na concentracdo de 80 e 160 uM, durante 4 horas. Apos esse periodo, as células
previamente semeadas em placas de 24 pocos, foram lavadas com PBS e destacadas
com tripsina, procedendo-se entdo a sua dilui¢do e ressuspensido com solucdo de PBS

contendo FBS (soro fetal de bovino) a 20 %. De seguida, as células foram novamente
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lavadas com PBS e ressuspensas no mesmo meio, € analisadas por citometria de fluxo.
A condicdo designada controlo corresponde a células que ndo foram incubadas com
lipossomas, a condicdo “LP-Peg” corresponde a células incubadas com lipossomas
contendo PEG, mas sem o ligando transferrina, enquanto que a condi¢do “LP-Tf”
corresponde a lipossomas conjugados com PEG e com o ligando transferrina. Nestas
duas ultimas condi¢des testou-se adicionalmente o efeito da presenca de transferrina

livre (20 pg/mL), na eficiéncia de associacao celular.

2.2.21. Transfec¢ao mediada por LPPX direccionados

Os LPPX dos tipos A, B e C (subsecgoes 2.2.12.1, 2.2.12.2 ¢ 2.2.12.3) foram
incubados com as células HEK-293, na concentracao de 300 uM, previamente semeadas
em placas de 48 pocos (20000 células por pogo). Paralelamente, procedeu-se ainda a
incubacdo com as células HEK-293 de complexos ternarios compostos por DOTAP
(cloreto de 1,2- dioleoil-3 propanoato de trimetilamoénio)/CHOL/Tf/ADN. Os
lipossomas de DOTAP/CHOL foram preparados na razao molar de 1/1, seguindo-se a
adicao de 3,5 pug Tf por nmol de lipido total, e de ADN de modo a obter a razdo de
carga de 3/2 ('/), tendo sido utilizado 1 pg de ADN por pogo. Apds 4 horas de
incubagdo, o meio de cultura foi substituido, e 48 horas depois as células foram lavadas
e lisadas para andlise da expressdao da [-galactosidase. Os resultados finais de
transfeccdo obtidos com LPPX do tipo C encontram-se apresentados em fun¢do dos

valores correspondentes a condicdo dos complexos ternarios, a qual se atribuiu o valor

de 100 %.

2.2.22. Deteccao e quantificagdao da 3-galactosidase

A anélise histoquimica da expressdo da [-galactosidase foi efectuada apos
fixagdo das células com uma solu¢do de PFA a 4 %, durante 20 minutos, a 4 °C. Apos
lavagem, as células foram incubadas com a solucdo corante, a qual foi preparada por
adicao dos seguintes volumes dos diferentes compostos: 62,5 uL de 5-bromo-4-cloro-3-
indoil B-D-galactopiranose (X-Gal) (40 mg/mL, em dimetilformamida), 100 pL de
ferricianeto de potéassio (41 mg/mL), 100 pl de ferrocianeto de potéssio (53 mg/mL), 2,5
uL de cloreto de magnésio (2 M) e 2,235 mL de PBS, tendo todos estes compostos sido
adquiridos da Sigma. A incubacdo com as células, efectuada a 37 °C, decorreu até

desenvolvimento da cor azul para observagdo ao microscopio, tendo as células sido
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seguidamente lavadas e observadas por microscopia (Leica DMIL), utilizando uma
objectiva com ampliacao de 20x.

Para quantificar a [-galactosidase expressa pelas células, estas foram lisadas
com tampao de lise (Triton-X 100 (éter p-t-octilfenil polioxietileno) (Sigma) a 0,1 %
(m/v) e Tris-Base (Sigma) na concentracdo de 0,25 M, a pH 8), apés o que foram
congeladas a -80 °C, de modo a auxiliar a lise celular. As células foram de seguida
sujeitas a centrifugacdo a 20800 g, durante 20 minutos, a 4 °C, ¢ o sobrenadante foi
utilizado para quantificacdo da [-galactosidase. Para tal, as amostras foram diluidas
com PBS (20 uL de amostra e 30 pL de PBS) e incubadas com um volume de 150 pL
da solugdo de ONGP (nitrofenil galactopirandsido) (Sigma) na concentragdo de 1,5 mg/
mL, a qual foi preparada por dissolu¢ao do referido composto numa solu¢ao contendo
fosfato de sddio dibasico (Sigma) na concentragdo de 60 mM, cloreto de magnésio
(Sigma) na concentragdo de 1 mM, cloreto de potassio (Sigma) na concentragdo de 10
mM e B-mercaptoetanol (Sigma) na concentragdo de 50 mM, a pH 8. As solugdes
padrdo foram preparadas com B-galactosidase de E. coli (Sigma), tendo-se adicionado a
cada aliquota de 10 pL do padrio [-galactosidase (correspondendo a diversas
concentragoes), 20 pL de tampao de lise, 20 uL de PBS e 150 pL de solugdo ONGP.
Apos 45 minutos de incubagdo a 37 °C, procedeu-se a determinacdo da absorvancia num

leitor ELISA (Thermo Electron Corporation) a 405 nm.

2.3. Resultados e discussao

2.3.1.  Caracterizagdo de poliplexos compostos por PEI/ADN

2.3.1.1. Tamanho dos poliplexos
De modo a determinar as condi¢des dptimas de preparacao de poliplexos, foram
identificados varios factores que podem influenciar o seu tamanho. Um desses factores
¢ a razdo molar amina/fosfato (N/P), em que os grupos amina sdo provenientes da
polietilenimina, e os grupos fosfato sdo provenientes do ADN. Para cada concentracdo
de ADN testada, a utilizacdo de razdes N/P baixas induz a formagao de poliplexos cujo
tamanho médio ¢ elevado ou aumenta ao longo do tempo (Figura 2.3). Inversamente, o

aumento da razdo N/P tende a gerar particulas de tamanho inferior, o qual se mantém
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estavel ao longo do tempo. Deste modo, para a concentracdo mais elevada de ADN
testada (100 pg/mL), as particulas apresentaram um tamanho médio de 700 nm (N/P
0,125 e 1,25) (Figura 2.3 A), o qual tende a aumentar com o tempo, atingindo tamanhos
da ordem dos 2000 nm (resultados ndo apresentados). Contudo, aumentando a razdo
N/P para 2,5, o tamanho das particulas diminui para valores entre 250 a 350 nm, o qual
se mantém constante até 3 horas apos a preparacdo. Esta variacdo do tamanho em
funcdo da razdo N/P foi previamente observada por Kunath e colaboradores'? para PEI
de baixo peso molecular. Goula e colaboradores® reportaram que o aumento da razio

N/P de 2 para 10 reduziu o tamanho das particulas de 100 para 50 a 60 nm.
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Figura 2.3- Variacido do tamanho dos poliplexos de PEI/ADN em func¢do do tempo apos
preparacio, da concentracio do ADN e da razio molar R amina/fosfato (N/P)

As concentragdes de ADN utilizadas foram (A) 100 pg/ mL, (B) 50 pg/ mL, (C) 25 ng/ mL e
(D) 12,5 pg/ mL. Os poliplexos foram preparados numa solucdo de glicose a 5 %, por adi¢do da
solucdo contendo ADN a igual volume da solugdo contendo PEI. Dez minutos apds a mistura,
procedeu-se a primeira determinagdo do tamanho dos poliplexos resultantes, tendo-se
posteriormente efectuado diversas determinagdes para diferentes tempos de incubagdo
(realizada a temperatura ambiente). A determinagdo de tamanhos foi realizada por
espectroscopia de correlagao fotdnica.

Para as restantes concentragdes de ADN testadas, o padrio de variagdo do
tamanho ¢ mantido (Figura 2.3 B, C e D). Assim, para razdes N/P mais baixas, existe
uma tendéncia para que o tamanho dos poliplexos aumente com o tempo de incubacgao,
sendo que para valores de razdo N/P superiores se verifica uma diminui¢do significativa
do seu tamanho, assim como a manutengdo deste pardmetro ao longo do tempo. Estes

resultados estdo de acordo com resultados anteriormente reportados com outros sistemas
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catidonicos, segundo os quais a utilizagdo de um excesso de cargas positivas em
complexos formados a partir de lipossomas cationicos € ADN, podera ser responsavel
pela existéncia de forgas electrostaticas repulsivas entre os complexos, impedindo deste
modo a agregacio e promovendo a estabilidade coloidal®’.

E ainda possivel observar que para razdes N/P mais baixas, o tamanho inicial
dos poliplexos aumenta com a utilizagdo de concentracdes de ADN mais elevadas.
Assim, os poliplexos preparados com razdes N/P proximas de 1 e uma concentracdo de
ADN de 100 pg/mL apresentam um tamanho médio de 750 nm (Figura 2.3 A),
enquanto que o tamanho de poliplexos preparados na mesma razao N/P e ADN numa
concentragdo de 25 pg/mL e 12 pg/mL apresentam tamanhos médios de 102 nm e 70
nm, respectivamente (Figura 2.3 C e D). Este efeito podera decorrer como consequéncia
de uma menor separagdo inter-particulas’’.

A par da razdo N/P e da concentragdo de ADN, a for¢a ionica da solugdo
utilizada durante a complexacdo também constitui um factor determinante para o
tamanho final dos poliplexos. Por esta razdo, a sua preparacdo foi efectuada numa
solugdo de glicose a 5 %, uma vez que as solugdes salinas induziram frequentemente
precipitacdo dos poliplexos. Esta observagao esta de acordo com os resultados obtidos
por Kircheis e colaboradores®', segundo o qual, a utilizagio de solug¢des com baixa forga
i6nica na preparacdo de poliplexos induz normalmente a formagdo de particulas de
tamanho inferior ao obtido aquando da utilizagdo de solu¢des com forgas idnicas
superiores. Uma possivel justificagdo para este facto podera ter como base a atenuagdo
de interacg¢des electrostaticas mediada pelo aumento da forca idnica. Neste caso
especifico, em que se utilizou um excesso de cargas positivas, a atenuagdo das forcas
electrostaticas repulsivas que ocorreu na presenca de forgas ionicas mais elevadas, tera
sido responsavel pela formagao de agregados.

Conforme sugerido por Pedroso de Lima e colaboradores’ sdo vérios os factores
que influenciam a carga de superficie dos complexos, nomeadamente o seu modo de
preparagdo, e que como tal influenciam a estabilidade coloidal dos complexos. Os
resultados obtidos neste trabalho sugerem que a preparagdo dos poliplexos deve ser
efectuada em solugdo de glicose a 5 %, e com razdes N/P elevadas para manter o
tamanho reduzido e estdvel ao longo do tempo, mesmo para concentragdes de ADN

mais elevadas.
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2.3.1.2. Proteccao do ADN com base no teste da acessibilidade do
brometo de etidio

O grau de proteccdo conferido ao ADN, pela condensagdo com o PEI, foi
avaliado com base no teste da acessibilidade do brometo de etidio, conforme descrito na
sec¢ao “Materiais e métodos” deste capitulo. Os resultados obtidos mostram que, para
uma razao N/P de 38, o ADN se encontra completamente inacessivel ao brometo de
etidio (Figura 2.4), o que sugere uma eficiente protec¢do contra a acessibilidade de
moléculas maiores tais como ADNases. Como controlo, utilizou-se ADN complexado
com PEI e posteriormente incubado com PMAA, um composto que apresenta
capacidade de dissociar os poliplexos de PEI/ADN, indicando que a presenca do
polimero PEIL por si so, ndo interfere com a fluorescéncia mediada pelo brometo de

etidio.
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Figura 2.4- Acessibilidade do brometo de etidio a0 ADN complexado com PEI

O ADN plasmidico foi complexado com PEI numa razdo molar N/P de 38 de modo a obter uma
concentracdo de 100 pg/mL. Uma aliquota desta solugdo foi incubada com uma solucdo
contendo brometo de etidio de modo a obter uma concentra¢do final deste composto de 0,4
pg/mL. A solucdo controlo consistiu em ADN incubado com brometo de etidio nas mesmas
condigdes, tendo sido atribuida a fluorescéncia desta solu¢do o valor de 100 %. Paralelamente,
testou-se o efeito do reagente PMAA na dissociacdo de complexos de PEI/ADN preparados nas
mesmas condi¢des. A fluorescéncia foi quantificada tal como descrito na sec¢do de “Materiais e

métodos”.

Estes resultados estdo de acordo com o descrito na literatura, onde se demonstra

que as moléculas de PEI de baixo peso molecular conseguem proteger o ADN do acesso
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ao brometo de etidio mesmo para baixas razdes N/P (N/P 4). Contudo, para razdes
inferiores a 4, as moléculas de PEI de peso molecular superior apresentam melhor

capacidade de proteger o ADN do que as moléculas de PEI de baixo peso molecular'.

2.3.1.3. Efeito tampao mediado por PEI

De modo a determinar se o polimero PEI utilizado neste trabalho apresenta a
capacidade tampao reconhecida para moléculas de PEI de elevado peso molecular,
foram efectuadas adi¢des sucessivas de uma solu¢ao de HCI a solugdes de PEI, quer
livre, quer associado ao ADN (N/P 38), de modo a que a concentragdo final de HCI
incubada com o polimero fosse aumentando apos cada adigdo.

Os resultados ilustrados na Figura 2.5 demonstram que o polimero PEI com peso
molecular de 2,7 kDa enquanto livre, ou complexado com o ADN, apresenta capacidade
tampao, ao contrario do observado com as solugdes controlo, preparadas por adi¢ao de
ADN a uma solucdo de glucose a 5 %, ou consistindo apenas numa solucao de glicose a

5 %, nas quais a diminui¢do do pH corresponde a quantidade de protdes adicionada.
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Figura 2.5- Efeito tampao mediado por PEI

A capacidade tampao de uma solugdo contendo PEI foi medida por adi¢do sucessiva de HCI,
simultaneamente com o registo dos valores de pH. Adicionalmente, avaliou-se o perfil de
variacdo do pH numa solugdo contendo poliplexos preparados na razdo N/P 38 ¢ ADN na
concentracdo de 50 pg/mL, tendo-se procedido de igual modo na avaliagdo da capacidade
tampao de solugdes controlo, consistindo em glucose a 5 % contendo ou ndo ADN plasmidico
na concentracdo de 50 pg/mL. As medicOes foram efectuadas apos adigcdes sucessivas de
aliquotas da soluc¢ao de HCI.
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A capacidade tampao maxima do polimero varia entre os valores de pH 7 e 3,5,
intervalo que corresponde a janela de interesse para permitir a libertagdo do ADN a

partir do endossoma.

2.3.1.4. Eficiéncia de transfeccio mediada por poliplexos em funcio
da razao N/P

No que diz respeito ao efeito do peso molecular do polimero na eficiéncia de
transfec¢do, os resultados reportados na literatura sdo contraditorios. Enquanto Godbey
e colaboradores observaram um aumento de transfec¢do com o aumento do peso
molecular (70 kDa> 10 kDa> 1,8 kDa) in vitro®®, Abdallah e colaboradores observaram
uma diminui¢do da eficiéncia de transfeccdo com o aumento do peso molecular (25
kDa> 50 kDa> 800 kDa) in vivo™. J4 foi previamente demonstrado por outros autores
que as moléculas de PEI de baixo peso molecular como o PEI de 5 kDa, também podem
apresentar elevada eficiéncia de transfec¢do in vitro, o que se deve provavelmente a sua
baixa toxicidade, permitindo razdes N/P bastante mais elevadas (por exemplo, N/P 67)
do que as utilizadas com PEIs de peso molecular superior, e portanto apresentando um
efeito de esponja de protdes mais eficiente'”. Os resultados ilustrados na Figura 2.6
demonstram que a polietilenimina utilizada neste trabalho (2,7 kDa) também ¢ um
reagente de transfec¢do eficiente. Os poliplexos preparados em razdes N/P elevados
(N/P 38) apresentam eficiéncias de transfec¢do superiores a dos poliplexos preparados
em razoes mais baixas (N/P 10), sem que se tivessem verificado alteragcdes morfoldgicas
visiveis indicativas de toxicidade celular. Os resultados obtidos demonstram que o
polimero PEI, quando utilizado em elevadas razdes N/P, pode induzir elevados niveis de

transfecgao.

Figura 2.6- Eficiéncia de transfeccio mediada por poliplexos

Os poliplexos foram preparados numa solucdo de glucose a 5 %, ¢ apds 15 minutos foram
incubados com células HEK-293, previamente semeadas em placas de 48 pocos. A cada pogo
adicionou-se um volume de poliplexos equivalente a 2 pug de ADN, preparados nas razdes
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molares N/P de 10 (A) ou 38 (B). Apds 4 horas de incubag@o, o meio de cultura foi substituido
por meio novo, e apds 48 horas as células foram sujeitas a analise histoquimica para detecgdo da
expressao da B-galactosidase e, finalmente, observadas com objectiva de ampliagdo de 20x.

Apesar de se encontrar descrito que para razdes N/P de 4 ja se verifica
condensagdo completa do ADN'% os resultados sugerem que um excesso de PEI pode
ser util na promog¢do da transfec¢do mediada por este polimero. Este efeito podera ser
consequéncia do aumento da capacidade tampao, e consequentemente de uma maior
eficacia em promover a libertacdo dos poliplexos e/ou do ADN do endossoma para o
citoplasma, permitindo que um nimero maior de plasmideos atinja o nucleo.

Devido aos elevados niveis de transfeccdo, obtidos com os poliplexos
preparados na razdo N/P 38, estes foram seleccionados para iniciar os estudos de

associacdo do ADN aos lipossomas.

2.3.2.  Encapsulagdo de poliplexos compostos por PEI/ADN em

lipossomas
Ap0s caracterizagdo dos poliplexos preparados a partir de ADN plasmidico e PEI,
procedeu-se a associacao destes a lipossomas. Contudo, de modo a ser possivel avaliar a
eficacia deste processo, foi necessdrio desenvolver métodos que permitissem a
quantificagdo de ADN na presenca de PEI e de lipidos, para posteriormente proceder a

optimizacao dos processos de preparacao dos lipopoliplexos resultantes.

2.3.2.1. Métodos de quantificacio de ADN plasmidico em LPPX
A forte interaccdo entre o polimero PEI e a molécula de ADN constitui a
principal razdo pela qual este polimero € tdo eficiente no processo de condensag¢do do
material genético. Contudo, esta associacdo do PEI ao ADN dificulta a posterior
quantifica¢do do acido nucleico apos a preparagdo do poliplexo. De modo a que o ADN
ficasse disponivel para a sua quantificacdo, tentou-se promover a dissociacdo dos
poliplexos com detergentes, tais como o Ci2Eg ou o Triton X-100, sem que no entanto

tais estratégias se mostrassem eficientes.
i. Marcacdo do ADN com *°S dATP

A primeira aproximacao de sucesso na quantificacio de ADN complexado com

polimero, consistiu em marcar o ADN plasmidico com o nucleétido dATP contendo na
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sua composi¢io o radioisdtopo >°S. Os resultados ilustrados na Figura 2.7 demonstram
que ¢ possivel obter um aumento proporcional dos valores de emissao B (cpm ou
contagem por minuto) com concentracdes crescentes do ADN plasmidico, sendo
observado um coeficiente de determinacdo elevado (0,9984). Resultados adicionais
demonstraram também que a presenga de lipossomas marcados com Rh-PE ndo

interferem com esta leitura (resultados ndo apresentados).
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Figura 2.7- Curva de calibragiio com plasmideo marcado com **S

O ADN marcado com o radioisotopo S foi diluido em agua destilada de modo a obter
diferentes concentracdes de ADN, tendo-se adicionado de seguida liquido de cintilagdo a cada
amostra, procedendo a sua analise num contador de cintilagdes. A descricdo da variacdo da
emissdo (cpm) em fungdo da quantidade de ADN foi determinada por regressdo linear,
permitindo determinar as equag¢des da recta assim como o respectivo coeficiente de
determinagio (y = (4 775 000 + 68 000)x -201 + 18 700; r* = 0,9984).

Assim, através deste processo de quantificagdo foi possivel elaborar uma pré-
seleccdo das condigdes mais promissoras em termos de eficiéncia de recuperagao do
ADN plasmidico. Apds esta selec¢do inicial, houve necessidade de se estabelecer um
método alternativo para quantificagdo do acido nucleico, devido as limitacdes inerentes
a utilizagdo de radiosotopos em culturas celulares e em cobaias, no laboratorio de

trabalho.

ii. Marcacdo do ADN com Cy3
O método de marca¢ao do ADN plasmidico com Cy3 foi utilizado na construgao
de curvas padrio adequadas para quantificagdo de ADN livre. Contudo, existem varios
factores que podem condicionar o valor da intensidade de fluorescéncia do ADN

marcado com a sonda Cy3. Por exemplo, a sua complexagdo com o polimero PEI,
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resulta numa acentuada diminui¢ao dos valores de fluorescéncia do ADN, quando
comparado com os valores obtidos com ADN livre (ndo complexado) (Figura 2.8 A).
Deste modo, a sensibilidade do método ¢ drasticamente reduzida, o que se reflecte pela
diminui¢ao do declive da recta de calibragdo correspondente (de 82 182 para 15 523).
Adicionalmente, demonstrou-se que a presenga de lipossomas também influencia o
valor da fluorescéncia do ADN, mesmo na presenca de detergentes (normalmente
utilizados para promoverem a desestabilizacdo lipossdmica e assim diminuir fendmenos
de dispersao de luz (resultados ndo mostrados)).

Apesar das referidas interferéncias, foi possivel estabelecer uma regressao linear,
com um elevado coeficiente de determinagdao (0,998), entre a intensidade da
fluorescéncia e a quantidade de ADN, sendo que o ADN se encontra complexado com o
polimero PEI, e que a medicao foi efectuada na presenca de quantidades constantes de
lipido e de detergente C;;Eg. Estes resultados foram obtidos, quer com lipossomas
compostos por PI/EPC/DOPE/CHOL, quer com lipossomas sensiveis ao pH compostos
por DOPE/CHEMS, tendo-se testado uma janela de concentragdes de ADN entre 0,028
e 0,55 pg por umol de lipido total (Figura 2.8 B).
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Figura 2.8- Curvas padrao obtidas a partir de ADN plasmidico marcado com Cy3

O ADN plasmidico foi previamente marcado com Cy3 e misturado com ADN ndo marcado
(ADN) numa percentagem de 5 % em relagcdo ao ADN total. A intensidade de fluorescéncia
resultante de dilui¢des sucessivas dessa solugdo foi determinada utilizando um comprimento de
onda de excitagdo de 420 nm e um comprimento de onda de emissdo de 549, num fluorimetro
SPEX. Paralelamente, determinou-se a intensidade de fluorescéncia de solugdes contendo varias
quantidades de ADN apds complexacdo com PEI na razdo molar N/P de 10 (PEI/ADN) (A).
Adicionalmente, testou-se a influéncia de lipossomas compostos por DOPE/CHEMS ou por
PI/EPC/DOPE/CHOL nos valores de fluorescéncia emitida por ADN complexado com PEI,
tendo-se utilizado 0,9 pumol de lipido em 2 mL de solucdo de andlise (correspondente a uma
concentracao final de 0,45 mM) (B). A anélise por regressdo linear permitiu determinar as
equacdes das rectas assim como os respectivos coeficientes de determinagdo (ADN: y = 82
182x - 312,69; 1> = 0,9986), (PEI/ ADN: y = 15 523x + 32,937; r* = 0,9938), (DOPE/CHEMS: y
=15988x + 151,3; r* = 0,9984) e (PI/EPC/DOPE/CHOL: y = 1 6073x — 20; r* = 0,9983).

No entanto, verificou-se que a sensibilidade do método ¢ baixa, de tal modo que
alguns dos resultados obtidos relativos as eficiéncias de encapsulagdo sao
frequentemente irreproduziveis, o que de resto ¢ concordante com o facto de a
determinagdo do valor do sinal minimo detectavel para um intervalo de certeza superior
a 89 % (4470) ser superior a alguns dos valores de trabalho, ou seja, para o referido
intervalo alguns valores encontram-se abaixo do limite de detecgao.

Por este motivo, teve de se considerar um método alternativo de quantificacao

do ADN.

iii. Brometo de etidio
Como alternativa aos métodos anteriormente referidos, testou-se uma
metodologia resultante da conjugacao de 2 procedimentos. Assim, procedeu-se primeiro
a descondensacdo do ADN através da utilizacdo de um reagente anidnico, o qual
apresenta uma afinidade superior para o PEI do que o ADN, deixando o acido nucleico
disponivel, para numa segunda fase ser quantificado pelo reagente brometo de etidio.

Nesse sentido, comegou-se por determinar a concentragdo minima do reagente anidénico
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PMAA (acido poli (metacrilico)) necessaria para permitir o acesso completo do BrEt ao
ADN. Os resultados demonstram que a utilizacio de PMAA na concentracao de 125
uM foi suficiente para expor completamente o ADN utilizado na concentracdo de 2

ug/mL, previamente complexado com PEI, na razao molar N/P 38 (Figura 2.9).
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Figura 2.9- Concentracdo minima de PMAA necessaria para expor ao brometo de etidio o
ADN complexado com PEI

Os poliplexos de PEI/ADN, preparados na razio molar N/P de 38, foram incubados com
concentracdes crescentes de PMAA, e subsequentemente analisados por fluorimetria apds
incubagdo com o BrEt, sendo que a intensidade de fluorescéncia resultante foi determinada
utilizando um comprimento de onda de excitacdo de 518 nm (s/i¢ 1) e um comprimento de onda
de emissdao de 605 nm (s/it 2). Os valores de fluorescéncia resultantes foram normalizados para
o valor de fluorescéncia correspondendo ao ADN livre incubado com BrEt.

Os valores de fluorescéncia obtidos permitem obter rectas de calibragdo cujo
declive (28799) ¢ superior a das rectas obtidas por marcagao com Cy3 (15523), um
indicador da sensibilidade do método. E de realgar que este novo procedimento
apresenta ainda a vantagem de ser mais econdmico.

Apesar dos lipossomas e detergentes utilizados interferirem com a fluorescéncia
do ADN marcado com BrEt, ¢ possivel obter curvas padrao com quantidades crescentes
de PEI/ADN, mantendo constantes a quantidade de lipido total (0,1 mM) quer com
lipossomas compostos por DOPE/CHEMS quer com lipossomas compostos por
PI/EPC/DOPE/CHOL (Figura 2.10). A janela de concentracdo de ADN testada nestas
curvas de calibragdo variou entre 0,5 pg de ADN por umol de lipido total e 5 pg de
ADN por pmol de lipido total.

104



CAPITULO 2

8.00E-04 - s PEI/ADN

o PI/EPC/DOPE/CHOL
6,00E+04 - e DOPE/CHEMS
4,00E+04 -

Intensidade de
fluorescéncia

2,00E+04 -

0,00E+00

0 02 04 06 0,8 1
ADN (ng)

Figura 2.10- Curvas padrao de ADN plasmidico obtidas por quantificacido pelo reagente
brometo de etidio

O ADN complexado com PEI na razdo molar de 10 foi incubado com PMAA durante 1 hora,
apos o que se procedeu a adi¢do de BrEt. A intensidade de fluorescéncia resultante das
diferentes concentragdes de ADN em analise foi determinada utilizando um comprimento de
onda de excitacdo de 518 nm (s/it 1) e um comprimento de onda de emissdo de 605 nm (slit 2).
Paralelamente, analisou-se a fluorescéncia resultante da adi¢do de quantidades constantes de
lipossomas (0,2 pumol de lipido total num volume de 2 mL), tendo-se testado lipossomas
compostos por PI/EPC/DOPE/CHOL e por DOPE/CHEMS. A analise por regressdo linear
permitiu determinar as equacgdes das rectas assim como o respectivos coeficientes de
determinagio (PEI/ADN: y = 32295x + 667,8; r* = 0,9959), (PI/EPC/DOPE/CHOL: y = 28799x
- 0,832; 1 = 0,9984) ¢ (DOPE/CHEMS: y = 23886x + 328,68; * = 0,9919).

Para formulagdes apresentando baixa eficiéncia de encapsulacdo, os resultados
relativos a quantificagdo de ADN com o referido procedimento apresentam baixa
fiabilidade uma vez que o sinal minimo detectavel para um intervalo de certeza superior

a 89 % (50200) ¢ por vezes superior aos valores de trabalho.

iv. Reagente PicoGreen
A utilizagao do reagente PicoGreen foi efectuada de um modo semelhante a do
reagente brometo de etidio.
A intensidade da fluorescéncia do ADN livre incubado com PicoGreen (Figura
2.11) ¢ superior ao valor observado apds marcacdo com Cy3 (Figura 2.8), indicando

uma maior sensibilidade deste método no processo de quantificacao.
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Figura 2.11- Curvas padriao de ADN plasmidico obtidas por quantificacio com o reagente
PicoGreen

O ADN complexado com PEI numa razio molar de 38 foi incubado com PMAA, apds o que se
adicionou o reagente PicoGreen. A intensidade de fluorescéncia resultante das diferentes
concentracdes de ADN em andlise foi determinada, tendo-se analisado paralelamente a
fluorescéncia resultante da adicdo de quantidades constantes de lipossomas compostos por
PI/EPC/DOPE/CHOL (0,2 umol de lipido total num volume de 2 mL), utilizando-se para tal
um comprimento de onda de excitacdo de 480 nm e um comprimento de onda de
emissao de 520 nm. A analise por regressdo linear permitiu determinar as equagdes das rectas,
assim como os respectivos coeficientes de determinagio (ADN: y = 10°% - 556; r* = 0,9936),
(PI/EPC/DOPE/CHOL: y = 2 x 10°x + 4789; r* = 0,9999) ¢ (PEI/ADN: y =2 x 10° - 4301; r* =
0,9938).

No que respeita aos factores interferentes nos valores de fluorescéncia, nem os
lipossomas, nem o PMAA emitem fluorescéncia, mesmo na presenga de PicoGreen.
Contudo, quando o ADN ¢ adicionado a mistura referida, todos os compostos indicados
interferem com os valores de fluorescéncia (resultados nao mostrados).

Apesar destas interferéncias, ¢ possivel obter curvas padrdo com ADN
complexado com PEI, na presenca de PMAA, com um bom coeficiente de determinagao
(> 0,99), na presenca ou auséncia de lipossomas. Contudo, os declives das diferentes
curvas de calibragdo (obtidas com ADN livre, com ADN complexado com PEI, ou com
poliplexos na presenca de lipossomas) diferem entre si, o que implica que no processo
de quantificagdo do ADN associado aos lipossomas se tenham de construir curvas
padrdo na presenca de poliplexos, de lipossomas e do detergente C,Eg (Figura 2.11), a
semelhanga do que se efectuou nas metodologias anteriores.

A adaptacgao do ensaio com o reagente PicoGreen demonstrou ser o melhor dos
métodos analisados, apresentando a sensibilidade mais elevada, tal como demonstrado
pelos declives das diferentes curvas de calibragdo. Assim, as curvas de calibracio

obtidas com ADN complexado com PEI, na presenga de lipossomas, apresentam um
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declive 62 vezes superior aos declives obtidos com o procedimento do BrEt. Para além
disso, a utilizagdo do reagente PicoGreen ¢ compativel com a utilizacdo da Rh-PE
inserida na bicamada lipidica dos lipossomas, uma vez que os seus espectros de
absor¢do e emissao ndo se sobrepdem. O sinal minimo detectdvel para um intervalo de
certeza superior a 89 % ¢ de aproximadamente 4400 unidades de fluorescéncia, valor
muito inferior as leituras obtidas. A janela de concentracdo de ADN testada nestas
curvas de calibracao variou entre 0,25 pg de ADN por umol de lipido total e 5 ug de
ADN por umol de lipido total.

2.3.2.2. Purificacio de lipopoliplexos em coluna de Sefarose CL-4B

O método da cromatografia de exclusdo molecular foi utilizado neste contexto
para remocao dos poliplexos ndo associados aos LPPX. A Figura 2.12 demonstra que a
eluicdo de lipopoliplexos (contendo ADN marcado radioactivamente e lipossomas
marcados com Rh-PE) em colunas de Sefarose CL-4B permitiu observar 2 picos de
radioactividade. O primeiro pico surge nas fraccdes 8 e 9, onde os lipossomas sdo
eluidos, e o outro pico surge nas fraccdes 16, 17 ¢ 18. Estes resultados sugerem que os
poliplexos nao associados a lipossomas sao eluidos principalmente nas fracgdes 16, 17 €
18, e que a radioactividade observada nas fracgdes 8 e 9 corresponde a poliplexos
fisicamente associados aos lipossomas.

Para reforcar esta ideia, analisou-se o padrdo de elui¢do de poliplexos na
auséncia de lipossomas, tendo os resultados demonstrado que estes sdo eluidos a partir
da fraccao 14, significando como tal que o pico observado nas fraccdes 8 € 9 no caso de
eluicdo dos LPPX corresponde de facto a ADN que se encontra associado a lipossomas

(Figura 2.12).
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Figura 2.12- Purificacdo de LPPX- remocao de poliplexos nio associados

Os LPPX foram preparados utilizando lipidos na concentracdo de 18,5 mM e ADN na
concentragdo de 100 pg/mL, complexado com PEI na razdo N/P de 10 (LPPX (PEI/ADN R10))
tendo os lipossomas sido marcados com Rh-PE ¢ 0 ADN com *>SAATP. Os LPPX foram depois
eluidos em colunas de Sefarose CL-4B, e as frac¢des de 0,5 mL foram analisadas num contador
de cintilages. Paralelamente, procedeu-se a eluigdo e analise das fracgdes de poliplexos de
PEI/ADN preparados na razdo N/P de 10 (PEI/ADN R10).

2.3.2.3. Métodos de preparacio dos lipopoliplexos: Factores que
influenciam a eficiéncia de recuperacio do ADN

Numa fase inicial, a identifica¢do dos factores que podem influenciar a
associacdo do ADN aos lipossomas foi efectuada por marcagdo radioactiva do acido
nucleico.

Um dos parametros testados foi a composi¢do lipidica. Assim, uma das
composic¢des inclui maioritariamente lipidos neutros, enquanto que a outra contém
fosfatidilinositol, um lipido aniénico ao pH de trabalho (7,4). Os resultados ilustrados
na Figura 2.13 demonstram que, para todas as condigdes analisadas, as formulagdes
contendo PI apresentam eficiéncias de recuperagdo do ADN mais elevadas do que as
correspondentes formulagdes sem este lipido, o que provavelmente se deve a interac¢ao
favorecida entre a carga negativa dos lipossomas ¢ a carga positiva dos poliplexos. Para
cada uma das composicdes referidas, testaram-se duas concentracdes lipidicas (28 e
18,5 mM) e os quatro métodos de encapsulagdo distintos ja referidos, que incluem (A) a
evaporagdo de fase reversa (REV); (B) o congelamento/descongelamento dos
lipossomas apos hidratagdo directa do filme lipidico com a suspensdo contendo os
poliplexos (FT); (C) a combinacdo da evaporacdo de fase reversa seguida de
congelamento/descongelamento dos lipossomas (REV-FT) e (D) a hidratacao directa do
filme lipidico com a suspensdo contendo os poliplexos (hidratacdo). No caso especifico

dos lipopoliplexos contendo PI (-), os métodos REV (A), FT (B) e REV-FT (C)
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resultaram em eficiéncias de recuperacao do ADN semelhantes para a concentragao de
lipido de 28 mM. A diminui¢cdo da concentracdo lipidica para 18,5 mM levou a uma
diminui¢do da recuperagdo do ADN aquando da aplicacdo do método FT (B), mas levou

a um aumento acentuado da recuperacao deste no caso do método REV-FT (C).
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Figura 2.13- Recuperacio do ADN em funcdo do método de preparacdo dos LPPX, da
concentracao e composicao lipidica

Os LPPX foram preparados utilizando uma concentragdo de ADN de 100 pg/mL complexado
com PEI numa razao N/P de 38, e duas concentracdes iniciais de lipido (18,5 mM e 28 mM).
Para cada concentrag@o, testou-se a recuperagdo do ADN, quer em lipossomas compostos por
PI/EPC/DOPE/CHOL (-) quer em lipossomas compostos por EPC/DOPE/CHOL (0). Foram
testados quatro métodos de preparagao de LPPX: método de evaporacdo de fase reversa (REV);
hidratacdo do filme lipidico seguida de congelamento/descongelamento (FT); método de
evaporacao de fase reversa seguida de congelamento/descongelamento (REV-FT) e hidratacao
do filme lipidico (hidrata¢ao). A eficiéncia da recuperacdo do ADN (%) foi determinada com
base na percentagem dos valores de contagens por minuto (cpm) quantificados em amostras
recolhidas apds eluicdo em coluna de Sefarose (ou seja, apos eliminacdo de poliplexos ndo
associados), relativamente aos valores de cpm obtidos para amostras correspondentes mas
adquiridas imediatamente apds a hidratagdo do filme lipidico. O simbolo (-) refere-se a
lipossomas compostos por lipidos neutros e negativos e (0) refere-se a lipossomas compostos e
por lipidos neutros. ND diz respeito a valores nao determinados.

No que respeita a lipossomas neutros (0), a eficiéncia de recuperagdo mais
elevada, foi obtida com o método REV aquando da utilizacdo da concentragdo de 28
mM. Diminuindo a concentragdo de lipido para 18,5 mM a recuperacdo de ADN mais

eficiente foi conseguida com o método REV-FT.
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O método da hidratagdo demonstrou ser uma opg¢ao a nao considerar, uma vez
que conduziu a eficiéncia de recuperacdo do ADN mais baixa, tanto para lipossomas
neutros, como para lipossomas contendo PI.

No seu conjunto, estes resultados permitiram seleccionar a condigcdo de
preparagao respeitante a concentracdo de lipido de 18,5 mM, como sendo a mais
favoravel a recuperacdo do ADN, quando utilizada com o método da evaporagdo
reversa seguido de congelamento/descongelamento (C), tanto para lipossomas neutros
(0) como para lipossomas contendo o lipido de carga negativa, PI (-).

Tal como referido anteriormente, foi necessario encontrar métodos alternativos
de quantificacdo de ADN, sem que se recorresse a radioactividade, permitindo desse
modo efectuar quantificacdes da variacdo da concentracdo de ADN e de lipido na
mesma amostra. Deste modo, € possivel a determinacdo da eficiéncia de recuperagao do
ADN (% Rapn) corrigida para a variacdo da concentragdo do lipido (% Ry) e assim
calcular a eficiéncia de associacdo do ADN aos lipossomas (EA). Assim, apos
determinar a concentracdo de lipido mais favoravel (18,5 mM), assim como o método
de preparagdo mais adequado (método C), testou-se, no caso da formula¢ao contendo o
lipido PI, a influéncia da variagdo da razdo N/P dos poliplexos, na eficiéncia de
associacao do ADN a lipossomas. Os resultados ilustrados na Figura 2.14 demonstram
que quando os lipopoliplexos sdo preparados nas razdes N/P de 38 e de 20, a eficiéncia
de associacdo nao sofre grandes alteragdes, sendo a média aproximadamente de 85 e 95

%, respectivamente.
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Figura 2.14- Eficiéncia de associacio de ADN a lipossomas em func¢do da razio N/P

A eficiéncia de associagdo foi determinada com base nos valores de recuperagdo do ADN pelo
método do brometo de etidio, e com base nos valores de recuperacao de lipido por recurso ao kit
Infinity. Os LPPX foram preparados pelo método REV/FT, utilizando uma concentragao inicial

110



CAPITULO 2

de lipido de 18,5 mM e uma concentracdo de ADN de 100 pg/mL, complexado com PEI nas
razdes molares N/P de 20 (R20) e 38 (R38).

2.3.2.4. Efeito do método REV/FT na integridade e na actividade do
ADN

i. Efeito do éter

De modo a avaliar os efeitos do método de evaporacdo de fase reversa na
integridade do ADN, incubou-se uma solucao contendo ADN na concentragao de 100
ug/mL com éter dietilico, com o objectivo de simular as condi¢des aplicadas na
preparagao de lipopoliplexos. O ADN foi de seguida analisado por electroforese em gel
de agarose e o perfil resultante (ED) comparado com o obtido para o0 mesmo plasmideo
em condigoes controlo (Ctr) (auséncia de éter). Os resultados revelam a existéncia de 2
bandas, correspondentes a plasmideo enrolado e plasmideo super-enrolado. As bandas
obtidas na condicdo controlo e na condi¢cdo resultante da incuba¢do com éter sdo
idénticas, indicando a auséncia de danos (cisdo) provocados pelo éter no plasmideo

(Figura 2.15).
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Figura 2.15- Efeito do éter dietilico na integridade do plasmideo

Preparou-se uma solugdo de ADN na concentragdo de 100 pg/mL em solugdo de glicose a 5 %,
tendo-se incubado um volume de 0,6 mL com éter dietilico (0,4 mL). A solugdo resultante foi
posteriormente evaporada num evaporador rotativo utilizando um banho de agua a 40 °C,
durante 120 minutos. Apds esse periodo, misturou-se 0 ADN com loading buffer e procedeu-se
a sua analise por electroforese em gel de agarose, tendo-se procedido em paralelo a analise de
uma quantidade igual de plasmideo controlo (plasmideo ndo sujeito a estas condigdes
experimentais), tal como descrito na sec¢do de “Materiais e métodos”.

Para demonstrar inequivocamente a integridade e funcionalidade do ADN apos

contacto com o éter, este foi utilizado posteriormente na transfeccao de células HEK-
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293 apo6s complexagdo com lipossomas catidnicos, na presenga (complexos ternarios)
ou auséncia (lipoplexos) de transferrina. A eficiéncia de transfeccdo foi comparada com
a obtida com ADN sem contacto prévio com o éter. A eficiéncia de transfec¢do ¢é
idéntica nas duas condi¢des, indicando que o éter ndo altera a capacidade de expressao
do plasmideo (Figura 2.16), conforme indicado pela anélise estatistica, em que o valor
de p indica uma probabilidade de 42 % dos valores serem idénticos. No entanto, importa
realcar que a incubag¢do de poliplexos (PEI/ADN) pré-formados com éter dietilico,
previamente a sua adicdo as células, resulta numa diminuicdo da eficiéncia de
transfecgdo (resultados nao mostrados). Como os resultados anteriormente apresentados
indicam que o ADN ndo ¢ destruido, pode acontecer que, na presenca de éter, o
polimero promova a adesdo do ADN as paredes dos tubos de vidro, o que dificulta a sua

recuperacdo, e induzindo consequentemente uma diminui¢ao da sua concentragao.
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Figura 2.16- Efeito do éter dietilico na actividade do plasmideo

O ADN, utilizado numa concentragdo de 100 ng/mL em solugéo de glicose a 5 %, foi incubado
com éter dietilico e sujeito a evaporador rotativo, utilizando um banho de agua a 40 °C, durante
120 minutos. Apds esse periodo, o ADN foi complexado com PEI numa razio molar N/P de 38
e de seguida incubado com células HEK-293 (1 pg ADN/poco), previamente semeadas em
placas de 48 pocos. Apds 4 horas de incubagdo, o meio foi substituido por meio novo e depois
de 48 horas as células foram lavadas e lisadas para posterior analise para determina¢do da
quantidade de (-galactosidase e da proteina celular. A analise estatistica, efectuada por um teste
t para dados ndo emparelhados, originou um valor de p de 0,4236 ap6s comparacao dos valores
correspondentes as condi¢des éter dietilico e controlo (complexos ternarios).

ii. Efeito do congelamento/descongelamento
Surpreendentemente, o processo de FT induziu um aumento acentuado da
eficiéncia de transfeccao mediada pelos poliplexos. Tem sido descrito que este processo
pode resultar no aumento do tamanho dos complexos, na auséncia de excipientes

crioprotectores, e que este efeito pode ser acompanhado da diminui¢do da eficiéncia de
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transfeccdo®. Contudo, a presenca de substdncias crioprotectoras, tais como
determinados acucares, inibe a agregacdo dos poliplexos durante o processo de
congelamento/descongelamento, dai resultando a manutengdo dos niveis de
transfecgdo™.

Os resultados obtidos mostram, ao contrario do esperado, que o processo de
congelamento/descongelamento, apesar de efectuado na presenca de glicose a 5 %
induziu alteracdes nas particulas, originando poliplexos com eficiéncias de transfec¢do
mais elevadas (Figura 2.17). De qualquer modo, importa realcar que este processo nao
afecta negativamente a capacidade de transfec¢do mediada pelos poliplexos,

viabilizando a aplicacdo da técnica de congelamento/descongelamento no processo de

preparagdo dos LPPX.
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Figura 2.17- Efeito do método de congelamento/descongelamento na actividade de
transfec¢do do plasmideo

O ADN, utilizado na concentragdo de 100 ug/mL e complexado com PEI numa razao molar N/P
de 38, em solucdo de glicose a 5 %, foi sujeito a 7 ciclos de congelamento/descongelamento
(FT), sendo subsequentemente incubado com células HEK-293 (1 pg ADN/po¢o), previamente
semeadas em placas de 48 pocos. Como controlo desta condi¢do utilizaram-se poliplexos
preparados nas mesmas condicdes, mas que ndo foram sujeitos a ciclos de
congelamento/descongelamento (Inicial). O controlo positivo da transfeccdo consistiu em
complexos ternarios compostos por DOTAP/CHOL, ADN e transferrina (Controlo). Apos 4
horas de incubagdo, o meio foi substituido por meio novo e depois de 48 horas as células foram
lavadas e lisadas para determinagdo da quantidade de P-galactosidase e de proteina celular. A
analise estatistica, efectuada por um teste t para dados ndo emparelhados, originou um valor de
p de 0,0259 apds comparagdo dos valores correspondentes as condi¢des (Inicial) e (FT). Dado
as variancias dos grupos analisados ndo poderem ser consideradas idénticas para um valor de p
< 0,05, o teste t foi aplicado com a correc¢ao de Welch’s.

113



CAPITULO 2

2.3.3.  Acoplamento da transferrina

Apbs determinacdo das condi¢des mais favoraveis a associacdo de ADN a
lipossomas, prosseguiu-se com a optimizagao das condigdes experimentais relacionadas
com o acoplamento do ligando transferrina aos lipopoliplexos. Para efectuar este passo,
utilizou-se como espacador o polimero PEG, tendo sido testados dois procedimentos
diferentes. Numa primeira abordagem utilizou-se PEG monofuncional, caracterizado
pela presenca de um grupo maleimida reactivo numa das extremidades, tal como
descrito na seccao “Materiais ¢ métodos”, subsec¢ao 2.2.11.1. Esta molécula encontra-
se conjugada a um lipido, o que permite a sua inclusdo nos LPPX aquando da formagao
do filme lipidico. Alternativamente, utilizou-se uma molécula de PEG heterofuncional,
a qual ¢ incluida nos LPPX por intermédio de uma reac¢do covalente entre o seu grupo
reactivo NHS (N-hidroxisuccinimida) e as aminas primdrias do lipido DOPE incluido
na membrana lipidica, deixando disponivel na outra extremidade um grupo maleimida
reactivo. A utilizagdo desta estratégia implica a purificagdo dos LPPX para remogao das
moléculas de PEG nao acoplado, tal como descrito na seccao “Materiais ¢ métodos”,
subseccoes 2.2.11.2 e 2.2.11.3. Os passos subsequentes sdo comuns a ambos o0s
procedimentos, e implicam a tiolacdo (activag@o) da transferrina, tornando-a apta para

reagir com o grupo maleimida existente na extremidade livre da molécula de PEG.

2.3.3.1. Eficiéncia da activaciao da transferrina

A activacdo da transferrina foi efectuada com o composto 2-iminotiolano. Este
processo de activagdo consiste na adicdo de grupos tiol a transferrina, os quais sdo
responsaveis, no passo subsequente, pela reacgdo com o grupo maleimida associado a
molécula de PEG. De modo a determinar as condigdes que permitem a adi¢do de uma
quantidade adequada de grupos tiol a transferrina, testou-se a incubagao desta proteina
com o agente de activagdo em trés razdes molares. Os resultados apresentados na Figura
2.18 demonstram que, utilizando a razdo molar de 5, se obtém, em média, 2,4 grupos
tiol por molécula de transferrina. Razdes molares mais elevadas deram origem a um
maior nimero de grupos tiol. Contudo, e apesar de tais resultados poderem aumentar a
eficiéncia de acoplamento transferrina/PEG, também aumentam a probabilidade da
mesma molécula de transferrina interagir com multiplos grupos maleimida, podendo
conduzir a alteragdes na sua conformagdo e assim comprometerem a interac¢ado com o

respectivo receptor.
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Figura 2.18- Efeito da razdo 2-iminotiolano/transferrina na sua eficiéncia da activacio

A transferrina foi incubada com 2-iminotiolano em razdes crescentes, apos o0 que este composto
foi removido através de uma coluna de Sefadex G25. A quantidade de grupos tiol adicionados a
transferrina foi detectada com o reagente DTNB, recorrendo a uma curva de calibragdo obtida
com diferentes concentracdes do padrao GSH. As leituras foram efectuadas num
espectrofotometro utilizando um comprimento de onda de 402 nm.

2.3.3.2. Avaliacdo dos parametros de formulacio na eficiéncia de
acoplamento da transferrina

Tal como ilustrado na Figura 2.19 A, a percentagem de DSPE-PEG-Mal

utilizada na preparagdo dos LPPX segundo o procedimento descrito na secgdo

“Materiais e métodos”, subsec¢do 2.2.11.1, influencia a eficiéncia de acoplamento da

transferrina. Assim, e tal como esperado, o aumento da quantidade de PEG reactivo

incorporado nos LPPX conduz a um aumento da quantidade de transferrina acoplada a

superficie dos transportadores.
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Figura 2.19- Influéncia da percentagem de PEG reactivo e da razio N/P na eficiéncia de
acoplamento da transferrina

Os LPPX foram preparados a partir de filmes lipidicos compostos por PI/EPC/DOPE/CHOL e
contendo diferentes percentagens de PEG reactivo (DSPE-PEG-Mal). Os poliplexos a associar
aos lipossomas foram preparados nas razdes N/P de 20 (R20) e 38 (R38), utilizando como ponto
de partida uma solu¢do de ADN com uma concentragdo de 100 pg/mL (A). Paralelamente,
determinou-se a eficiéncia de acoplamento da transferrina em LPPX preparados com uma
quantidade constante de PEG (3 %), e diferentes razdes de N/P, tendo-se testado a razdo 10
(R10), a razdo 20 (R20) e a razdo 38 (R38) (B). A eficiéncia de acoplamento foi determinada,
tal como descrito na sec¢do de “Material e métodos™.

A eficiéncia de acoplamento da transferrina ¢ altamente dependente da
quantidade inicial de PEI utilizada na complexacdo do ADN (Figura 2.19 B). Quanto
maior a razdo N/P utilizada, menor ¢ a eficiéncia de acoplamento da transferrina
(expressa como mol de proteina acoplada por mole de lipido). Para uma razao N/P de 10
a eficiéncia de acoplamento ¢ de 10 nmol de transferrina por umol de colesterol,
diminuindo para 5 e 2 nmol de transferrina por umol de colesterol quando os poliplexos
sdo preparados nas razdes N/P de 20 e 38, respectivamente (Figura 2.19 B). Considera-

se que um de dois factores poderdo justificar estes resultados: (i) um excesso de PEI
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pode contribuir para que uma maior quantidade de moléculas de PEG reactivo fiquem
retidas no interior dos lipossomas, estando assim indisponiveis para a reaccdo de
acoplamento com a transferrina e/ou (ii) que para razdes N/P elevadas possam existir
moléculas de PEI a superficie dos LPPX, susceptiveis de interagir com os grupos Mal
presentes na extremidade distal das moléculas de PEG, condicionado a sua

disponibilidade para o acoplamento com a transferrina activada.

2.3.3.3.  Substituicao da molécula de DSPE-PEG-Mal por NHS-PEG-
Mal

ApOs constatar que a razao N/P utilizada na preparagao dos poliplexos influencia
a eficiéncia de acoplamento da transferrina as moléculas de DSPE-PEG-Mal
previamente incorporadas na superficie dos lipossomas, optou-se pela incorporacao da
molécula de PEG reactivo numa etapa posterior a preparagdo dos lipopoliplexos. Para
tal, foi necessario substituir a molécula de PEG monofuncional DSPE-PEG-Mal, pela
molécula de PEG heterofuncional NHS-PEG-Mal. Uma vez que esta molécula de PEG
pode ser incorporada nos LPPX apods remocdo de poliplexos ndo encapsulados,
considerou-se que este procedimento poderia minimizar a influéncia da polietilenimina
na eficiéncia de acoplamento da transferrina. Por outro lado, este procedimento permite
diminuir a quantidade de PEG no compartimento aquoso dos lipossomas, tendo como
consequéncias um aumento de espaco que pode ser ocupado pelo ADN, dai podendo
resultar um aumento da eficiéncia de associacdo desta molécula aos lipossomas.

A molécula de PEG heterofuncional apresenta numa das extremidades um grupo
NHS, o qual reage com aminas primarias do lipido DOPE presente nos LPPX, e na
outra extremidade o grupo Mal, o qual reage subsequentemente com os grupos tiol da
transferrina activada.

A utilizagdo deste tipo de molécula de PEG exige, no entanto, um passo
adicional o qual consiste na remog¢do das moléculas de PEG que ndo reagiram com os
LPPX. Para tal, recorreu-se novamente ao método da cromatografia de exclusdo
molecular, tendo sido utilizada para esse fim colunas contendo Sefarose CL-4B. Os
resultados apresentados na Figura 2.20 demonstram que este método ¢ eficiente na
remocao do polimero, uma vez que este ¢ eluido em frac¢des posteriores as fracgdes de

eluicdo dos LPPX.

117



CAPITULO 2

CJLPPX
@ NHS-PEG-Mal

100+

(9,1
[«
1

Percentagem do valor total

NI

1234567 8 91011121314151617181920
Fracgdes

Figura 2.20- Comparacio dos perfis de eluicio de LPPX e PEG heterofuncional (NHS-
PEG-Mal)

Os LPPX foram preparados utilizando uma concentragdo de ADN de 100 pg/mL complexado
com PEI numa razdo N/P de 38, e a concentracdo de lipido de 18,5 mM contendo Rh-PE na
percentagem de 1 %. De seguida, estes foram eluidos em frac¢des de 0,5 mL, e o seu perfil de
eluicdo foi avaliado por medi¢do da fluorescéncia, € comparado com o perfil de eluicdo de uma
solugdo de NHS-PEG-Mal, utilizada numa concentra¢do de 3,5 mg/mL, tendo a sua deteccdo
sido efectuada por medi¢do da absorvancia a 240 nm.

i. Disponibilidade dos grupos Mal a superficie dos lipossomas

Com o objectivo de determinar se este novo procedimento seréd eficiente no que
respeita a disponibilidade dos grupos maleimida activos na superficie de LPPX,
procedeu-se a detecgdo destes grupos, por incubagdo de LPPX (previamente conjugados
com NHS-PEG-Mal) com quantidades crescentes de GSH. Os grupos SH foram
quantificados e os resultados comparados com os valores obtidos apds incubagdo das
mesmas concentragdes de GSH com quantidades constantes de LPPX nao conjugados
com a molécula de PEG heterofuncional. A diminui¢do da intensidade da absorvancia
para cada concentragdo de GSH reflecte a extensdo da reaccdo dos grupos tiol com os
grupos maleimida, e consequentemente d4 uma indicagdo quantitativa da
disponibilidade dos grupos maleimida a superficie dos LPPX-PEG-Mal. Os resultados
obtidos (Figura 2.21) indicam que aumentando a quantidade de GSH incubada com os
LPPX, aumenta a quantidade de GSH que reage com o grupo maleimida, sugerindo que
a reaccdo referida estd dependente de uma constante de equilibrio, e como tal ndo ¢
possivel, com base nesta aproximac¢do, determinar directamente a quantidade de PEG
acoplado a superficie dos lipossomas. Ainda que ndo tenha sido possivel quantificar a
eficiéncia da acoplamento da molécula de PEG aos lipossomas, os resultados obtidos

demonstram a presenca e a disponibilidade de grupos maleimida a superficie dos
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lipossomas, o que comprova inequivocamente que a conjugacao da molécula de PEG

aos lipossomas foi bem sucedida.

wn

3

s 7 I
3

5

n 51 —
2 o

8 — 3_

=

= 7 2

- i

o)

: [ [ ]

) 6,0

28 60 120 240 480 960 1280
Concentragdo inicial de GSH (x 10" M)

Figura 2.21- Deteccio de grupos Mal a superficie de LPPX-PEG-Mal

Os LPPX foram preparados utilizando uma concentragdo de ADN de 100 ug/mL complexado
com PEI na razdo N/P de 38, ¢ a concentracdo de lipido de 18,5 mM. Apds purificacdo, os
LPPX foram incubados com NHS-PEG-Mal durante 2 horas, a temperatura ambiente, e
seguidamente purificados através da remog¢ao das moléculas de PEG ndo acopladas. Os LPPX-
PEG-Mal resultantes foram incubados com quantidades crescentes de GSH durante 30 minutos,
apos o que se procedeu a quantificacdo dos grupos GSH remanescentes, tal como descrito na
seccdo de “Material e métodos”. A diferenga de concentragdes obtida comparativamente as
solugdes controlo (solugdes de LPPX ndo conjugado a NHS-PEG-Mal) permite avaliar a
disponibilidade de grupos maleimida a superficie dos LPPX-PEG-Mal para a reac¢do de
acoplamento com a transferrina, designada no grafico por “Grupos Mal reactivos detectados”.

2.3.4.  Estudos de associacao celular

De modo a testar a eficiéncia do novo procedimento de acoplamento da
transferrina, procedeu-se a andlise da associagdo celular de lipossomas vazios
conjugados com o referido ligando. Para tal, as células foram analisadas por
microscopia (por forma a permitir a visualizacdo do processo de interac¢ao lipossoma-
célula) e por citometria de fluxo (no sentido de quantificar a extensdo do processo de
associacdo celular).

Estes estudos foram efectuados em células HEK-293, nas quais foi possivel
detectar receptores da transferrina em aproximadamente 100 % das células analisadas
(resultados nao apresentados), a semelhanga do que ocorre em células tumorais.

Os resultados de microscopia demonstram que ¢ possivel observar diferencgas na
intensidade da fluorescéncia de células incubadas com lipossomas “vazios”,

direccionados ou ndo direccionados, cuja preparacao se encontra descrita na seccdo de
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“Materiais ¢ métodos”, subsecc¢ao 2.2.12. Deste modo, tanto os lipossomas sem PEG,
como os lipossomas conjugados ao PEG mas sem transferrina, interagem fracamente
com as células. Contudo, quando a transferrina ¢ acoplada aos lipossomas, a sua
capacidade de interac¢do com as células aumenta consideravelmente, verificando-se que
a partir de uma determinada quantidade de ligando acoplado, os niveis de associacao se
mantém, indicando a quantidade maxima de transferrina que deve ser utilizada neste
procedimento (resultados ndo mostrados).

Importa referir que a nova molécula de PEG conduziu a uma diminui¢do da
quantidade de transferrina acoplada quando comparada com os niveis obtidos com a
molécula de PEG monofuncional. Ainda assim, a eficiéncia de acoplamento da
transferrina aos lipossomas foi de 1,9 £ 0,7 nmol de Tf por umol colesterol, em
lipossomas preparados com 5 mg NHS-PEG-Mal. Embora de um modo geral estes
valores sejam inferiores aos apresentados na Figura 2.19, relativa a utilizagdo de
moléculas de PEG monofuncional, foi possivel observar um perfil de associagdo as
células claramente dependente da presenga de transferrina acoplada aos lipossomas.

Os resultados de citometria de fluxo resultantes da incubagdo de lipossomas
“vazios” marcados com Fluor-PE, com células HEK-293 demonstram que uma
concentragdo de lipido total de 80 uM ¢ insuficiente para que ocorra uma associagao
minima as células. Um aumento da quantidade de lipido para 160 uM permite observar

cerca de 12 % de células marcadas fluorescentemente (Figura 2.22).
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Figura 2.22- Associacio celular mediada por lipossomas direccionados

Os lipossomas foram incubados com células HEK-293 na concentragdo de 80 e 160 uM,
durante 4 horas. Apos esse periodo, as células previamente semeadas em placas de 24 pogos,
foram lavadas com PBS e destacadas com tripsina, apds o que se procedeu a sua diluigdo com
solucdo de PBS contendo FBS a 20 %. De seguida, foram lavadas, ressuspensas em PBS e
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analisadas por citometria de fluxo. A condi¢do controlo corresponde a células que ndo foram
incubadas com lipossomas, a condicdo LP-PEG corresponde a células incubadas com
lipossomas contendo PEG, mas sem o ligando transferrina, ao passo que a condi¢do LP-Tf
corresponde a lipossomas conjugados com PEG e com o ligando transferrina. Nestas duas
ultimas condigdes, testou-se adicionalmente a presenca de transferrina livre (20 pg/mL) (+ Tf
livre), na eficiéncia de associacgdo celular.

Quando as células sdo tratadas com um excesso de transferrina livre previamente
a sua incubagdo com os lipossomas, verifica-se uma diminui¢cdo para menos de metade
na extensdo de associacdo celular no caso dos lipossomas direccionados, e uma auséncia
total de efeito para os lipossomas nao direccionados. Estes resultados sugerem que a
associacdo celular dos lipossomas direccionados ocorre numa extensdo significativa
através dos receptores de transferrina, e que a extensdo de associacdo celular ndo

especifica verificada ndo envolve estes receptores (Figura 2.22).

2.3.4.1. Efeito da remocao de PEI adsorvido na associacido celular dos
LPPX

Paralelamente aos estudos de associagdo celular apresentados para os lipossomas
“vazios” (ndo associados a poliplexos), foram realizados estudos semelhantes em
lipopoliplexos. Para tal, utilizaram-se LPPX compostos por PI/EPC/DOPE/CHOL e
preparados na concentra¢do de 9 mM, tendo-se procedido a hidratagdo directa do filme
lipidico com uma solucdo de ADN na concentracdo de 50 pg/mL, previamente
complexado com PEI na razdo molar N/P de 38, ap6s o que se procedeu a 7 ciclos de
congelamento/descongelamento da amostra (sec¢do “Materiais € métodos”, subseccao
2.2.11.2). A selecgao deste procedimento em detrimento do processo REV/FT esta
relacionado com o facto de nunca se ter observado transfec¢do com lipopoliplexos
preparados pelo processo de REV/FT (resultados ndo mostrados), apesar de, tal como
descrito anteriormente, ser este o processo que conduz a maiores taxas de recuperacao
do ADN. Assim, foi necessario proceder a optimizagdo do processo de hidratacdo do
filme lipidico, nomeadamente através da diminui¢do da concentragdo inicial dos
componentes.

Os resultados obtidos revelam um perfil de associacdo completamente diferente
do observado com lipossomas vazios, nao s6 porque a associagao dos LPPX as células ¢
bastante mais elevada do que a observada para os lipossomas, mas também porque esta
ocorre de um modo independente da presenga do ligando transferrina (resultados nao

mostrados). Estes resultados sugerem a presenca de PEI adsorvido a superficie dos
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LPPX, dai resultando interaccdes nao especificas, provavelmente de natureza
electrostatica, com a membrana celular. Na tentativa de ultrapassar esta situacao,
procedeu-se a preparagdo de LPPX com poliplexos contendo razdes N/P inferiores a 38,
tais como 20 e 10. No entanto, mesmo diminuindo a quantidade de polimero (PEI)
inicial ndo foi possivel atenuar a extensdo de interaccdes nao especificas dos
lipopoliplexos direccionados, com as células em cultura.

De modo a solucionar este problema, optou-se pelo tratamento prévio das
formulagdes com PMAA previamente a sua adicdo as células, numa tentativa de tirar
proveito do facto deste acido interagir fortemente com o PEI e dai poder resultar a sua
dissociac¢ao da superficie dos lipopoliplexos. Pretendia-se, deste modo, garantir que a
interac¢do lipopoliplexo/célula fosse mediada preferencialmente pelo ligando
transferrina.

Numa primeira abordagem os poliplexos foram incubados com PMAA ¢
subsequentemente esta mistura foi eluida através de uma coluna de Sefarose CL-4B. As
fraccdes eluidas foram incubadas directamente com o reagente PicoGreen. Tal como
ilustrado na Figura 2.23, ¢ possivel detectar ADN livre nas fracgdes caracteristicas
(fraccdo correspondente a um volume de eluicdo de 4,5 mL), o que demonstra que a
interaccao entre PMAA e PEI resultou na deslocalizacdo do acido nucleico dos
poliplexos. Adicionalmente, foi possivel detectar PEI a ser eluido em fracgdes
posteriores, havendo indicagdo que este polimero se encontra complexado com o

PMAA (resultados ndo mostrados).
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Figura 2.23- Efeito do PMAA na dissociacido dos poliplexos de PEI/ADN

Os LPPX de PEI/ADN foram preparados na razdo N/P de 38 e incubados com PMAA durante
60 minutos. Apos esse periodo, procedeu-se a sua eluicdo através de uma coluna de Sefarose
CL-4B, e as frac¢des resultantes foram directamente incubadas com o reagente PicoGreen e
analisadas por fluorimetria. Em paralelo, procedeu-se a eluicdo de uma solugdo de ADN na
mesma concentragdo que a utilizada nas condi¢des anteriores.
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ApoOs a obtencao destes resultados, os LPPX passaram a ser incubados com
PMAA posteriormente a etapa de extrusdo. A remoc¢do de PEI/PMAA foi efectuada
através da coluna de Sefarose CL-4B, seguida de ultra-centrifugacdo para remocdo de
ADN ndo encapsulado, permitindo simultaneamente a concentragdo dos LPPX de
acordo com o descrito na sec¢ao “Materiais e métodos”, subsec¢ao 2.11.3.1.

A utilizagdo de PEG heterofuncional permite que este polimero soé seja
adicionado aos LPPX apds o tratamento com PMAA, evitando-se assim o risco de
desactivacdo ou interac¢des indesejaveis deste acido com os grupos reactivos do PEG,
nomeadamente o grupo maleimida.

Tal como pode ser observado nas imagens de microscopia confocal apresentadas
na Figura 2.24, ap0s este tratamento, os LPPX resultantes passaram a interagir com as
células alvo de uma forma especifica, a semelhanga do observado com os lipossomas

vazios. Estes resultados foram consistentes para as razdes N/P de 10 e 38.

Figura 2.24- Associacio celular mediada por LPPX direccionados

Os LPPX (subseccdo 2.2.11.3), preparados com lipido na concentracdo de 9 mM e ADN na
concentracao de 50 pg/mL complexado com PEI na razdo N/P de 38, marcados com Rh-PE (1
% em termos de quantidade de lipido total) e sujeitos ao tratamento com PMAA, foram
incubados com células HEK-293 na concentracdo de 300 uM, durante 4 horas. Apds esse
periodo, as células previamente semeadas em ldminas de 8 pogos, foram lavadas com PBS,
fixadas com PFA a 4 % durante 15 minutos e posteriormente incubadas com solugdo de glicina
na concentragdo de 0,1 M. As laminas foram lavadas e preparadas com meio de montagem
Vectashield contendo DAPI, e finalmente analisadas por microscopia confocal num
microscopio LSM510 (Zeiss), utilizando uma objectiva com ampliacdo de 40x. (A)
LPPX com PEG e sem transferrina, (B) LPPX com PEG e transferrina.

Acresce referir que a utilizagdo do PMAA para remog¢ao do PEI adsorvido a
superficie dos lipopoliplexos, bem como o processo de ultra-centrifugacdo que passou a
ser utilizado apds a introducdo deste passo no processo, ndo afecta o tamanho das

particulas (resultados nao mostrados).
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Os resultados obtidos nesta seccdo vieram reforcar a ideia de que a eliminagao
total da carga positiva ¢ muito importante para se conseguir uma interac¢ao
direccionada entre a formulacdo e as células alvo, e ¢ concordante com outros dados
reportados na literatura, segundo os quais as estratégias de direccionamento activo sao
mais facilmente aplicadas a sistemas neutros do que a sistemas de carga positiva’.
Assim, o efeito da incorporacdo de um ligando especifico pode ser mascarado pelo
efeito ndo especifico resultante da interac¢@o entre o policatido utilizado, e as moléculas
de proteoglicanos da membrana celular, carregados negativamente. A prevaléncia de um
factor sobre o outro dependera do nivel da expressdo de proteoglicanos pela célula
assim como da carga de superficie do complexo ADN/policatiio’".

Uma vez avaliadas as diferentes varidveis e parametros de formulacdo, foi
finalmente possivel definir um esquema global de preparacdo para os lipopoliplexos

direccionados, que a seguir se apresenta.

Filme lipidico Poliplexos de PEI/ADN
(50 pg/mL)

Hidratacao do filme lipidico/ FT (formagio de LPPX)
Extrusao (200 nm) (uniformizagdo do tamanho)

Incubacio com PMAA (separagio do PEI adsorvido)
Purificacdo em coluna de Sefarose (remog¢io de complexos
PEI/PMAA)

5. Ultracentrifugacio (remogdo de ADN ndo encapsulado e
concentragao)

& W

LPPX

1. Incubacio com NHS-PEG-Mal (2 horas, 4 °C)
(acoplamento do PEG)

2. Purificacio em coluna de Sefarose (remocdo de NHS-PEG —
Mal ndo acoplado)

LPPX-PEG-Mal

—

Incubacio com transferrina activada (12 horas, T.A.)
2. Purificaciio em coluna de Sefarose (remogéo de transferrina
nao acoplada)

LPPX-PEG-TTf
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2.3.5. Actividade de transfeccio dos lipossomas contendo

poliplexos
Apesar das caracteristicas apresentadas pelos LPPX, nomeadamente o tamanho
(aproximadamente 200 nm) e o perfil de associa¢do celular, a formulag¢do revelou-se

ineficiente do ponto de vista da actividade de transfec¢ao (Figura 2.25).
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Figura 2.25- Eficiéncia de transfeccio dos LPPX direccionados relativamente a complexos
ternarios

Os LPPX (subsecgdo 2.2.11.3), preparados com lipido na concentragdo de 9 mM e ADN na
concentracdo de 50 ug/mL complexado com PEI na razdo N/P de 38, foram incubados, na
concentracao lipidica de 300 uM, com células HEK-293 previamente semeadas em placas de 48
pogos. Paralelamente, procedeu-se a incubagdo de complexos ternarios compostos por
DOTAP/CHOL/T{/ADN, tendo-se aplicado 1 ug de ADN por poco. Apos 4 horas de incubag@o,
o meio de cultura foi substituido e depois de 48 horas foram lavadas e lisadas para analise da
expressdo da P-galactosidase. Os resultados finais encontram-se apresentados em fungdo dos
valores correspondentes a condicdo dos complexos ternarios (controlo), a qual se atribuiu o
valor de 100 %.

Sao varias as razdes que podem potencialmente justificar os valores obtidos, e que
se apresentam descritos no Capitulo 1 desta dissertacdo. De entre elas, a mais evidente
parece ser a quantidade insuficiente de ADN entregue as células. De acordo com
Kichler, no caso dos vectores sintéticos encontra-se descrito como sendo necessarias em
média 10° copias de plasmideo por célula®®. Os estudos de transfec¢do realizados com
lipopoliplexos direccionados foram efectuados com aproximadamente 5 x 10° copias de
plasmideo por célula (considerando que 1 ug de ADN corresponde a 1,9 x 10" copias
de plasmideo, ¢ que as células, semeadas na densidade de 20000 por pogo, foram
incubadas aproximadamente com 0,5 ng de ADN por poco). No entanto, ¢ importante
relembrar que a extensdo de associacdo celular mediada pelos lipopoliplexos

direccionados ¢ consideravelmente mais baixa do que a obtida com lipoplexos
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(complexos de lipossomas cationicos ¢ ADN plasmidico) ou poliplexos. E de esperar
que, das copias incubadas com as células, s6 uma pequena fraccdo se associe
efectivamente a estas, e que desta fraccdo apenas uma parte seja internalizada pelas
células. Por oposi¢do, nas experiéncias de transfeccdo mediadas por lipoplexos utilizam-
se em média 107 copias de plasmideo por célula, para além do que, neste caso, os
proteoglicanos de superficie desempenham uma funcdo importantissima na ligacdo e
internalizagdo dos lipoplexos *’, aumentando drasticamente a sua associagdo as células
comparativamente aos niveis de associagdo conseguidos pelos lipopoliplexos
direccionados. Assim, de modo a ultrapassar a limitacdo da quantidade de ADN
entregue, sera necessario promover a liga¢ao e internalizagdo dos LPPX as células, o
que implicaria, por exemplo, a modulacdo da interac¢do ligando/receptor celular. Nesse
sentido, o ligando deve apresentar uma elevada afinidade para o receptor, o qual por sua
vez devera ser expresso em abundancia nas células alvo. Uma alternativa promissora
seria optar por anticorpos ou fragmentos de anticorpo para aumentar a interaccdo com
as células em causa.

Outro problema potencial estd relacionado com o processo de internaliza¢do e
reciclagem do ligando transferrina. A endocitose mediada por vesiculas com
revestimento de clatrinas, que sucede a ligacdo da transferrina ao respectivo receptor,
leva a formacao de endossomas, os quais inicialmente sdo ligeiramente acidificados por
bombas de protdes (pH 6)***°. Subsequentemente, os endossomas precoces evoluem
para endossomas tardios (com diminui¢do do pH para 5), acabando por fundir com
lisossomas, podendo também nos endossomas precoces ocorrer a reciclagem de
receptores para a superficie da célula, através de um processo que pode ser mais ou
menos lento. Uma vez que o compartimento da reciclagem ¢ apenas ligeiramente
acidico™, e apesar de se terem utilizado duas estratégias para promover a libertagio do
ADN a partir do endossoma (lipossomas contendo DOPE e PEI), o pH caracteristico das
vesiculas de reciclagem pode ndo ser suficientemente acidico para facilitar a saida do
ADN destes organelos. A verificar-se esta hipdtese, entdo, parte dos LPPX
internalizados eventualmente serdo reciclados para o exterior da célula.

Os resultados obtidos por Fonseca e colaboradores (resultados nao publicados)
demonstram que uma formulagdo composta por lipossomas sensiveis ao pH, conjugados
com a transferrina, ¢ eficiente na entrega de oligonucleotideos antisense (AS-ODN) a
células alvo. Esta abordagem apresenta maiores probabilidades de sucesso uma vez que

as moléculas de As-ODN actuam no citoplasma, ao passo que o plasmideo de ADN tem

126



CAPITULO 2

mais barreiras a ultrapassar até que ocorra a expressdo do transgene, justificando-se
deste modo a falta de sucesso de uma formulagao relativamente a outra.

O trabalho desenvolvido na primeira fase deste projecto, permitiu identificar alguns
dos principais problemas inerentes ao desenvolvimento de sistemas de base lipidica
direccionados, para a entrega de genes. Face ao conjunto de conhecimentos adquiridos,
optou-se nas fases seguintes deste trabalho por desenvolver novas formulag¢des, com a
mesma plataforma tecnoldgica, mas visando o direccionamento para células endoteliais

activadas.

2.4. Bibliografia

1 Turner C et al. The transfection of Jurkat T-leukemic cells by use of pH-
sensitive immunoliposomes. J Liposome Res 2002; 12: 45-50.
2 Arangoa MA, Duzgunes N, Tros de Ilarduya Cj. Increased receptor-mediated

gene delivery to the liver by protamine-enhanced-asialofetuin-lipoplexes. Gene
Ther 2003; 10: 5-14.

3 Shangguan T et al. A novel N-acyl phosphatidylethanolamine-containing
delivery vehicle for spermine-condensed plasmid DNA. Gene Ther 2000; 7:
769-783.

4 Bailey AL, Sullivan SMj. Efficient encapsulation of DNA plasmids in small
neutral liposomes induced by ethanol and calcium. Biochim Biophys Acta 2000,
1468: 239-252.

5 Patil SD, Rhodes DG, Burgess DJ. Anionic liposomal delivery system for DNA
transfection. Aaps J 2004; 6: €29.

6 Hagstrom JE et al. Complexes of non-cationic liposomes and histone HI
mediate efficient transfection of DNA without encapsulation. Biochim Biophys
Acta 1996; 1284: 47-55.

7 Kichler A, Leborgne C, Coeytaux E, Danos Oj. Polyethylenimine-mediated gene
delivery: a mechanistic study. J Gene Med 2001; 3: 135-144.

8 Akinc A, Langer Rj. Measuring the pH environment of DNA delivered using
nonviral vectors: implications for lysosomal trafficking. Biotechnol Bioeng
2002; 78: 503-508.

9 Boussif O et al. A versatile vector for gene and oligonucleotide transfer into
cells in culture and in vivo: polyethylenimine. Proc Natl Acad Sci U S A 1995;
92: 7297-7301.

10 Suh J. PHJaHBK. Ionization of Poly(ethylenimine) and Poly(allylamine) at
Various pH's Bioorganic Chemistry 1994; 22: 318-327.

11 von Harpe A, Petersen H, Li Y, Kissel Tj. Characterization of commercially
available and synthesized polyethylenimines for gene delivery. J Control
Release 2000; 69: 309-322.

12 Kunath K et al. Low-molecular-weight polyethylenimine as a non-viral vector
for DNA delivery: comparison of physicochemical properties, transfection
efficiency and in vivo distribution with  high-molecular-weight
polyethylenimine. J Control Release 2003; 89: 113-125.

127



CAPITULO 2

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

Wightman L et al. Different behavior of branched and linear polyethylenimine
for gene delivery in vitro and in vivo. J Gene Med 2001; 3: 362-372.

Kunath K et al. Integrin targeting using RGD-PEI conjugates for in vitro gene
transfer. J Gene Med 2003; 5: 588-599.

Fischer D et al. Effect of poly(ethylene imine) molecular weight and pegylation
on organ distribution and pharmacokinetics of polyplexes with
oligodeoxynucleotides in mice. Drug Metab Dispos 2004; 32: 983-992.

Shi G, Guo W, Stephenson SM, Lee RJj. Efficient intracellular drug and gene
delivery using folate receptor-targeted pH-sensitive liposomes composed of
cationic/anionic lipid combinations. J Control Release 2002; 80: 309-319.
Reddy JA, Dean D, Kennedy MD, Low PSj. Optimization of folate-conjugated
liposomal vectors for folate receptor-mediated gene therapy. J Pharm Sci 1999;
88: 1112-1118.

Cullis PR, Hope MJ, Tilcock CP. Lipid polymorphism and the roles of lipids in
membranes. Chem Phys Lipids 1986; 40: 127-144.

Faneca H, Simoes S, de Lima MC;j. Evaluation of lipid-based reagents to
mediate intracellular gene delivery. Biochim Biophys Acta 2002; 1567: 23-33.
Mold C. Effect of membrane phospholipids on activation of the alternative
complement pathway. J Immunol 1989; 143: 1663-1668.

Moein Moghimi S et al. Activation of the human complement system by
cholesterol-rich and PEGylated liposomes-modulation of cholesterol-rich
liposome-mediated complement activation by elevated serum LDL and HDL
levels. J Liposome Res 2006; 16: 167-174.

da Cruz MT, Simoes S, de Lima MC;j. Improving lipoplex-mediated gene
transfer into C6 glioma cells and primary neurons. Exp Neurol 2004; 187: 65-
75.

Fonseca C et al. Targeting of sterically stabilised pH-sensitive liposomes to
human T-leukaemia cells. Eur J Pharm Biopharm 2005; 59: 359-366.

Kircheis R et al. Polyethylenimine/DNA complexes shielded by transferrin
target gene expression to tumors after systemic application. Gene Ther 2001; 8:
28-40.

Kircheis R et al. Coupling of cell-binding ligands to polyethylenimine for
targeted gene delivery. Gene Ther 1997; 4: 409-418.

Cristiano RJ, Roth JA. Epidermal growth factor mediated DNA delivery into
lung cancer cells via the epidermal growth factor receptor. Cancer Gene Ther
1996; 3: 4-10.

Foster BJ, Kern JA. HER2-targeted gene transfer. Hum Gene Ther 1997; 8: 719-
727.

Goula D et al. Size, diffusibility and transfection performance of linear
PEI/DNA complexes in the mouse central nervous system. Gene Ther 1998; 5:
712-717.

Pires P et al. Interaction of cationic liposomes and their DNA complexes with
monocytic leukemia cells. Biochim Biophys Acta 1999; 1418: 71-84.

Tomlinson E, Rolland AP. Controllable gene therapy Pharmaceutics of non-viral
gene delivery systems Journal of Controlled Release 1996; 39: 357-372(316).
Kircheis R, Wightman L, Wagner Ej. Design and gene delivery activity of
modified polyethylenimines. Adv Drug Deliv Rev 2001; 53: 341-358.

Pedroso de Lima MC et al. Cationic liposomes for gene delivery: from
biophysics to biological applications. Curr Med Chem 2003; 10: 1221-1231.

128



CAPITULO 2

33

34

35

36

37

38

39

40

Godbey WT, Wu KK, Mikos AGj. Size matters: molecular weight affects the
efficiency of poly(ethylenimine) as a gene delivery vehicle. J Biomed Mater Res
1999; 45: 268-275.

Abdallah B ef al. A powerful nonviral vector for in vivo gene transfer into the
adult mammalian brain: polyethylenimine. Hum Gene Ther 1996; 7: 1947-1954.
Anchordoquy TJ, Girouard LG, Carpenter JF, Kroll DJ. Stability of lipid/ DNA
complexes during agitation and freeze-thawing. J Pharm Sci 1998; 87: 1046-
1051.

Kichler Aj. Gene transfer with modified polyethylenimines. J Gene Med 2004; 6
Suppl 1: S3-10.

Mislick KA, Baldeschwieler JD. Evidence for the role of proteoglycans in
cation-mediated gene transfer. Proc Natl Acad Sci U S A 1996; 93: 12349-
12354.

Van Dyke RW. Acidification of lysosomes and endosomes. Subcell Biochem
1996; 27: 331-360.

Presley JF et al. The End2 mutation in CHO cells slows the exit of transferrin
receptors from the recycling compartment but bulk membrane recycling is
unaffected. J Cell Biol 1993; 122: 1231-1241.

Mukherjee S, Ghosh RN, Maxfield FR. Endocytosis. Physiol Rev 1997; 77: 759-
803.

129






CAPITULO 3

Entrega especifica de poliplexos a células
endoteliais activadas mediada por lipossomas

direccionados






CAPITULO 3

3.1. Introducao

O trabalho apresentado no capitulo anterior teve como objectivo o
desenvolvimento de nanotransportadores de material genético, o qual envolveu a
combina¢do de constituintes lipidicos e poliméricos (lipopoliplexos), possibilitando
simultaneamente o direccionamento especifico para células alvo. Nesse trabalho
utilizou-se, a titulo de exemplo, um sistema de direccionamento envolvendo como
ligando a transferrina, e como alvo celular o respectivo receptor. Neste capitulo, € no
seguimento do trabalho anterior, pretende-se avaliar se os lipopoliplexos referidos
poderdo ter aplicacdo terapéutica em patologias envolvendo células endoteliais
activadas. Para tal, tendo por base os nanotransportadores desenvolvidos, utilizou-se um
ligando apropriado ao novo alvo celular.

O modelo celular utilizado tem como base a activacao das células endoteliais de
veia umbilical humana (HUVEC) com mediadores inflamatérios, como o TNF-a,
activacdo essa que resulta na sobre-expressdo de varias glicoproteinas de superficie,
nomeadamente da E-selectina'. Estas alteracdes sio semelhantes as verificadas em
varias situacdes patoldgicas, nomeadamente em doencas inflamatdrias’, como a artrite
reumatoide’, em patologias que decorrem com isquémia*’, ou em tumores
vascularizados™’. Nestas situagdes verifica-se uma alteragdo fenotipica das células
endoteliais afectadas, que passa pela sobre-expressdo ou expressdo de novo, de varias
glicoproteinas de superficie. De entre as moléculas referidas, destaca-se a E-selectina
pelo seu padrdo de expressdo completamente dependente de mediadores inflamatorios.

Assim, neste trabalho, utilizou-se como ligando um anticorpo contra a E-
selectina humana, ¢ como modelo celular, células endoteliais humanas activadas por
TNF-a..

O anticorpo seleccionado como ligando (H18/7) ja demonstrou eficiéncia de
ligacdo especifica a células endoteliais activadas, ligacdo que ¢ seguida de
internalizacdo celular. Esta abordagem foi utilizada para mediar a entrega especifica de
lipossomas contendo farmacos®’, nunca tendo contudo sido explorada para direccionar
nanotransportadores de acidos nucleicos.

Uma das justificacdes apresentadas no capitulo anterior para a falta de actividade
bioldgica da formulagdo direccionada para receptores da transferrina, foi atribuida aos
niveis de associacdo celular, os quais sdo relativamente baixos quando comparados, por

exemplo, com os observados para lipoplexos (complexos de ADN/lipossomas
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cationicos). Neste sentido, o objectivo principal do trabalho a seguir apresentado,
consistiu em avaliar se a utilizagdo de um outro ligando, neste caso um anticorpo anti-E-
selectina, permite melhorar este pardmetro, promovendo a entrega eficiente de ADN as

células alvo e consequente transfeccao.

3.2. Materiais e métodos

3.2.1.  Preparagdo do anticorpo H18/7

O anticorpo H18/7 foi produzido e purificado por J.A. Kamps ¢ G. Molema,
pertencentes a Sec¢do de Biologia Médica do Departamento de Patologia e de Medicina
Laboratorial do Centro Médico da Universidade de Groningen, Paises Baixos.

O anticorpo monoclonal H18/7 ¢ uma imunoglobulina do tipo G2a (IgG2a) de
ratinho, desenvolvida contra a E-selectina humana, tendo sido produzido pela tecnologia
do hibridoma inicialmente desenvolvida pelo Dr. M. Gimbrone, Jr. (Brigham &
Women’s Hospital, Boston, MA). O anticorpo foi purificado a partir do meio de cultura
por cromatografia de afinidade a proteina A (Protein A Sepharose Fast Flow,

Pharmacia, Roosendaal, The Netherlands), seguida de didlise em tampao fosfato (PBS).

3.2.2.  Preparacdo de imunolipossomas contendo poliplexos, de
imunolipossomas vazios e de misturas de imunolipossomas

vazios com poliplexos

O procedimento seguido para preparagdo de imunolipossomas (também
designados lipossomas direccionados) contendo poliplexos ¢ similar ao apresentado na
sec¢ao de “Materiais € métodos”, subsecgao 2.2.11.3 do Capitulo 2, para preparacdo de
lipopoliplexos direccionados. As principais diferencas residem na natureza do ligando
utilizado, na quantidade de ligando incubado com os lipopoliplexos e no tempo de
activag¢ao do ligando. Assim, neste protocolo a transferrina humana foi substituida pelo
anticorpo anti-E-selectina humana (H18/7). A activagdo do anticorpo com 2-
iminotiolano foi efectuada na mesma razao molar utilizada no Capitulo 2, mas por um
periodo de 60 minutos e a incubagdo deste com os lipossomas foi efectuada partindo de

uma razao inicial de 0,375 mg de anticorpo por umol de lipido total. Os lipossomas
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foram marcados com Rh-PE ou Fluor-PE, conforme indicado, na concentragao de 1 ou
4 % em relagdo ao lipido total, respectivamente.

Os imunolipossomas vazios foram preparados de um modo idéntico a excepgao
do passo da hidratagdo, o qual foi efectuado apenas com uma solugdo de glicose, na
auséncia de poliplexos. Devido a auséncia de poliplexos, os passos de incubagdo com
PMAA e de ultra-centrifugacdo foram excluidos do processo de preparagdo. Os
imunolipossomas vazios foram marcados com Fluor-PE na concentragdo de 4 % em
relagdo ao lipido total e preparados por extrusdo através de membranas com poros de
didmetro de 100, 200 ou 400 nm. Para além da formulacdo composta por
PI/EPC/DOPE/CHOL, preparou-se igualmente uma formulagdo composta por
EPC/DOPE/CHOL preparada na razao molar de 5/3/2.

As misturas de imunolipossomas vazios com poliplexos foram preparadas por
incubacdo de imunolipossomas e de poliplexos de PEI/ADN (N/P 5) numa razao de 20
nmol de lipido total por ug de ADN.

3.2.3.  Preparagao de lipoplexos

Os lipossomas cationicos, sensiveis ao pH (DOTAP/DOPE/CHEMS) (20/6/4) ou
nao sensiveis ao pH (DOTAP/CHOL) (1/1), foram misturados com ADN de modo a
obter uma razdo de carga (/) de 3/2 (DOTAP/ADN). Sempre que referido, os
lipossomas catiénicos foram misturados com transferrina, previamente a adi¢cdo do
ADN, numa razdo de 3,5 pg de proteina por nmol de lipido total.

Os lipossomas cationicos compostos por EPOPC/CHOL (1-palmitoil-2-
oleoilglicero-3-etilfosfocolina/colesterol) foram preparados na razao molar de 1/1 e

misturados com ADN, numa razao de carga (+/-) de 3/2 (EPOPC/ADN).

3.2.4.  Quantificagdo do colesterol

O colesterol foi quantificado de acordo com o protocolo apresentado na sec¢ao

“Materiais ¢ métodos” do Capitulo 2.
3.2.5.  Quantifica¢do do anticorpo acoplado

A quantificacdo do anticorpo e a respectiva eficiéncia de acoplamento aos

lipossomas foram determinadas de acordo com o procedimento utilizado para a
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quantificagdo da transferrina, € que se encontra descrito na seccdo ‘“Materiais e

métodos”do Capitulo 2.

3.2.6.  Cultura celular

As células endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC) foram obtidas a
partir do Servico de Células Endoteliais RuG/AZG (Groningen, Paises Baixos). As
células isoladas foram mantidas em frascos de cultura (Corning Costar) revestidos com
gelatina (Sigma) a 1 % e mantidas a 37 °C, numa atmosfera de CO> a 5 % e 95 % de
humidade. O meio de cultura consiste em RPMI contendo Glutamax (Gibco),
suplementado com soro fetal de bovino (FBS) (Sigma) ndo inactivado, na concentragdo
final de 20 %, heparina (Sigma) na concentracdo de 18 U/mL, penicilina na
concentragdo de 100 U/mL, estreptomicina na concentragdo de 100 pg/mL e ECGF
(Factor de Crescimento Endotelial de bovino, Roche Applied Science) na concentragdo
de 20 ug/mL. As experiéncias envolvendo estudos de direccionamento foram
efectuadas em células com um maximo de 4 passagens, verificando-se sempre em
paralelo a expressdao da E-selectina em resposta a activagdo por TNF-a, conforme
descrito na subsec¢ao seguinte.

As células Hek-293 foram mantidas em cultura conforme descrito na sec¢do

“Materiais e métodos”do Capitulo 2.

3.2.7.  Expressdo da E-selectina e do receptor da transferrina a

superficie das células endoteliais

As células endoteliais HUVEC foram semeadas em placas de 12 pogos com uma
densidade de 10000 células por pogo. Apds 24 horas, as células de alguns pocos foram
activadas com uma solucdo de TNF-o (Factor de Necrose Tumoral-a, Sigma) na
concentragdo de 100 ng/mL, por um periodo de 4 horas. Apos esse periodo, as células
foram lavadas e destacadas com uma solucao de tripsina/EDTA (Sigma). A tripsina foi
imediatamente diluida com uma solugdo de PBS contendo FBS a 20 %, tendo as células
sido centrifugadas para remocao do excesso de soro e ressuspensas em solu¢dao de PBS.
As células previamente activadas e as células quiescentes (condi¢do correspondente a
células nao activadas) foram incubadas com um anticorpo monoclonal anti-E-selectina
humana conjugado com o marcador FITC (isotiocianato de fluoresceina) (R&D

Systems), durante 30 minutos, a 4 °C. Apos esse periodo, as células foram lavadas e
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analisadas num citometro de fluxo (FACSCalibur). A amostra controlo corresponde a
células ndo incubadas com o referido anticorpo.
A deteccao de receptores da transferrina foi determinada conforme referido na

seccao “Materiais e métodos” do Capitulo 2 desta dissertacao.

3.2.8.  Estudos de associagao celular com imunolipossomas vazios

e com imunolipossomas contendo poliplexos

As células foram semeadas em placas de 12 pogos, com uma densidade de
10000 células por pogo. Apos 24 horas, as células foram activadas por incubagdo com
TNF-o durante 1 hora, previamente a incubag¢do com imunolipossomas marcados
fluorescentemente com Fluor-PE.

Dependendo das experiéncias, as células foram incubadas com imunolipossomas
contendo poliplexos, ou com imunolipossomas vazios, na concentragdo lipidica de 80,
ou 80 e 160 uM, respectivamente. Esta incubacdo decorreu durante 4 horas, na presenca
de TNF-a, e seguidamente as células foram lavadas, destacadas e analisadas por

citometria de fluxo.

3.2.9.  Estudos de transfeccao

As células HUVEC foram semeadas em placas de 24 pogos, com uma densidade
de 10000 células por pogo. Apds 24 horas, as células foram activadas por incubagdo
com TNF-a durante 1 hora, previamente a incubagdo com imunolipossomas contendo
poliplexos. Esta incubagdo foi efectuada com lipido total na concentragdo de 80 uM
durante 4 horas, na presenga de TNF-a, seguida da substituicdo do meio de cultura por
meio novo. A referida concentragdo representa no minimo 1,9 x 10° copias de
plasmideo por célula. Apoés 48 horas, as células foram lavadas e lisadas para posterior
avaliacdo da expressdo da [3-galactosidase.

As misturas de imunolipossomas vazios com poliplexos foram preparadas
conforme anteriormente referido e incubadas com as células na concentragdo em lipido
de 80 uM, correspondendo a 2 pg de ADN por poco.

Os lipoplexos contendo DOTAP/DOPE/CHEMS e¢ DOTAP/CHOL foram
preparados conforme descrito anteriormente e incubados com as células HEK-293 e
HUVEC, previamente semeadas em placas de 96 pogos, numa densidade de 3500

células por poco. A incubacdo foi efectuada durante 4 horas, com uma quantidade de
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lipossomas correspondendo a 0,1 ug ADN por pogo, ou seja, 5,4 x 10° plasmideos por
célula. Apo6s 48 horas as células foram lavadas e lisadas para andlise da eficiéncia da
transfeccao.

Os lipoplexos contendo EPOPC/CHOL foram utilizados em experiéncias em que
se pretendeu estudar o efeito da hidroxiureia (HU) (Calbiochem-Novabiochem
Corporation) na eficiéncia de transfec¢do. Este composto, responsavel pela indugdo de
danos no ADN, podera ter um efeito importante sobre o promotor do citomegalovirus
(pCMV), potenciando a expressdo do transgene. Assim, as células HUVEC foram
previamente semeadas em placas de 96 pocos, numa densidade de 3500 células por
poco, apds o que se procedeu a incubagdo com HU na concentragdo de 1 mM, durante
12 horas. Apos esse periodo, o meio de cultura foi substituido por meio novo, e os
complexos foram incubados com as células na concentragdo de 0,5 ng de ADN por

poco, correspondendo a 2,7 x 107 copias de plasmideo por célula.

3.2.10. Quantifica¢do da expressao da [3-galactosidase

A expressdo da [-galactosidase foi determinada conforme descrito na seccao

“Materiais e métodos” do Capitulo 2.

3.3. Resultados e discussao

3.3.1.  Factores condicionantes da interaccao entre

imunolipossomas e as células alvo

3.3.1.1. Extensio da expressiao da E-selectina a superficie das células
E de esperar que a maior ou menor extensio de expressdo da molécula alvo a
superficie das células influencie directamente os niveis de associa¢do celular de nano-
transportadores direccionados especificamente para esses alvos.
Os resultados obtidos por citometria de fluxo demonstram que, ap6s activagao
das células endoteliais com TNF-a., ¢ possivel detectar a glicoproteina E-selectina a sua
superficie (Figura 3.1). A expressdo desta molécula de adesdo pode ser detectada em

aproximadamente 75 % das células activadas, por oposicdo as células quiescentes, nas
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quais nao se detectou E-selectina (valor de p igual a 0,0042 resultante de um teste t para

dados ndao emparelhados, tendo-se aplicado a correc¢do de Welch’s).

80+
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60+
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0 —

E-selectina R. transferrina

1 Controlo
[ Células quiescentes
I Células activadas

Células positivas (%)

Figura 3.1- Comparacao da expressio da E-selectina e da transferrina a superficie das
células endoteliais

As células endoteliais HUVEC foram semeadas em placas de 12 pogos na densidade de 10000
células por poco. A activagdo das células HUVEC foi efectuada por incubagdo com TNF-a
numa concentracdo de 100 ng/mL, durante 4 horas. As células previamente activadas e as
células quiescentes foram incubadas com um anticorpo anti-E-selectina humana, durante 30
minutos a 4 °C, ou com transferrina humana, ambos conjugados com um composto fluorescente.
Apos esse periodo, as células foram lavadas e analisadas por citometria de fluxo. A condic¢ao
controlo corresponde a células ndo incubadas com o referido anticorpo. A andlise estatistica,
efectuada por um teste t para dados nao emparelhados, originou um valor de p de 0,0042 apods
comparacao dos valores correspondentes a expressdo da E-selectina em células activadas e em
células quiescentes. Dado as variancias dos grupos analisados ndo poderem ser consideradas
idénticas para um valor de p <0,05, o teste t foi aplicado com a correc¢do de Welch’s.

Os resultados demonstram que as células HUVEC também expressam receptores de
transferrina a sua superficie (Figura 3.1). Aproximadamente 45 % das células contém
receptores da transferrina, uma percentagem inferior a detectada em células HEK-293
(aproximadamente 100 %). Contudo, e ao invés do que sucede com a E-selectina, esta
expressdao mantém-se constante e independente da presenca do TNF-a. Esta
caracteristica da E-selectina foi uma das razdes que levou a sua seleccao como alvo para

direccionamento de genes para células endoteliais activadas.

3.3.1.2.  Eficiéncia de acoplamento do anticorpo H18/7
A eficiéncia de acoplamento do ligando aos lipossomas, entendida como a
quantidade de ligando associado ao nanotransportador, também constitui um pardmetro
critico na interaccdo imunolipossoma/célula alvo. Para uma eficiéncia de acoplamento
demasiado baixa, a associacdo dos imunolipossomas as células alvo pode ficar

comprometida por diminuicdo da interaccao lipossoma/célula. No entanto, pode
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especular-se que eficiéncias de acoplamento demasiado elevadas também possam
comprometer a associacdo com as células alvo, conforme referido no Capitulo 1 desta
dissertacao.

O acoplamento do anticorpo H18/7 resultou em imunolipossomas contendo 38 a 94
ug de anticorpo por umol de lipido total, ou seja 0,25 a 0,65 nmol de ligando por pmol
de lipido total. Estes niveis de ligacdo do H18/7 aos lipossomas sdo semelhantes aos
anteriormente obtidos com a transferrina (0,52 nmol de ligando por pumol de lipido
total), embora a razado molar inicial transferrina/lipido total fosse bastante mais elevada

que a utilizada para H18/7.

3.3.1.3. Concentracao de lipido

A determinagdo da concentracdo ideal de lipido a incubar com as células ¢
importante no processo de optimizacdo da associagdo dos imunolipossomas a células
alvo. Essa concentracdo deve ser tal que permita a maximizagdo da interac¢do entre os
lipossomas e as células.

Para este efeito, foram realizadas experi€ncias de associacdo celular com duas
concentragdes finais de lipido, 80 e 160 puM. Os resultados evidenciaram que a
incubagao de cé¢lulas HUVEC activadas com lipossomas direccionados, na concentragao
de 160 uM, induziu um aumento de 20 % no numero de células positivas para a
associacao de lipossomas, em relagdo ao observado quando se procedeu a incubagao de
80 uM em lipido (aumento de 75 % para 95 %). Contudo, também se verificou que dos
20 % de aumento, 14 % foram consequéncia de efeitos ndo especificos, restando apenas

um aumento de 6 % atribuivel a interac¢do especifica (Figura 3.2).
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Figura 3.2- Influéncia da concentracdo lipidica na extensdo da associacido celular de
imunolipossomas

Os imunolipossomas vazios marcados com Fluor-PE foram preparados por extrusdo através de
membranas com poros de didmetro de 200 nm. De seguida, foram incubados com células
HUVEC activadas com TNF-a (LP- H18/7 A), ou com células quiescentes (LP- H18/7 Q). Os
lipossomas ndo direccionados também foram incubados com células activadas (LP- PEG A) e
com células quiescentes (LP- PEG Q), nas concentracdes de 80 ¢ 160 uM, em lipido. Os
resultados apresentados foram determinados definindo o valor basal como o valor de
fluorescéncia de células quiescentes incubadas com lipossomas nao direccionados.

Em fungdo destes resultados, pode concluir-se que para uma concentragdo de 80 uM
se obtém o maximo de associagdo celular especifica, ¢ que concentracdes de lipido
superiores apresentam como consequéncia predominante um aumento das interac¢oes

ndo especificas.

3.3.1.4. Tamanho dos lipossomas e composic¢io lipidica

Com o objectivo de analisar a influéncia do tamanho dos imunolipossomas na
extensdo da associagdo as células, os lipossomas foram submetidos a extrusdo através
de membranas de policarbonato com poros de didmetro de 100, 200 ou 400 nm, durante
a sua preparagao.

A incubagdo de lipossomas ndo direccionados com células HUVEC (activadas ou
quiescentes), assim como a incubagdo de lipossomas direccionados com células
quiescentes, resultou em células positivas para associacdo de lipido, sendo essa
intensidade da fluorescéncia igual em todas as condigdes referidas. Contudo, os niveis
de intensidade de fluorescéncia supra mencionados sao significativamente inferiores aos
observados aquando da incubagdo de imunolipossomas com células activadas. Por este

motivo, e a semelhanca da experiéncia anteriormente referida, os valores de
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fluorescéncia observados apos incubagdo de lipossomas nao direccionados com células
quiescentes foram utilizados para definir o valor basal das restantes condigdes
experimentais. O valor da intensidade da referida fluorescéncia basal observada ¢é
independente do tamanho dos lipossomas, uma vez que se verifica em igual extensao
para lipossomas extrudidos através de membranas com poros de didmetro de 100, de
200 ou de 400 nm. A incubagdo dos imunolipossomas com células HUVEC activadas
resultou, tal como referido, em valores de intensidade de fluorescéncia superiores,
tendo-se observado em média 68 % de células positivas no caso de lipossomas
extrudidos através de membranas de 100 nm, 75 % para lipossomas de 200 nm e 74 %
para lipossomas de 400 nm (Figura 3.3). Estes resultados sugerem que o tamanho dos
imunolipossomas ndo parece exercer influéncia significativa na extensdo de associagdo

as células activadas.
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Figura 3.3- Influéncia do tamanho dos imunolipossomas na extensiao da associacio celular
Os imunolipossomas vazios marcados com Fluor-PE foram preparados por extrusdo através de
membranas com poros de didmetro 100, 200 ou 400 nm. De seguida, foram incubados com
células HUVEC activadas com TNF-a na concentragdo de 100 ng/mL (LP- H18/7 A), e com
células quiescentes (LP- H18/7 Q). Os lipossomas ndo direccionados foram incubados com
células activadas (LP- PEG A) e com células quiescentes (LP- PEG Q) nas mesmas condigdes.
Os resultados apresentados foram determinados, definindo o valor basal como o valor de
fluorescéncia de células quiescentes incubadas com lipossomas nao direccionados.

No seu conjunto, os resultados obtidos demonstram que o direccionamento para a E-
selectina foi bem sucedido, e que o aumento de tamanho dos imunolipossomas nao
influencia os niveis de associagao celular.

Na tentativa de esclarecer a natureza da interac¢do nao especifica verificada para os

lipossomas nao direccionados e para os imunolipossomas incubados com células
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quiescentes, avaliou-se o efeito da composi¢do dos lipossomas na extensdo de
associacdo celular. Para tal, preparam-se lipossomas contendo apenas lipidos neutros a
pH 7,4, compostos por EPC/DOPE/CHOL na razao molar de 5/3/2, e compararam-se os
niveis de associagdo celular com os obtidos nas condi¢des anteriores, em que se
utilizaram lipossomas contendo PI, um lipido com carga negativa ao referido valor de
pH. Os resultados observados demonstram que o perfil de interac¢do celular ¢ idéntico
ao anteriormente analisado, ndo decorrendo portanto qualquer efeito da carga dos
lipossomas na interac¢do com as células (resultados ndo apresentados).

Tal como referido anteriormente, os resultados de associagdo celular obtidos estdo
condicionados pelos niveis de expressao de E-selectina a superficie celular, pelo que o
valor de 75 % de células positivas observadas para a associag¢ao celular corresponde na

realidade a totalidade das células expressando E-selectina.

3.3.1.5.  Efeito da associa¢do de poliplexos a imunolipossomas

Conforme demonstrado nos resultados apresentados no Capitulo 2 desta dissertagao,
a existéncia do polimero PEI carregado positivamente, adsorvido a superficie dos
lipossomas, pode promover a interaccdo celular ndo especifica destes sistemas com
células em cultura.

Os resultados apresentados na Figura 3.4 demonstram que os niveis de associagao
celular, resultantes da incubacdo de imunolipossomas associados a poliplexos com
cé¢lulas HUVEC activadas, sdo semelhantes aos obtidos com imunolipossomas vazios,
indicando que ndo existem poliplexos adsorvidos a superficie dos imunolipossomas a

mediar interac¢des ndo especificas.
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Figura 3.4- Influéncia da associacio de poliplexos a imunolipossomas na extensiao da
associacao celular

Os imunolipossomas marcados com Fluor-PE contendo poliplexos, foram preparados por
extrusdo através de membranas com poros de diametro de 200 nm. De seguida, os
imunolipossomas foram incubados na concentragdo de 80 M com células HUVEC activadas
com TNF-o na concentragdo de 100 ng/mL (LP- H18/7 A) e com células quiescentes (LP-
H18/7 Q). Os lipossomas ndo direccionados foram incubados com células activadas (LP- PEG
A) e com células quiescentes (LP- PEG Q) nas mesmas condigdes. Os resultados apresentados
foram determinados definindo o valor basal como os valores de fluorescéncia de células
quiescentes incubadas com lipossomas ndo direccionados. A analise estatistica, efectuada por
um teste t para dados ndo emparelhados, originou um valor de p de 0,0008 ap6s comparagdo dos
valores correspondentes a associagdo celular mediada por imunolipossomas (LPPX-H18/7) em
células activadas e em células quiescentes.

Face a este conjunto de resultados, considerou-se estarem reunidas as condigdes

para avaliar a actividade de transfeccdo da formulacio desenvolvida.

3.3.2.  Actividade de transfeccdo dos imunolipossomas contendo

poliplexos

De modo a determinar a actividade biologica dos imunolipossomas, procedeu-se a
sua incubagdo com cé¢lulas endoteliais activadas.

Apesar dos elevados valores de eficiéncia de associacdo de ADN aos lipossomas
(entre 55 % a 106 %) resultantes da metodologia utilizada, a quantidade absoluta de
ADN incubada com as células ¢ relativamente baixa (aproximadamente 0,1 pg a 0,2 pg
de ADN por poco) quando comparada com os protocolos de transfeccdo normalmente
utilizados (1 pg ADN por poco). Ainda assim, a quantidade de ADN incubada com as
células representa no minimo 1,9 x 10° copias de plasmideo por célula, a qual se
encontra apenas limitada pela concentracdo lipidica no meio de cultura. Deste modo, e
conforme referido na sec¢do anterior, a incubacdo de células activadas com

concentragdes de lipido superiores a 80 uM, ndo constitui uma mais valia no que
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respeita a extensao da interac¢ao dos lipossomas com as células alvo e, como tal,
considerou-se que nao haveria vantagens em utilizar concentracdes de lipido superiores.

Apesar das expectativas, os resultados de transfeccdo demonstraram que a
incubagdo das células com a referida formulacdo nao resultou em niveis de transfecc¢ao
mensuraveis (Figura 3.5). Os baixos valores de transfec¢ao obtidos com a formulacgao
controlo, composta por em DOTAP/CHOL/ADN/TT, constituiram um indicio da baixa

permissividade destas células a transfeccdo com ADN plasmidico.
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Figura 3.5- Eficiéncia de transfeccdo dos imunolipossomas

As cé¢lulas HUVEC foram semeadas em placas de 24 pogos na densidade de 10000 células por
poco. Os imunolipossomas contendo poliplexos foram incubados com células activadas ou
quiescentes (LPPX- H18/7). Experiéncias paralelas foram efectuadas com lipossomas nao
direccionados (LPPX- PEG). Como controlo positivo utilizaram-se complexos ternarios de

DOTAP/CHOL (1/1), contendo 3,5 pug proteina por nmol de lipido total e preparados na razao
de carga (+/-) de 3/2 em DOTAP/ADN. As células HUVEC foram incubadas com

imunolipossomas (0,1 ug de ADN por poco) e complexos ternarios (1 ug de ADN por poco),
por um periodo de 4 horas, e 48 horas depois a eficiéncia de transfec¢do foi avaliada por

quantificagdo da expressdo da [3-galactosidase.

Face aos resultados obtidos, ponderou-se uma alteracdo na metodologia de
preparacdo da formulagdo, tendo-se optado pela utilizacdo de complexos preparados a
partir da mistura de imunolipossomas vazios e de poliplexos, numa abordagem similar a
referida por outros autores'°. Deste modo, os imunolipossomas foram misturados com
poliplexos de PEI/ADN (N/P 5) numa razdo de 20 nmol de lipido total por pg de ADN,
procedendo-se entdo a sua incubagdo com as células na concentracdo de 80 uM de

lipido (2 pg de ADN/pocgo). A formulagdo assim preparada ndo demonstrou capacidade
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de transfec¢do, quer em células endoteliais activadas, quer em células quiescentes

(Figura 3.6).
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Figura 3.6- Eficiéncia de transfeccao dos complexos de imunolipossomas

As células HUVEC foram semeadas em placas de 24 pogos com uma densidade de 10000
células por poco. Os complexos foram preparados por incubacdo de imunolipossomas vazios
com poliplexos (N/P de 5) na razdo de 20 nmol de lipido por ug de ADN. Os complexos
resultantes foram incubados com células HUVEC activadas e quiescentes (LP-H18/7 +
PEI/ADN). A correspondente formulacdo de lipossomas ndo direccionados foi preparada e
incubada com as células HUVEC nas mesmas condi¢des (LP-PEG + PEI/ADN). Apos 4 horas
de incubacao, o meio de cultura foi substituido por meio novo e 48 horas depois a eficiéncia de
transfeccdo foi avaliada por quantificagdo da expressdo da -galactosidase.

E importante referir que resultados obtidos por Fisher e colaboradores'

demonstraram eficiéncia na transfec¢do de células endoteliais, mediada por particulas
direccionadas. Nesse trabalho, os autores prepararam poliplexos compostos por ADN
plasmidico complexado com polilisina numa razao molar N/P de 2. As particulas foram
revestidas por um polimero (HPMA), seguido do acoplamento do ligando. De um modo
geral, os resultados demonstraram elevados niveis de transfec¢do nas células HUVEC
para particulas direccionadas com VEGF, transferrina ou FGF, sem influéncias
marcantes da presenga ou auséncia de soro. Os resultados destes autores indicam assim
ser possivel a transfec¢do de células HUVEC, em determinadas condi¢oes
experimentais.

Das principais diferencas entre a formulagdo que desenvolvemos e as particulas
desenvolvidas por Fisher e colaboradores, salienta-se o polimero catidonico utilizado na

complexacdo do ADN, a natureza do revestimento dos poliplexos, o tipo de ligando
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acoplado as particulas e o tamanho destas. Os polimeros catidonicos utilizados para
complexacdo do ADN (PEI ou polilisina) tém uma fun¢do semelhante e sdo ambos
caracterizados pela elevada densidade de cargas positivas. Contudo, a razdo
azoto/fosfato utilizada neste trabalho (N/P de 38) foi muito mais elevada do que a
utilizada pelos autores (N/P de 2). A razao N/P ¢ um parametro importante, uma vez
que pode condicionar a transcricdo dos 4cidos nucleicos complexados, encontrando-se
descrito que para razdes elevadas de carga positiva/carga negativa, o ADN tera
problemas em dissociar-se do polimero, impedindo a sua correcta transcri¢do, conforme
referido por Schaffer e colaboradores'>. No entanto, os resultados por nés obtidos
(Capitulo 2) demonstraram que esta razao molar ¢ bastante eficiente na transfeccao de
cé¢lulas HEK-293, e que portanto, nestas condigdes, a elevada razdo N/P nao se revelou
problematica.

No que respeita ao polimero utilizado para o revestimento das particulas, este
apresenta uma natureza completamente diferente dos lipossomas por nos utilizados,
dificultando a comparacdo deste pardmetro em termos do seu efeito na eficiéncia de
transfecgao.

Dos resultados reportados na literatura, podemos excluir o ligando como factor
limitativo da transfec¢do, uma vez que, como referido na sec¢do “Introdugdo” deste
capitulo, a ligacdo do anticorpo H18/7 a E-selectina induz a internalizagdo celular dos
lipossomas.

Finalmente, as particulas preparadas por Fisher e colaboradores apresentam um
tamanho médio de 60 nm, enquanto que as particulas apresentadas neste trabalho
apresentam um tamanho trés vezes superior. Apesar de dados reportados na literatura
ndo indicarem limitagdes a internaliza¢do celular mediada por receptores de particulas
de 200 nm, permanece por esclarecer se, neste tipo particular de células, este tamanho
constitui um factor limitativo a sua internalizacao.

Para além das razdes expostas, ndo ¢ de excluir que as diferencas verificadas
entre os nossos resultados e os resultados publicados referidos se devam a utilizacdo de
procedimentos técnicos diferentes, que poderdo influenciar os valores obtidos. Neste
contexto, ¢ de salientar ainda a escassez de publicagdes referindo a transfec¢ao bem
sucedida de culturas primarias de células endoteliais usando vectores ndo virais, apesar
do interesse clinico subjacente a aplicagdo da terapia génica em células endoteliais

vasculares.
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No seu conjunto, os resultados apresentados deixam em aberto se a ineficiéncia
de transfec¢do observada ¢ consequéncia da ineficiente entrega de ADN as células ou da

falta de permissividade das células HUVEC a transfec¢ao envolvendo ADN plasmidico.

3.3.3. Permissividade das células endoteliais a transfec¢ao

mediada por lipoplexos

Com o objectivo de avaliar se as células endoteliais seriam permissivas a
transfec¢do mediada por plasmideos, foram efectuadas experiéncias sistematicas de
transfec¢do recorrendo a varios tipos de lipossomas cationicos. A ocorréncia de
transfecgdo nestas condi¢des sera um indicador da permissividade destas células e,
simultaneamente, da ineficiéncia dos imunolipossomas em mediar uma entrega
adequada de ADN a estas. Por outro lado, a ndo ocorréncia de transfeccdo podera
sugerir a falta de permissividade das células como factor condicionante dos baixos
niveis de transfec¢dao observados.

Assim, prepararam-se lipoplexos a partir de lipossomas catidonicos constituidos por
DOTAP/CHOL e de lipossomas catidonicos sensiveis ao pH, compostos por
DOTAP/DOPE/CHEMS, tendo-se testado também a presenca do ligando transferrina na
preparacdo dos lipoplexos. As células HUVEC foram incubadas com ADN numa
quantidade de 0,1 pg por poco, o que corresponde a 5,4 x 10° plasmideos por célula.
Esta razdo ¢ semelhante a utilizada nas experiéncias de transfec¢ao utilizando
imunolipossomas contendo poliplexos. Em paralelo, realizaram-se estudos utilizando-se
células HEK-293 para comprovar a eficiéncia dos lipoplexos preparados.

Os resultados obtidos em células HUVEC demonstram que os lipossomas
cationicos, conhecidos pela sua eficiéncia de transfec¢do, ndo induziram expressao
mensuravel do transgene (Figura 3.7). Em contrapartida, os niveis de transfec¢do
obtidos em células HEK-293 s3ao muito elevados, excluindo assim problemas

relacionados com a eficiéncia das formulagdes catidnicas.
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Figura 3.7- Eficiéncia de transfeccio em células HUVEC e HEK- 293 mediada por
lipoplexos

As células HUVEC e HEK- 293 foram semeadas em placas de 96 pogos com uma densidade de
3500 células por pogo. Apods 24 horas, foram incubadas com lipoplexos preparados a partir de
lipossomas cationicos de DOTAP/CHOL (1/1) (DOTAP/CHOL/ADN), ou com complexos
ternarios compostos por DOTAP/CHOL (1/1), e transferrina (3,5 pg transferrina por nmol de
lipido total) (DOTAP/CHOL/ADN/Tf). As células foram também incubadas com lipoplexos,
preparados a partir de lipossomas catidnicos sensiveis ao pH constituidos por
DOTAP/DOPE/CHEMS (20/6/4) (DOTAP/DOPE/CHEMS/ADN), ou complexos ternarios
preparados a partir de lipossomas de DOTAP/DOPE/CHEMS (20/6/4), contendo transferrina
(3,5 ng transferrina por nmol de lipido total) (DOTAP/DOPE/CHEMS/ADN/TY). A mistura de
ADN com os lipossomas cationicos foi realizada de modo a que a razdo de carga final fosse 3/2.
Adicionalmente, testou-se a eficiéncia de poliplexos constituidos por PEI/ADN preparados na
razdo molar N/P de 38. As células foram incubadas com os diferentes lipoplexos,
correspondendo a uma quantidade de ADN de 0,1 pg por pogo, por um periodo de 4 horas, ¢ 48
horas depois a eficiéncia de transfeccdo foi avaliada por quantificagdo da expressao da B-
galactosidase.

Na tentativa de identificar as causas da aparente falta de permissividade das
cé¢lulas HUVEC a transfeccdo mediada por vectores ndo virais, procurou-se esclarecer
se a auséncia de transfecgao resulta (i) de uma ineficiente entrega de material genético
e/ou (ii) de limitagdes celulares para processar o material genético internalizado.
Relativamente a primeira hipotese, importa referir os estudos de Fisher e
colaboradores'', os quais reportam a utilizagdo de uma formulagio de DOTAP/ADN
(razdo de carga positiva/negativa de 2,3) que resultou na transfeccdo das células
HUVEC, mesmo na presenca de soro (10 % de FBS). Contudo, experiéncias paralelas

realizadas na auséncia de soro revelam um aumento da transfeccdo em 75 vezes,
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indicando o papel relevante do soro na inibicdo da transfec¢do mediada pelos
lipoplexos. Na tentativa de esclarecer as discrepancias entre os resultados obtidos por
estes autores e aqueles aqui apresentados, ¢ importante salientar que a utilizacdo de 20
% de soro nas nossas experiéncias pode ter inviabilizado a transfec¢do, uma vez que,
conforme referido, este ¢ um factor importante na transfeccado mediada por lipoplexos,
ao contrario do verificado para lipossomas direccionados'.

Relativamente a utilizacao de poliplexos de PEI/ADN (N/P 38), uma formulacao
anteriormente utilizada como controlo positivo em experiéncias de transfec¢do em
células HEK-293, a ineficiéncia da transfec¢ao observada (Figura 3.7) contraria os
resultados obtidos por Zaric e colaboradores'®, uma vez que estes autores demonstraram
eficiéncia de transfec¢do em células endoteliais, com poliplexos de PEI/ADN
preparados numa razao de 5/1, utilizando, no entanto, PEI linear de 22 KDa. De acordo
com estes investigadores, a transfec¢do com este polimero foi observada ap6s incubagao
na presenca de soro a 2 % e a 30 %, excluindo este pardmetro como condicionante das
diferencas observadas entre os dois trabalhos. A razdo subjacente a discrepancia de
resultados obtidos pode residir nas diferencgas de peso molecular assim como no grau de
ramificagdo das moléculas de PEI, e ainda na razdo molar N/P utilizada nas duas
aproximacdes experimentais'*'°.

Por outro lado, o trabalho realizado por Kaiser ¢ colaboradores'’ consistiu na
avaliacdo da eficiéncia de transfeccdo de varios agentes comerciais em células HUVEC.
Os autores referem, a semelhanga do que temos vindo a demonstrar, a dificuldade de
transfectar de um modo eficiente células endoteliais primarias. Apesar de tudo,
demonstram transfeccdo numa das condi¢des envolvendo o agente de transfeccao pFx-
7, ainda que associada a elevados niveis de citotoxicidade.

Relativamente a segunda hipotese apresentada, segundo a qual seriam limitagdes
celulares para processar o material genético internalizado a condicionar a eficiéncia de
transfec¢do de células HUVEC, procedeu-se a avaliagdo da eficiéncia de transfeccdo de
lipoplexos na presenca de hidroxiureia (HU). Neste procedimento considerou-se que
promotores fortes, como o promotor do citomegalovirus (pCMYV), apresentam
elementos de ligacdo para factores de transcrigdo, tais como o AMP ciclico e o NF-
kB'®, os quais podem potencialmente promover a activagio do promotor, e
consequentemente a transfec¢do. Assim, especulou-se que a incubagdo de células
endoteliais com hidroxiureia, um composto conhecido por induzir danos no ADN das

, 19 . ~ o~ .
células”, pudesse resultar na activagdo dos factores de transcricdo apropriados,
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estimulando desse modo o processo da transfec¢do. Nesse contexto, apos incubagao das
células com o referido composto, estas foram incubadas com lipoplexos preparados pela
associacdo de ADN a lipossomas de EPOPC/CHOL. Contudo, nestas condi¢des, ndo se
verificou qualquer beneficio na eficiéncia de transfec¢do (Figura 3.8), sugerindo que a
activacdo das vias de reparacdo do ADN induzida pela HU ndo interferem na

transfec¢do mediada por este tipo de vector plasmidico, nas condi¢des descritas.

0.6+
@+ HU

0.5+ C-HU
0.4

0.2
0.1+

0 ) — —
EPOPC/CHOL/ADN HBS

Expressao de - galactosidase

Figura 3.8- Eficiéncia de transfeccio em células HUVEC mediada por lipoplexos na
presenca de hidroxiureia

Células HUVEC foram semeadas em placas de 96 pocos com uma densidade de 3500 células
por poco, e 12 horas depois incubadas com hidroxiureia na concentragdo de 1 mM por um
periodo de 12 horas. Apos esse periodo, as células foram incubadas com lipoplexos (0,5 pg de
ADN por poco) preparados a partir de lipossomas catiénicos (EPOPC/CHOL (1/1))
(EPOPC/CHOL/ADN), na razao de carga de 3/2. A incubagao foi realizada por um periodo de 4
horas ¢ a eficiéncia de transfecgdo foi avaliada 48 horas depois por quantificagdo da expressdo
da B-galactosidase.

No seu conjunto, os resultados obtidos sugerem que as células endoteliais ndo
sdo permissivas a transfeccdo por plasmideos de ADN. Como tal, a luz dos nossos
resultados, a aplicacdo de protocolos de terapia génica as células endoteliais mediada
por vectores ndo virais, encontra-se limitada pelos baixos valores de expressdo do
transgene, ou, quando a transfeccdo ¢ bem sucedida, pelos elevados valores de
citotoxicidade verificados, tal como observado por outros autores'’.

Atendendo a importancia estratégica da entrega de transgenes a células
endoteliais como forma de implementar novas abordagens terapéuticas para um nimero
alargado de patologias, e face as limitagdes reportadas neste capitulo relativamente ao
uso de vectores ndo virais, urge encontrar solucdes alternativas. A alternativa
considerada, implica tentar conjugar as vantagens reconhecidas simultaneamente aos

lipossomas direccionados desenvolvidos neste trabalho, com inequivoca especificidade
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de interaccdo com cé¢lulas endoteliais activadas, e aos vectores virais, 0s quais

apresentam elevada eficiéncia de transducdo em varios tipos celulares.
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CAPITULO 4

4.1. Introducao

Os resultados descritos nos Capitulos 2 e 3 desta dissertacao foram cruciais, uma
vez que forneceram pistas sobre dois pardmetros condicionantes da eficiéncia de
transfec¢do dos sistemas desenvolvidos. Assim, os resultados reportados no Capitulo 2
indicaram que, apesar de se terem obtido elevados niveis de associa¢dao de poliplexos a
lipossomas, a baixa extensdo de associagdo celular observada com os lipopoliplexos
(LPPX) direccionados pode ter limitado a quantidade de ADN entregue as cé€lulas alvo,
comprometendo deste modo a expressdo do transgene. Adicionalmente, a luz dos
resultados descritos no Capitulo 3, a aplicacdo de protocolos de terapia génica em
células endoteliais, mediada por vectores nao virais, parece encontrar-se limitada pela
falta de permissividade destas células face a transfeccdo mediada por plasmideos. De
um modo geral, pode considerar-se que a permissividade celular depende de dois
conjuntos de factores. Um desses conjuntos engloba todas as condicionantes que levam
ao impedimento da entrada do transportador do transgene nas células alvo, enquanto o
outro se relaciona com as limitagdes que podem ocorrer no processamento do transgene
apos entrada deste na célula. Contudo, a elevada extensdo de associagdo celular mediada
pelos imunolipossomas descritos no Capitulo 3, juntamente com a andlise de varios
sistemas cationicos considerados de um modo geral eficientes na entrega de plasmideo
as células, sugere que a falta de permissividade observada nas células endoteliais seja
consequéncia do processamento do transgene apos entrada deste na célula alvo.

Na tentativa de ultrapassar esta limitagdo, considerou-se que a causa da
ineficiéncia de expressdo do transgene pudesse residir também na natureza do vector
transportado pelos lipossomas, e consequentemente entregue as células. Nesse sentido,
optou-se por substituir os vectores plasmidicos por vectores virais, reconhecidos pela
elevada eficiéncia em transduzir uma grande variedade de células. A hipotese colocada
neste trabalho foi a de que a encapsulacdo de vectores virais adeno-associados em
lipossomas induziria elevados niveis de expressdo do transgene nas células, como
consequéncia da eficiéncia dos vectores virais e, simultaneamente, que essa expressao
ocorreria especificamente em células alvo, como consequéncia da entrega dos vectores
virais mediada pelos lipossomas direccionados.

Dos vectores virais disponiveis, a escolha recaiu sobre os vectores virais adeno-
associados (rAAV). Estes vectores, cuja utilizacdo em protocolos envolvendo terapia

génica ¢ cada vez mais frequente, t€ém vindo a demonstrar eficiéncia de transdu¢do em
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varios 6rgdos, como por exemplo em pulmao', misculo™, cérebro®, espinal-medula’’

e figado'’.
Os virus adeno-associados (AAV), representados na Figura 4.1, ndo apresentam
involucro, e sdo caracterizados por possuirem uma capside icosaédrica, no interior da

qual se encontra o genoma constituido por uma molécula de ADN de cadeia simples'".

Figura 4.1- Representacdo de um virus adeno-associado
Adaptado de imagem do site da Internet http://researchnews.osu.edu/archive/newvect. htm

Estes virus apresentam um ciclo de vida bifasico, verificando-se numa primeira
fase a entrada na célula hospedeira e no respectivo nticleo, e a posterior transformagao
do ADN viral de cadeia simples em cadeia dupla. Na auséncia de virus com fungdes
auxiliares, o ADN dos AAV ¢ integrado no genoma do hospedeiro e assim se mantém
numa forma latente, até que se retnam as condigdes necessarias para que o ciclo de
replicagdo viral se complete. A segunda fase do ciclo ¢ desencadeada pela presenca de
um virus adjuvante, verificando-se um processo de replicagdo activo do genoma do
AAYV, durante o qual as proteinas da capside e 0 ADN sdo empacadas, ainda dentro do
nucleo da célula'?. Estes virus ndo possuem capacidade litica, e a sua saida das células
infectadas depende como tal da actividade litica do virus adjuvante''. Os AAV estio
assim classificados num género de nome Dependovirus devido a dependéncia que
apresentam em relacdo a infec¢do por parte de outros virus, para que o ciclo produtivo
se complete''. Este género esta incluido na familia Parvoviridae, a qual é caracterizada
por virus de pequeno tamanho, apresentando, no caso especifico dos AAV, um didmetro
compreendido entre 18 e 25 nm. As fungdes auxiliares acima referidas podem ser
desempenhadas por varios tipos de virus, de entre os quais se salientam os adenovirus,

13,14

os virus Herpes simplex e também os citomegalovirus'>. Foram ja isolados 11

16-19

serotipos de AAV 7, todos eles apresentando uma estrutura semelhante, assim como

tamanho e organizagdo de genoma, mais concretamente, estrutura e localizacdo de
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ORFs (open reading frames), promotores, intrdes e locais de poliadenilagdo'’. De todos
os AAYV isolados, o serotipo 2 ¢ sem divida o mais estudado. O seu genoma apresenta
um tamanho de 4,7 Kb e contém 2 ORFs, que codificam quatro proteinas reguladoras
(proteinas Rep), e trés proteinas estruturais (proteinas Cap)***'. O genoma dos AAV
encontra-se flanqueado por 2 ITR (inverted terminal repeats), que apresentam uma
estrutura em hairpin, resultante do emparelhamento de bases. As sequéncias reguladoras
contidas nas ITRs, requeridas pelos virus para completar o seu ciclo de vida, incluem a
origem de replicagdo do genoma, o local de resolucdo terminal e os sinais de
empacamento ¢ de integragdo. As duas proteinas Rep mais importantes, Rep78 ¢ Rep68
estdo envolvidas na excisio do genoma viral, na replicacio e integracio”” e também na
regulagio da expressdo dos genes virais a partir dos promotores™*. As proteinas Rep52
e Rep40 estdo envolvidas no empacamento do ADN de cadeia simples (ssADN)
replicado™. A ORF Cap ¢ iniciada pelo promotor p40 e codifica as 3 proteinas
estruturais da capside, VP1, VP2 e VP3'!,

Os AAV apresentam a propriedade unica de integrar num local especifico do
genoma humano, o que tem sido descrito extensivamente para os AAV,***’. Contudo a
manipulag¢do genética aplicada aos vectores virais conduz a perda dessa propensdo. Na
preparagao dos varios serotipos dos vectores virais adeno-associados mantém-se sempre
as sequéncias ITR dos AAV, alterando apenas as capsides, de acordo com o serotipo
que se pretende preparar''. Considera-se que quando os rAAV sdo utilizados com a
funcdo de transduzir células, uma parte significativa da expressao resulta de genomas
virais extracromossOmicos que persistem como epissomas lineares ou circulares de

28,29

cadeia dupla™", ocorrendo frequentemente a formag¢do de concatdmeros de elevado

peso molecular, resultantes de eventos de recombinacdo intra e intermolecular entre
varios genomas virais®>'.

Tal como referido anteriormente, estes vectores sdo extremamente eficientes a
transduzir varios tipo de células, eficiéncia esta que resultou do aperfeicoamento a que
os virus t€m sido sujeitos ao longo de milhares de anos. No entanto, apesar das
vantagens de eficiéncia associadas a estes vectores, o seu tropismo celular varia, entre
outros factores, em funcdo dos receptores celulares com os quais interagem. Os
proteoglicanos de sulfato de heparano sdo os principais receptores dos AAV,, enquanto
que o receptor-1 do FGF (factor de crescimento de fibroblastos) e as integrinas av35

. 32 & . . . .
constituem os co-receptores™. E importante salientar contudo, que diferentes serotipos

parecem utilizar receptores celulares diferentes.
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No sentido de promover a interac¢do eficiente deste tipo de vectores virais com
determinado tipo de células alvo tém sido testadas duas estratégias distintas: uma
implica a utilizacdo de compostos bi-especificos, ou seja, compostos que apresentam
especificidade tanto para as proteinas das capsides dos AAV, como para os receptores
celulares para os quais se pretende fazer o direccionamento®, enquanto que a outra
estratégia implica a manipulago genética das proteinas da capside viral**. A aplicagio
desta ultima abordagem, realizada com o objectivo de promover o tropismo de AAV
para células endoteliais, veio levantar ainda mais controvérsia sobre os mecanismos
subjacentes a transducao destas células pelos vectores virais adeno-associados. Assim, ¢
apesar de ser bastante consensual que a capacidade de transdu¢do mediada pelos TAAV

, . : 32,35
em células endoteliais ¢ baixa ou praticamente nula™

, a manipulacdo genética das
proteinas da capside viral permitiu a seleccdo de um vector mutado que, contrariamente
ao vector original, evidenciou eficiéncia na transdugdo de células endoteliais™. Este
resultado indica que a ineficiéncia destes vectores em células endoteliais podera ocorrer
como consequéncia de limitagdes na sua internalizagdo celular. Com base nestes
resultados, considerou-se que o plano de trabalho adoptado neste capitulo, que inclui a
encapsulacdo de rAAV em lipossomas direccionados, poderia permitir ultrapassar a
hipotética barreira da sua entrada em células endoteliais.

Para além das vantagens referidas, a encapsulacdo dos rAAV em lipossomas
podera proporcionar a administracdo destes vectores a individuos que apresentem
anticorpos especificos desenvolvidos contra o virus. Estima-se que 70 a 80 % da
populacdo ja foi exposta a um evento infeccioso por AAV>’, apesar de ndo existirem
efeitos clinicos graves associados com a infec¢do em humanos, o que se deve em parte a
fraca resposta imunitaria inata que desencadeiam. Paralelamente, a administragdo de
AAYV recombinantes, ndo obstante a remogao das sequéncias virais do genoma, também
induz uma resposta imunitaria que envolve a produgdo de anticorpos contra as proteinas
da capside, impedindo a expressio do transgene apos readministragio’’. Assim, e apesar
dos rAAV induzirem uma expressdo do transgene a longo prazo, a qual ¢ compativel
com uma administragdo unica dos vectores, os dados apresentados sugerem que a
preexisténcia de anticorpos podera constituir uma barreira importante logo na primeira
administragdo. Le e colaboradores®® demonstraram que a conjugagio de moléculas de
PEG as proteinas da capside de AAV recombinantes ¢ um procedimento eficiente na

protecgdo dos vectores virais contra anticorpos preexistentes, quer in vivo quer in vitro,
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para além de permitir protegé-los contra a neutralizagdo mediada pelas proteinas do
SOro0.

No seu conjunto, o trabalho apresentado neste capitulo teve como principal
objectivo avaliar se a encapsulagdo de rAAV em lipossomas direccionados resulta na
transducdo especifica em células alvo. No caso especifico das células endoteliais, esta
abordagem permitird fornecer novos dados no sentido de determinar se a limitagcdo da
transducdo relativamente aos rAAV se deve ao impedimento destes em entrar nas
células, ou se ¢ consequéncia de limitacdes que se manifestam apds estes serem
internalizados.

Para avaliar estas hipdteses, numa fase inicial optou-se pela encapsulacdo de
rAAV em lipossomas direccionados para receptores de transferrina e subsequente
avaliacdo da eficiéncia de transdugdo utilizando células HEK-293. Sdo trés as razdes
que justificam esta op¢do. A primeira razdo prende-se com a utilizagdo de um tipo
celular onde os rAAV sao eficientes (HEK-293) para posteriormente comparar os
resultados observados com os obtidos em culturas primdrias de células endoteliais onde
estes tém demonstrado ser ineficientes (HUVEC). Deste modo, através desta
comparag¢do, ¢ potencialmente mais facil apurar mecanismos limitativos da eficiéncia da
formulacao, assim como esclarecer mecanismos subjacentes a transdugdao mediada por
rAAV. A segunda razdo prende-se com possiveis optimizacdes que tenham de ser
realizadas, as quais, por uma questdo de gestdo de recursos, serdo preferencialmente
aplicadas no modelo celular utilizando as células HEK-293. Finalmente, qualquer
resultado positivo obtido com este modelo permitird a extrapolagdo para terapia génica
aplicada a cancro, uma vez que as c¢lulas tumorais, a semelhanga das células HEK-293,

apresentam normalmente elevada expressao de receptores de transferrina.

4.2. Materiais e métodos

4.2.1.  Quantificacdo de rAAV

No sentido de preparar as amostras para a quantificagdo do ADN viral pela
técnica de PCR quantitativo, os TAAV encapsulados em lipossomas ou livres (ndo
encapsulados em lipossomas), foram incubados com ADNase para destruir moléculas

de ADN contaminantes. De seguida, procedeu-se a incubagdo com uma solucdo de
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proteinase K preparada em tampao de lise, com objectivo de destruir os lipossomas e a
capside proteica dos rAAV. Este procedimento permitiu a exposi¢do do genoma viral, o
qual fica assim disponivel para amplificagdo pela enzima polimerase. No processo de
amplificacdo utilizaram-se primers ¢ uma sonda FAM (N-(3-fluorantill)maleimida),
ambos desenhados para a regido CMV do genoma viral, os quais foram adquiridos da
Sigma Genosys, juntamente com o kit JumpStart 7ag ReadyMix contendo a polimerase
e os nucleotidos, tendo as reac¢des de PCR sido efectuadas num aparelho ABI Prism
7000 (Applied Biosystems).

Em teoria, existe uma desvantagem associada a utilizagdo do protocolo
associado a sonda FAM para quantificacdo de genomas de rAAV encapsulados em
lipossomas marcados com Rh-PE, ja que esta sonda e a rodamina podem apresentar
espectros de fluorescéncia sobreponiveis, dificultando a utilizagdo deste método para
quantificagdo do ADN viral. Com o objectivo de testar a influéncia da Rh-PE no
processo de quantificagdo envolvendo a sonda FAM, os genomas de rAAV foram
quantificados na presenca de lipossomas marcados ou ndo com Rh-PE. Os resultados
obtidos demonstram a auséncia de qualquer influéncia da presenca de lipossomas
marcados com Rh-PE na quantificacio de genomas virais, o que ¢ reflectido pela
sobreposi¢do das duas curvas padrao obtidas na presenca de lipossomas preparados com

ou sem Rh-PE (Figura 4.2).
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Figura 4.2- Quantificacdo de ADN viral na presenca de lipossomas preparados com e sem
Rh-PE

A influéncia do EDTA na reaccdo de PCR também foi testada, uma vez que ¢
conhecido que elevadas concentragdes deste composto sdo responsaveis pela inibicao da

actividade enzimadtica da polimerase. Deste modo, obtiveram-se duas curvas padrdo
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idénticas, uma na presenca e outra na auséncia de EDTA, em concentragdao idéntica a
utilizada na preparacdo de lipossomas. Os resultados apresentados na Figura 4.3
demonstram que o EDTA, na referida concentrag¢do, ndo interfere com o processo de

quantificagdo dos genomas.
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Figura 4.3- Quantificacdo de ADN plasmidico na presenca e auséncia de EDTA

4.2.2. Métodos de purificagdo de lipossomas direccionados

encapsulando rAAV

Apos encapsulagdo de rAAV em lipossomas, € essencial remover os vectores
nao encapsulados. Para tal, o primeiro método avaliado foi a cromatografia de exclusdo
molecular, utilizada nos Capitulos 2 e 3 para purificagdo de lipopoliplexos. No caso
particular da determinagdo da eficiéncia desta técnica na purificagdo de lipossomas
(separagao de lipossomas encapsulando rAAV de rAAV livres), procedeu-se a eluicdao
de uma solugdo contendo rAAV numa concentracdo de 10" genomas de AAV/mL (0,5
mL) através de uma coluna de Sefarose CL-4B, previamente equilibrada com PBS. As
fracgoes eluidas foram sujeitas a quantificagao pela técnica de PCR referida.

Adicionalmente, avaliou-se a eficiéncia da cromatografia de afinidade,
utilizando colunas contendo heparina. A heparina ¢ um glicosaminoglicano que se
encontra normalmente ligado a um ntcleo proteico formando os proteoglicanos, a
semelhanca do sulfato de heparano, um outro glicosaminoglicano que conforme referido
na sec¢ao “Introducao” deste capitulo constitui um dos receptores da superficie celular
para ligagio de AAVs™. Este principio tem sido utilizado na purificagio dos rAAV a
partir dos extractos celulares onde sdo produzidos. A elui¢do de extractos contendo

AAV, através de colunas de heparina, utilizando solugdes com uma baixa forca idnica,
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permite a interac¢ao do AAV com a heparina, interac¢do esta que deixa de ocorrer na
presenca de solugdes com forgas ionicas mais elevadas. Assim, neste trabalho, o
protocolo apresentado por Zolotokhin e colaboradores™ foi adaptado & purificagio de
lipossomas. A coluna (Sigma) foi empacada com Heparina Tipo I (Sigma) e equilibrada
com PBS contendo cloreto de so6dio na concentracdo de 0,1 M. A eluicdo dos
lipossomas foi realizada com o tampao referido, e a subsequente eluicdo dos rAAV nido
encapsulados, ligados a heparina, foi efectuada com PBS contendo cloreto de sodio na
concentragdo de 1 M.

A purificacdo dos lipossomas foi igualmente testada pela técnica envolvendo
separacao por gradiente de Ficoll. Para tal, misturou-se uma solugdo de Ficoll 400
(Sigma) a 30 % (1,5 mL) com a solugdo contendo os lipossomas a purificar (0,5 mL), de
modo a obter uma solu¢do de Ficoll com a concentragdo final de 20 %. Essa mistura foi
colocada num tubo de ultra-centrifugagdo (Beckman), no topo da qual se aplicou
cuidadosamente um volume de 3 mL de uma solucdo de Ficoll a 10 %, seguindo-se a
adi¢do de 1 mL de HBS (tampao HEPES). As amostras foram sujeitas a ultra-
centrifugacdo (ultra-centrifuga Beckman) a 100000 g durante 30 minutos e a 4 °C. No
caso particular da avaliagdo da eficiéncia desta técnica na purificagdo de lipossomas, a
solucao de Ficoll a 30 % foi misturada com 0,5 mL de uma solu¢do contendo rAAV
(10" rAAV/mL) e, apds ultra-centrifugagdo, procedeu-se a quantificagio da

concentra¢cdo de genomas virais em cada uma das frac¢des, por PCR quantitativo.

4.2.3.  Determinacao da eficiéncia de encapsulacao

No caso particular de rAAV encapsulados em lipossomas, a técnica de PCR
anteriormente referida permite determinar o numero de genomas associados aos
lipossomas, possibilitando, juntamente com a quantificagdo de lipido, o célculo da
eficiéncia de encapsulagdo. Deste modo, a eficiéncia de encapsulacdo, referida nos
capitulos anteriores como eficiéncia de associagdo, foi determinada por um método
semelhante ao descrito na seccdo de “Materiais ¢ métodos” do Capitulo 2 desta
dissertacdo (subseccao 2.2.7.3), diferindo apenas na técnica utilizada para quantificar o
material genético, a qual se encontra descrita na subsecc¢do 4.2.1 deste capitulo. Foram
avaliadas duas concentragdes de lipido (4 e 8 mM) e duas concentragdes iniciais de
vectores virais (1 x 10'%¢ 2,5 x 10" AAV/mL), tendo-se seleccionado as concentracdes

de 4 mM de lipido e de 1 x 10'° de AAV/mL para prosseguir o trabalho.
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4.2.4.  Preparagdo de lipossomas direccionados contendo rAAV

Os lipossomas foram preparados de acordo com o procedimento descrito no
Capitulo 2, no caso de lipossomas direccionados para receptores de transferrina, ou de
acordo com o procedimento apresentado no Capitulo 3, no caso da preparagdo de
imunolipossomas direccionados para a E-selectina. A principal diferenca a destacar
reside no processo de purificagdo dos lipossomas para remocao de material genético ndo
encapsulado, o qual passou a ser efectuado pela técnica envolvendo o gradiente de
Ficoll, em substituicao da cromatografia de exclusdo molecular recorrendo a colunas de
Sefarose. Para além disso, o passo de concentracdo de lipossomas por ultra-

centrifugac¢do, efectuado apos purificacdo dos lipossomas, foi também eliminado.

4.2.5.  Preparagdo de misturas de lipossomas e de rAAV

Os lipossomas foram preparados por hidratagdo do respectivo filme lipidico,
com uma solu¢do de HBS a pH 7.4, de modo a obter uma concentracao final de 5 mM
em lipido total. Os lipossomas foram depois extrudidos utilizando um extrusor contendo
membranas de policarbonato com poros de didmetro de 200 nm. Apds extrusdo,
procedeu-se a quantificagdo do colesterol pelo método referido na seccido de “Materiais
e métodos” do Capitulo 2 desta dissertagdo. Com base nessa concentragdo prepararam-
se os complexos, de modo a obter a razdo n° de genomas por umol de lipido referida em
cada experiéncia.

Os lipossomas catidonicos foram preparados com DOTAP/CHOL, numa razio
molar de 1/1, ou com EPOPC/CHOL numa razao molar de 1/1. No caso de lipossomas
cationicos sensiveis ao pH utilizou-se a composi¢ao lipidica DOTAP/DOPE/CHEMS na
razao molar de 20/6/4. Os lipossomas de carga negativa foram preparados com
PI/EPC/DOPE/CHOL na razdo molar de 3/2/3/2, e os lipossomas de carga negativa e
sensiveis ao pH foram preparados com DOPE/CHEMS na razdo molar de 6/4. As
proteinas adjuvantes (albumina sérica humana (HSA) no caso da formulagdo constituida
por EPOPC/CHOL, ou holo-transferrina humana (Tf) em todas as outras formulacdes)
sempre que utilizadas, foram incubadas directamente com os lipossomas na razao de 3,5

mg de proteina por umol de lipido total, e s6 depois incubadas com os rAAV.
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4.2.6.  Culturas celulares

A cultura das células HEK-293 foi efectuada de acordo com o procedimento
descrito na sec¢do de “Materiais e métodos” do Capitulo 2. As células HUVEC foram
mantidas em cultura de acordo com o procedimento descrito na sec¢ao de “Materiais e

métodos” do Capitulo 3.

4.2.7.  Associagdo celular de lipossomas direccionados

Os lipossomas direccionados foram preparados conforme descrito anteriormente,
procedendo-se no final a quantificacdo de colesterol. Estes lipossomas foram incubados
com as cé¢lulas HEK-293 e HUVEC.

As células HEK-293 foram semeadas em laminas de 8 pocgos, previamente
revestidas com polilisina. Apds 24 horas, as células foram incubadas com os lipossomas
marcados com Rh-PE, direccionados para receptores da transferrina, numa concentragio
de 300 uM em lipido. Apds um periodo de 4 horas, as células foram lavadas com PBS,
fixadas durante 20 minutos com PFA a 4 %, o qual foi finalmente desactivado com uma
solucao de glicina na concentragao 0,1 M. As laminas foram novamente lavadas com
PBS e finalmente preparadas com o meio de montagem VectaShield contendo DAPI.
As células foram analisadas por microscopia confocal, utilizando um microscopio
confocal Axiovert 100M e uma objectiva de 63X de imersao em 6leo.

No caso das células HUVEC, seguiu-se o procedimento descrito em “Estudos de
associacdo celular” na sec¢do de “Materiais e métodos” do Capitulo 3 desta dissertacao,

referentes a analise da associacdo celular de imunolipossomas por citometria de fluxo.

4.2.8. Estudos de transducao

Para andlise da eficiéncia de transdug¢do mediada por lipossomas direccionados,
os procedimentos seguidos encontram-se descritos no Capitulo 2 (subsec¢ao 2.2.21), no
caso de lipossomas direccionados para a transferrina, e no Capitulo 3 (subsecc¢do 3.2.9),
no caso de imunolipossomas direccionados para a E-selectina.

Para testar a influéncia da temperatura na actividade dos rAAV, procedeu-se a
descongelagdo dos rAAV que foram entdo mantidos a 4 °C, ou a temperatura ambiente,
durante o mesmo periodo de tempo que o utilizado na preparacio de TAAV
encapsulados em lipossomas direccionados. Apds esse periodo, os rAAV foram

incubados com as células HEK-293, previamente semeadas em placas de 96 pocos, com
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uma densidade de 3500 células por pogco. Como controlo, as células foram igualmente
incubadas com rAAV numa razdo de 1000 genomas por célula, imediatamente
descongelados imediatamente antes da sua utilizagdo. Apds 4 horas de incubagdo, o
meio de cultura foi substituido por meio novo, e 48 horas depois as células foram
lavadas e lisadas para posterior analise da eficiéncia de transdugao.

As misturas de lipossomas e rAAV foram preparadas conforme descrito
anteriormente e incubadas com as células HEK-293 e HUVEC, previamente semeadas
em placas de 96 pocos, numa densidade de 3500 células por pogo. A incubagdo foi
efectuada durante 4 horas, com uma quantidade de lipossomas variavel, dependendo da
razao de rAAV pretendida (n° de genomas virais por célula). Apos 48 horas, as células
foram lavadas e lisadas para andlise da eficiéncia de transducao.

Com o objectivo de testar a eficiéncia dos diversos serotipos em células
HUVEC, estas foram semeadas em placas de 24 pogos, com uma densidade de 10000
células por pogo. Apos 12 horas, as células foram incubadas com hidroxiureia (HU)
(Calbiochem-Novabiochem Corporation), um composto capaz de induzir danos no
ADN celular, promovendo deste modo a transducdo mediada por rAAV. A HU foi
incubada com as células na concentracdo de 1 mM, durante 12 horas. Apds esse
periodo, o meio de cultura foi substituido por meio novo, e os diferentes serotipos de
rAAV, assim como misturas de lipossomas com rAAV, foram incubados com as células
na razdo de 20000 genomas por célula durante 4 horas, tendo a quantificacdo da [3-

galactosidase sido efectuada 48 horas depois.

4.2.9.  Quantificacao da expressao da [3-galactosidase

A expressao da (-galactosidase foi determinada conforme descrito na seccao de

“Materiais e métodos” do Capitulo 2.

4.2.10. Associagdo celular de genomas virais

Para determinar o niumero de genomas associados as células HEK-293, estas
foram semeadas em placas de 6 pocos, com uma densidade de 30000 células por pogo.
As misturas de lipossomas com rAAV a incubar com as células foram preparadas com
lipossomas de carga negativa, constituidos por PI/EPC/DOPE/CHOL, com lipossomas
cationicos compostos por EPOPC/CHOL e com lipossomas sensiveis ao pH compostos

por DOPE/CHEMS, na presenca ou auséncia de proteinas adjuvantes, conforme descrito

167



CAPITULO 4

anteriormente na preparacao destas misturas, descrita na subseccao 4.2.5. As misturas
foram preparadas na razio de 10° genomas de AAV por pmol de lipido total, tendo-se
procedido entdo a sua incubagdo com as células numa razao de 45000 AAV por célula,
durante 4 horas. Apds esse periodo, as células foram lavadas com PBS e lisadas. Por
fim, os lisados foram centrifugados a 20800 g durante 20 minutos a uma temperatura de
4 °C e, finalmente, o sobrenadante foi submetido a quantificacdo pela técnica de PCR

anteriormente descrita.

4.3. Resultados

43.1. Optimizagdo de factores criticos relacionados com a
encapsulacdo de rAAV em lipossomas

4.3.1.1. Desenvolvimento de métodos de purificacio de lipossomas
contendo rAAV

O protocolo de encapsulagao de TAAV em lipossomas direccionados seguiu
principios idénticos aos aplicados na preparacdo de lipossomas contendo poliplexos.
Assim, e na sequéncia desse protocolo, comecou-se por aplicar a cromatografia de
exclusdo molecular aos rAAV livres, com o objectivo de averiguar a eficacia deste
método na posterior remogao de rAAVs nao encapsulados. Os resultados ilustrados na
Figura 4.4 indicam, no entanto, que os rAAV livres sdo maioritariamente eluidos em
fracgdes proximas da eluicdo com lipossomas (fraccdes 7, 8 e 9), de modo que a
utilizagdo deste método de separagdo dos rAAV apresenta riscos de contaminagdo dos

lipossomas com rAAV nao encapsulados.
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Figura 4.4- Purificacio de lipossomas por cromatografia de exclusio molecular

Solugdes de PBS contendo rAAV numa concentragio de 10'' genomas de AAV/mL foram
eluidas através de uma coluna de Sefarose CL-4B, previamente equilibrada com PBS. As
fracg¢des eluidas (0,5 mL) foram sujeitas a analise pela técnica de PCR quantitativo, recorrendo
ao instrumento ABI Prism 7000, tendo-se utilizado primers ¢ uma sonda (FAM) desenhados
para o promotor CMV.

Com base nos dados disponiveis na literatura, analisaram-se dois métodos
alternativos de purificagdo de lipossomas. Um dos métodos baseia-se na separagdo por
cromatografia de afinidade a heparina®, e o outro método baseia-se na separagdo por
gradiente de Ficoll’'. De acordo com os resultados obtidos por Zolotokhin e
colaboradores®, dos varios tipos de heparinas testados, a Heparina-agarose Tipo I foi a
que apresentou resultados mais interessantes no que respeita a separacdo de AAV e
posterior recuperacdo. Apesar da logica subjacente a esta técnica, os lipossomas
direccionados para a transferrina, purificados por este processo, evidenciaram um perfil
atipico de associagdo as células alvo, inviabilizando este procedimento como processo
de purificagdo de lipossomas. Uma desvantagem adicional deste procedimento baseia-se
na particularidade de se aplicar exclusivamente a AAV com afinidade para a heparina,
como o serotipo 2.

A avaliagdo do método de purificagdo por gradiente de Ficoll surgiu da
necessidade de identificar um método alternativo aos métodos analisados, que pudesse
ser aplicado de um modo mais abrangente aos varios serotipos. Este processo tem sido
descrito para remogio de ADN ndo encapsulado em lipossomas*'. De acordo com este
método, o ADN livre fica retido na fraccdo correspondente a maior concentragao de
Ficoll (20 %). Paralelamente, espera-se que os rAAV fiquem retidos nessa mesma

fracgdo, uma vez que a sua densidade (1,41)"7 é superior a da solugio contendo 20 % de
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Ficoll. Pelo contrario, os lipossomas migram para a interface HBS/Ficoll 10 %,

conforme se pode observar no esquema da Figura 4.5.
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Figura 4.5- Purificacio de lipossomas por gradiente de Ficoll

Um volume de 0,5 mL de uma solugdo contendo 1 x 10" AAV/mL foi misturado com um
volume de 1 mL de Ficoll a 30 %, originando uma solug@o de Ficoll a 20 %. No topo desta
fraccdo colocaram-se 3 mL de uma solugdo de Ficoll a 10 %, e no topo desta 1 mL de PBS.
Ap0s ultra-centrifugacéo a 100000 g, as diversas fracgdes foram analisadas pela técnica de PCR
quantitativo, utilizando primers e uma sonda (FAM) desenhados para o promotor CMV. No
processo de quantificacao foi utilizado o aparelho ABI Prism 7000.

Os resultados obtidos demonstram que aproximadamente 85 % dos genomas de
rAAV se mantém na frac¢do correspondendo a solugdo que contém 20 % de Ficoll, ao
passo que os lipossomas migram para a interface entre o HBS e a fraccdo
correspondendo a solugdo a 10 % de Ficoll, evidenciando que este processo de
purificagdo ¢ eficiente na separacdo de rAAV ndo encapsulados dos lipossomas

contendo rAAYV.

4.3.1.2. Determinacio da eficiéncia de encapsulacio

A eficiéncia de encapsulacdo de AAV, em lipossomas foi determinada pela técnica
de PCR quantitativo. Na tentativa de optimizar os valores da eficiéncia de encapsulagao,
testaram-se duas concentragdes diferentes de lipido. Assim, a preparagao de lipossomas
partindo de uma concentragio inicial de 4 mM de lipido ¢ de 10" AAV/mL, resultou
numa eficiéncia de encapsulagdo de 1,1 % (Figura 4.6). O aumento da concentracdo de
lipido para 8 mM, mantendo constante a concentracdo dos rAAV, assim como o
aumento da concentracdo do lipido acompanhado do aumento da concentracdo das

particulas virais para 2,5 x 10" AAV/mL, ndo resultou numa variacio acentuada da
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eficiéncia de encapsulagdo (Figura 4.6). Os baixos valores da eficiéncia de encapsulacao
ndo sdo surpreendentes, sendo consequéncia do processo de encapsulagdo passivo
utilizado. A utilizagdo de estratégias que usualmente promovem a encapsulacdo de
compostos, tal como o congelamento/descongelamento é contudo desaconselhdvel, uma

vez que conduzem a perda de actividade dos rAAV.
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Figura 4.6- Eficiéncia de encapsulacio em funcao das concentragdes iniciais de lipido e de
AAV

Os filmes lipidicos foram hidratados com 0,5 mL de uma solu¢do contendo rAAV em
concentragdes de 1 x 10", e 2,5 x 10" genomas de rAAV/mL. Os filmes lipidicos foram
preparados de tal modo que a concentracdo final de lipido fosse de 4 ou de 8 mM. Apos
extrusdo por membranas com poro de 200 nm, os rAAV n@o encapsulados foram removidos por
centrifugacdo em gradiente de Ficoll. As amostras resultantes foram analisadas em termos de
quantidade de lipido e de genomas de rAAV. Esta analise foi também efectuada nas amostras
logo apo6s hidratagdo do filme lipidico. A eficiéncia de encapsulacgdo foi determinada em fungéo
destes valores.

As experiéncias subsequentes foram efectuadas com as concentracdes de 4 mM de

lipido e de 1 x 10'° de AAV/mL.

4.3.2.  Eficiéncia de transducdo de lipossomas contendo rAAV,
direccionados para o receptor da transferrina

4.3.2.1. Associacao celular mediada por lipossomas direccionados
Ap6s identificacdo da técnica mais apropriada para purificacdo dos lipossomas
contendo rAAV, prosseguiu-se para a avaliacdo da eficiéncia de associacdo celular de
lipossomas direccionados para receptores da transferrina. Nestas experiéncias
utilizaram-se células HEK-293, conhecidas por expressarem receptores para a

transferrina. Os resultados obtidos por microscopia confocal comprovam que a presenca
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de transferrina acoplada aos lipossomas permite aumentar a associacao destes as células

(Figura 4.7).

Figura 4.7- Associacio celular de lipossomas contendo rAAV direccionados para
receptores da transferrina

Os lipossomas, previamente marcados com Rh-PE e contendo rAAV, foram preparados na
concentracdo de 4 mM e incubados na concentracdo de lipido de 300 uM, durante 4 horas com
células HEK-293. (A) Células incubadas com lipossomas nao direccionados; (B) Células
incubadas com lipossomas direccionados para o receptor da transferrina. Das imagens A; e By
seleccionou-se uma célula, utilizando o Softaware associado ao microscopio, a qual se encontra
ampliada em A, e B,, respectivamente. As imagens foram adquiridas utilizando um microscopio
confocal Axiovert 100M e uma objectiva de 63x.

Estes resultados sdo semelhantes aos apresentados no Capitulo 2 desta
dissertagdo, referentes a lipossomas vazios conjugados com transferrina, demonstrando
que o processo de encapsulacao utilizado ndo interfere na extensdo de associagao celular
de lipossomas, facto que evidencia a auséncia de rAAV adsorvidos a superficie dos
lipossomas. A observagdo das células permite identificar lipossomas ligados a
membrana plasmatica, mas também no citoplasma, verificando-se ainda acumulagao de

lipido na regido perinuclear.

4.3.2.2. Estudos de transducao
Apesar dos resultados de associacdo celular indicarem que os lipossomas
direccionados, contendo AAV, s3o internalizados pelas células HEK-293, estes
lipossomas ndo demonstraram eficiéncia de transdugao (Figura 4.8). Contudo, os TAAV

incubados com as células na mesma razdo de rAAV (150 AAV por célula) induziram
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expressdao do transgene, apesar de baixa, em consequéncia da baixa concentragdo de
rAAV. A concentragdo de vectores utilizada para transduzir as células encontra-se
limitada pelos baixos valores obtidos para a eficiéncia de encapsulagdo. Os complexos
terndrios compostos por DOTAP/CHOL/Tf/ADN, utilizados como controlo positivo,
foram incubados com as células HEK-293 numa razio de 2,7 x 10’ plasmideos por
célula (0,5 png ADN por pogo), resultando numa elevada expressao do transgene, o que

comprova que as c¢lulas se encontram funcionais.
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Figura 4.8- Actividade de transducio mediada por lipossomas contendo rAAV,
direccionados para receptores da transferrina

As células HEK-293 foram semeadas em placas de 24 pogos, com uma densidade de 10000
células por poco. Os lipossomas contendo AAV,pCMVLacZ, direccionados para receptores de
transferrina, foram preparados na concentracdo de 4 mM e incubados com as células, na
concentracao de 300 uM em lipido, durante 4 horas. Os lipossomas controlo, nao direccionados,
foram incubados com as células nas mesmas condi¢cdes. A concentracdo de lipido referida
corresponde a uma concentragao de 150 genomas de AAV por célula. Os controlos positivos
consistem em vectores ndo encapsulados (150 rAAV por célula) e complexos ternarios
compostos por DOTAP/DOPE/Tf/ADN (0,5 ug de pCMVLacZ ADN por pogo). Apos 4 horas
de incubacdo, o meio foi substituido por meio novo, ¢ 48 horas depois a actividade de
transdugao foi avaliada por quantificacdo da B-galactosidase.

Com o objectivo de demonstrar que a falta de eficiéncia da formulagdo nao se
deve as condigdes experimentais envolvidas na sua preparagdao, realizaram-se
experiéncias nas quais os TAAV foram submetidos a diferentes temperaturas por um
periodo de tempo equivalente ao da preparagdo da formulagdo. Os resultados ilustrados

na Figura 4.9 evidenciam que estes vectores ndo sdo sensiveis a temperatura de
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trabalho, apos descongelamento, sugerindo que a ineficiéncia da formulagdo nao esta

associada a perda da actividade bioldgica dos rAAV ao longo do tempo.
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Figura 4.9- Efeito da temperatura na actividade dos rAAV

As células HEK-293 foram semeadas em placas de 96 pogos com uma densidade de 3500
células por pogo. Os rAAV foram descongelados e mantidos a 4 °C (AAV, 4 °C) ou a
temperatura ambiente (AAV, TA) durante um periodo equivalente ao da preparagdo dos
lipossomas. Apds esse periodo, as células foram incubadas com uma concentracdo de 1000
rAAV por célula. Os rAAV controlo correspondem a vectores que foram descongelados
imediatamente antes da incubag@o com as células (AAV,-80 °C). Apos 4 horas de incubagao, o
meio foi substituido por meio novo, e 48 horas depois a actividade bioldgica foi avaliada por
quantificagdo da (-galactosidase.

A semelhanga do Capitulo 2, também neste caso se pode especular que a
auséncia de transducdo podera resultar da entrega insuficiente de rAAV as células,
consequéncia da baixa eficiéncia de encapsulagdo e/ou da baixa extensdo da associa¢do
dos lipossomas as células. Independentemente destes factores, a hipotese segundo a qual
a elevada eficiéncia de transducdo que caracteriza estes virus seria suficiente para se
sobrepor aos factores limitativos acima referidos, ndo se verificou. Apesar da elevada
eficiéncia de transducdo comummente atribuivel a estes vectores, Zentilin ¢
colaboradores* referem que estes virus, apesar de extremamente eficientes a transduzir
neurdnios € musculo, se tém revelado menos eficientes a transduzir linhas celulares, o
que poderd adicionalmente justificar os resultados observados. Para além disso, ndo ¢ de
excluir a hipétese de que a entrega dos AAV as células mediada por lipossomas, os

conduzam por vias que inviabilizem a expressao do transgene.
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Apesar dos resultados obtidos, considerou-se premente avaliar a eficiéncia de
imunolipossomas contendo AAV em células endoteliais, ndo s6 porque a associacdo de
imunolipossomas a estas células ocorre numa extensdo elevada, mas também porque
continua por determinar se a internalizacdo dos rAAV em células endoteliais, mediada

por imunolipossomas, permitira a expressao significativa do transgene.

4.3.3.  Actividade de transducdo de lipossomas contendo rAAV,
direccionados para a E-selectina

4.3.3.1.  Associacio celular mediada por lipossomas direccionados

Os resultados obtidos por citometria de fluxo (Figura 4.10) demonstram que os
imunolipossomas contendo rAAV mantém a mesma extensdo de associacdo que 0s
imunolipossomas vazios conforme descrito no Capitulo 3 desta dissertacdo. Deste
modo, aproximadamente 70 % das células activadas e incubadas com imunolipossomas
sdo positivas para o marcador Fluor-PE, incorporado na bicamada lipidica, ao contrario
do observado para células quiescentes incubadas com lipossomas ndo direccionados (p
= 0,0002). A especificidade da associagdo observada estd em consondncia com o0s
resultados obtidos com lipossomas direccionados para os receptores da transferrina,

confirmando a auséncia de rAAV adsorvidos a superficie dos imunolipossomas.
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Figura 4.10- Extensio da associacio celular de imunolipossomas contendo rAAV a células
HUVEC

Os imunolipossomas marcados com Fluor-PE e contendo rAAV,pCMVLacZ foram preparados
na concentracao lipidica de 4 mM e incubados com células HUVEC, activadas ou quiescentes,
durante 4 horas, na concentracio de 80 uM (LP AAV- HI18/7). Os lipossomas ndo
direccionados (LP AAV- PEG) foram incubados com as células nas mesmas condi¢cdes. A
activagdo das células com TNF-a, na concentragdo de 100 ng/mL, teve inicio uma hora antes da
incubagdo com os lipossomas e prosseguiu durante as 4 horas de incubagdo destes. Apos esse
periodo, as células foram lavadas e o nimero de células positivas para a associagao de lipido foi
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determinada por citometria de fluxo. A analise estatistica, efectuada por um teste t para dados
ndo emparelhados, originou um valor de p de 0,0002 apés comparagdo dos valores
correspondentes a associacdo celular mediada por imunolipossomas (LP AAV-HI18/7) em
células activadas e em células quiescentes.

4.3.3.2. Eficiéncia de transducio mediada por lipossomas
direccionados
Tal como referido na “Introducdo” deste capitulo, sdo frequentes as referéncias
bibliograficas mencionando a ineficiéncia dos rAAV em transduzir células endoteliais
vasculares®®. Assim, nesta seccdo descrevem-se os resultados obtidos relativos a estudos
que tiveram como objectivo determinar se a encapsulacdo de AAV em lipossomas
direccionados permite ultrapassar a hipotética limitagdo de entrada destes nas células
endoteliais, possibilitando-lhes assim exibir as suas propriedades de transdugdo nestas
células. A corroborar esta hipotese, existe um trabalho referido por Lieber’”, onde se
refere ser possivel seleccionar a partir de um conjunto de rAAV apresentando
determinadas mutagdes nas proteinas da cdpside, um vector especifico capaz de
transduzir células endoteliais.
Contudo, os resultados apresentados na Figura 4.11, demonstram que apesar dos
niveis de associagdo dos imunolipossomas as células HUVEC serem elevados,

continuou a nao se verificar transducao.
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Figura 4.11- Eficiéncia de transducio dos imunolipossomas contendo rAAYV, direccionados
para a E-selectina

Os imunolipossomas marcados com Rh-PE e contendo rAAV,pCMVLacZ, foram preparados na
concentracdo de 4 mM e incubados com células HUVEC, activadas ou quiescentes, durante 4
horas, na concentragdo de 80 uM (LP AAV- H18/7). Os lipossomas nao direccionados (LP
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AAV- PEG) foram incubados com as células nas mesmas condi¢des. A activagdo das células
com TNF-a, na concentragdo de 100 ng/mL, teve inicio uma hora antes da incubagdo com os
lipossomas e prosseguiu durante as 4 horas seguintes durante a incubagdo daqueles. Apos esse
periodo, as células foram lavadas, e 48 horas depois a actividade de transdugao foi avaliada por
quantificagdo da [-galactosidase.

Face a estes resultados, torna-se dificil apurar os factores responsaveis pela
ineficiéncia da formulagdo, assim como adiantar hipdteses sobre os mecanismos de
funcionamento dos rAAV. Resta-nos, pelo contrario, alargar o leque das razdes que
podem condicionar a eficiéncia da formulacdo. Assim, e a par da limitagdo na
quantidade de rAAV entregue as células, e da possibilidade que os mecanismos
envolvidos na internalizacdo celular inviabilizem a transducdo (j& discutido nos
resultados relativos a entrega dos rAAV mediada por lipossomas direccionados com
transferrina), ndo ¢ igualmente de descurar que as células HUVEC sejam incapazes de
transformar o ADN viral de cadeia simples em ADN de cadeia dupla, impedindo deste
modo a transcri¢do e consequentemente a expressao do transgene.

Apesar destes resultados, ¢ de realgar que tantos os lipossomas direccionados
para os receptores da transferrina, como os lipossomas direccionados para a E-selectina,
permitiram atingir o primeiro objectivo delineado neste capitulo, o qual consiste na
interacgdo especifica de lipossomas direccionados contendo rAAV com as respectivas

células alvo.

4.3.4. Modulagado da transducao de células HEK-293 mediada por

misturas de rAAV e lipossomas

Com o objectivo de excluir a possibilidade de que o insucesso da transducdo
mediada por rAAV, encapsulados em lipossomas direccionados, pudesse resultar da
complexidade das formulacdes desenvolvidas, e inspirados nos resultados reportados

43-46 - - - ;
, segundo os quais a mistura de lipossomas pré-formados com

por outros autores
varios tipos de virus lhes aumenta a capacidade de transdugdo, optou-se por avaliar a
eficiéncia de complexos preparados de acordo com este mesmo procedimento.

Tendo por base este protocolo simplificado de preparagdo de complexos
lipossomas/virus, testaram-se varias formulagdes lipossomicas, variando a natureza dos
lipidos e alternando entre a presenca e auséncia de proteinas adjuvantes, no pressuposto
de que as diferentes propriedades dos complexos resultantes pudessem de algum modo

contribuir para o efeito referido por outros investigadores.
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As primeiras experiéncias foram realizadas em células HEK (Figura 4.12) utilizando
rAAV numa razdo de 1000 genomas por célula. Os rAAV foram previamente
misturados com os diferentes lipossomas numa razio de 10° AAV por pmol de lipido
total. A quantidade de [-galactosidase resultante foi expressa em funcdo da
concentragdo da B-galactosidase induzida por rAAV, condic¢do utilizada como controlo.
O primeiro grupo de condigdes testadas (A) demonstrou que os lipossomas catiénicos
constituidos por DOTAP/CHOL ndo aumentam a transdu¢do mediada por rAAV, e que
nem mesmo a adicdo de lipidos que conferem sensibilidade ao pH aos lipossomas
(DOTAP/DOPE/CHEMS) permitiu alterar esses resultados. Num outro grupo de
experiéncias (B) testou-se o efeito da presenca e auséncia de proteinas adjuvantes
(albumina sérica humana e transferrina humana), utilizando lipossomas catidnicos
(EPOPC/CHOL) e negativos (DOPE/CHEMS e PI/EPC/DOPE/CHOL). A razio
subjacente a utilizacdo de lipossomas com carga negativa assenta no facto destes virus
apresentarem maioritariamente carga positiva a pH 7,4"’, facto que ndo favorece a sua
interac¢do com os lipossomas cationicos. Porém, em nenhuma das condi¢des referidas
se observou o efeito esperado na transduc¢do em relagdo aos rAAV livres. Um outro
grupo de experiéncias (C) envolveu a transdu¢do mediada por rAAV apds mistura com
o polimero PEI. Os resultados sugerem a existéncia de competi¢ao entre o polimero PEI
e os TAAV, uma vez que a presenca deste polimero inibe a transducdo dos virus,
inibicdo essa que ¢ tanto mais acentuada quanto maior a quantidade de polimero

misturado com os rAAV.
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Figura 4.12- Transducio de células HEK-293 mediada por misturas de AAV e lipossomas
As células HEK-293 foram semeadas com uma densidade de 3500 células por poco, em placas
de 96 pogos. Apds 24 horas, estas foram incubadas com misturas de lipossomas ¢ TAAV numa
concentragdo de 1000 AAV por célula, preparadas numa razio de 10° AAV por pmol de lipido
total. As misturas de lipossomas utilizadas no grupo A foram preparadas utilizando lipossomas
de DOTAP/CHOL ou lipossomas cationicos sensiveis ao pH preparados com
DOTAP/DOPE/CHEMS. As formulagdes do grupo B consistem em lipossomas cationicos
preparados com EPOPC/CHOL, na presenca ou auséncia de albumina sérica humana (HSA),
lipossomas sensiveis ao pH compostos por DOPE/CHEMS e lipossomas aniénicos compostos
por PI/EPC/DOPE/CHOL, ambos com ou sem transferrina humana. As proteinas adjuvantes
foram adicionadas numa razdo de 3,5 pg de proteina por nmol de lipido total. No grupo C
utilizou-se o polimero PEI misturado com AAV nas razdes de 1,59 x 10° (R1), 7,95 x 10°* (R5) e
1,59 x 10* (R10) AAV por pg PEL Apds um periodo de incubagdo de 4 horas, o meio foi
substituido por meio novo, ¢ 48 horas depois procedeu-se a quantificacdo da expressdao da [3-
galactosidase.

Resultados semelhantes foram obtidos quando se utilizou uma razdo de 10° rAAV
por umol de lipido total (resultados ndo apresentados). No seu conjunto, estes resultados
sugerem que a variagao da carga e da composi¢ao lipidica dos lipossomas, assim como
a utilizacdo de polimeros catidonicos, ndo permitem promover a transducdo mediada
pelos rAAV em células HEK-293.

No sentido de avaliar se os niveis de transducao observados eram reflexo do nimero
de particulas virais entregue as células, optou-se pela quantificacdo dos genomas
associados as células apos incubagdo com as formulagdes testadas no grupo B da Figura
4.12. Como se pode observar na Figura 4.13, ndo se verificam diferencas assinalaveis

entre as diferentes formulagdes, facto que dificulta a utilizagdo desta metodologia na
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correlagdo entre o numero de genomas associados as células e os niveis de transducao
observados. Apesar da andlise destes resultados dever ser realizada com prudéncia, eles
poderdo indicar que a diminui¢do da transducdo relativamente aos rAAV livres sera

devida a eventos pds-associagdo celular dos lipossomas.
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Figura 4.13- Quantificacio de genomas virais associados as células

As células HEK-293 foram semeadas em placas de 6 pogos, com uma densidade de 30000
células por poco. As misturas de lipossomas com rAAV foram preparadas com lipossomas
negativos constituidos por PI/EPC/DOPE/CHOL, com lipossomas catidnicos compostos por
EPOPC/CHOL ou por lipossomas sensiveis ao pH, compostos por DOPE/CHEMS, na presenga
ou auséncia de transferrina, no caso das formulagdes de lipossomas negativos e sensiveis ao pH,
ou de albumina sérica humana, no caso da formulagdo cationica (3,5 ug proteina por nmol de
lipido total). As misturas foram preparadas numa razio de 10° AAV por umol de lipido total. As
células foram incubadas com os rAAYV numa concentracdo de 45000 AAV por célula durante 4
horas, apds o que foram lavadas com PBS e lisadas. Por fim, os lisados foram sujeitos a
quantificagdo pela técnica de PCR quantitativo.

Apesar da crescente popularidade dos rAAV, os mecanismos moleculares
subjacentes a sua elevada eficiéncia de transdu¢do em determinados tecidos continua
por esclarecer. Na Tabela 4.1 encontram-se referidos os principais factores que, de um
modo geral, poderdo constituir barreiras a transdu¢cdo mediada por rAAV associados a
lipossomas. No seu conjunto, os resultados obtidos com as células HEK-293 indicam
que estas sdo permissivas a transducdo por rAAYV livres, ndo se verificando limitagdes,
quer de entrada quer de processamento, que impe¢am completamente a expressdo do
transgene. Contudo, a encapsulacdo dos rAAV em lipossomas direccionados ndo

favorece a sua expressao (Figura 4.8), provavelmente porque a quantidade de vectores
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que entra nas células ¢ insuficiente. Tanto nesta condi¢do, como nas condigdes em que
se recorre a mistura de lipossomas com rAAV, ndo se pode desprezar a hipotese de que
os lipossomas conduzam os rAAV por vias que impegam a sua transducdo, por

48,49

exemplo, por dificultarem o transporte para o nucleo ", ou por condicionarem a

libertagdo do genoma viral da capside™.

Tabela 4.1- Factores limitativos da transducao

Factores limitativos da transducao

Etapas Condicionantes
Formulacao Celulares
Ligacio cellular Carga de superficie N° de receptores a

superficie celular
Afinidade receptor/ligando

Eficiéncia de acoplamento de Existéncia de matriz
proteinas (ligando) extracelular (heparanos)
Disposicao das proteinas
(ligando) associadas ou

acopladas
Via de internalizacio Tamanho Processamento do receptor
celular Carga Actividade endocitica das
Presenca de proteinas (ligandos) células
Libertacio do Composicdo dos lipossomas ?
endossoma (sensibildade ao pH)
Presenca de proteinas (ligando)
com propriedades fusogénicas
Proteinas virais com
propriedades fusogénicas
Degradacio no Proteinas virais ?
proteossoma
Transporte nuclear Tamanho das particulas ?
Integridade do transportador
Interac¢do com proteinas citoplasmaticas contendo NLS
Processamento do Influéncia da formulag@o no Incapacidade de transformar
genoma viral processo de libertagdo do 0 ADN de cadeia simples em

genoma viral da sua capside cadeia dupla

43.5. Permissividade das células HUVEC a transducao mediada
por rAAV

Alertados por dados reportados na literatura para a dificuldade em transduzir células
endoteliais com rAAV, optou-se numa primeira fase por efectuar uma avaliagdo mais

sistematica sobre a permissividade das células HUVEC a este tipos de vectores. Assim,
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procedeu-se a incubagdo das células com varios serotipos virais, paralelamente a
estimulacdo quimica da maquinaria genética das células com hidroxiureia (HU).

A utilizacdo desta estratégia foi baseada no facto de o processamento do ADN dos
rAAV ser promovido pela activagdo de mecanismos de reparagdo de ADN das células, a
qual pode resultar da utiliza¢ao de agentes que induzem danos no genoma celular, como

°152 Esta descrito que a estimulagdo da transdugio mediada pelos rAAV

a hidroxiureia
recorrendo @ HU aumenta a ligacdo do ADN dos AAV a Rad52, uma proteina envolvida
na reparagio de quebras na cadeia dupla de ADN*, e que provavelmente auxiliara na
conversio do ADN viral de cadeia simples em cadeia dupla, conferindo-lhe
propriedades adequadas para a expressdo do transgene. Os resultados ilustrados na
Figura 4.14 demonstram, contudo, que nenhum dos serotipos testados apresentou
eficiéncia de transdu¢do, nem na presenga, nem na auséncia de HU. Com base nestes
resultados conclui-se que as células HUVEC ndo sdo permissivas a transduc¢do por
rAAV do tipo 1, 2, 6 ¢ 8. Tal como referido anteriormente, a falta de sucesso observada

na transducao de células endoteliais pode ser consequéncia de limitagdes na entrega de

rAAV as células, e/ou do processamento destes ap6s internalizagdo celular.
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Figura 4.14- Actividade de transducio de viarios serotipos em células HUVEC, na
presenca de hidroxiureia

As células HUVEC foram semeadas em placas de 24 pogos, numa densidade de 10000 células
por pogo. Em algumas condi¢des, as células foram incubadas com hidroxiureia (HU) numa
concentracdo de 1 mM, durante um periodo de 12 horas, ap6s o qual as células (com ou sem
HU) foram incubadas com os diferentes serotipos de rAAV. Apds um periodo de incubacao de 4
horas, o meio foi substituido por meio novo, ¢ 48 horas depois procedeu-se a quantificagdo da
expressao da B-galactosidase.
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Apesar dos resultados obtidos em células HEK-293 n3o sugerirem vantagens na
associacdo celular ou transducdo resultantes da mistura de rAAV com varios tipos de
lipossomas, considerou-se que as diferengas inerentes aos diversos tipos celulares, s6
por si, justificam que se efectuem experiéncias semelhantes em HUVEC. A observacao
de transducao nestas circunstancias seria indicativo de que a auséncia de expressao do
transgene apresentada pelos rAAV livres, se deve de facto a limitagdes de internalizagao
pelas células HUVEC, as quais poderiam ser supridas pela associagdo a lipossomas.
Adicionalmente, tais resultados seriam indicativos de que a auséncia de transdugdo
observada aquando da incubagdo de imunolipossomas com cé¢lulas endoteliais activadas,
seria consequéncia da entrega de nimero insuficiente de vectores virais as células alvo.

Assim, no sentido de potenciar a internalizagdo dos rAAV, e consequentemente a
tansducdo, procedeu-se a mistura destes com lipossomas cationicos, utilizando uma
razdo de 10° genomas virais por pmol de lipido total. Em termos de particulas virais
foram utilizadas 200, 1000 e 5000 rAAYV por célula. Os resultados obtidos revelam que
os lipossomas constituidos por DOTAP/CHOL nao induziram expressao do transgene
em células HUVEC, e nem a adicdo de lipidos com sensibilidade ao pH
(DOTAP/DOPE/CHEMS) alterou tais resultados (Figura 4.15). Adicionalmente, as
misturas de lipossomas com os rAAV foram efectuadas quer na presenga, quer na
auséncia de transferrina, sem que os resultados indicassem eficiéncia de transducgao.
Paralelamente, foram efectuadas experiéncias em células HEK-293, garantindo que a
auséncia de expressdo do transgene observada ndo se deve a qualidade dos rAAV

utilizados (resultados ndo apresentados).
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Figura 4.15- Actividade biologica de misturas de AAV e lipossomas em células HUVEC

As células HUVEC foram semeadas em placas de 96 pogos com uma densidade de 3500 células
por pogo. As células foram incubadas com misturas de rAAV, e lipossomas correspondendo a
concentragdes crescentes de TAAV (200, 1000 e 5000 rAAYV por célula), preparadas numa razdo
de 10° AAV por umol de lipido total. As misturas foram preparadas utilizando lipossomas de
DOTAP/CHOL na presenca de transferrina, numa razao de 3,5 ug transferrina por nmol de
lipido total. Como controlo positivo, os TAAV foram incubados com as células nas mesmas
condi¢des, mas na auséncia de lipossomas. Ap6s um periodo de incubacao de 4 horas, o meio
foi substituido por meio novo, € 48 horas depois procedeu-se a quantificagdo da expressio da -
galactosidase.

Numa ultima abordagem, procedeu-se ao aumento da quantidade de rAAV
incubados com as células para razdes de 10000 e 15000 AAV por célula, utilizando
lipossomas compostos por DOTAP/DOPE/CHEMS. Conforme observado na Figura
4.16, os resultados ndo indicam qualquer vantagem resultante do aumento do nimero
dos genomas virais incubados com as células.

Ainda sem excluir a hipétese de que a falta de sucesso observada fosse devida
simultaneamente a limitacdes de internalizagdo e a ineficiéncia dos mecanismos
adequados para transformac¢do de ADN de cadeia simples em ADN de cadeia dupla,
estas experiéncias foram igualmente realizadas na presenca de HU. No entanto, também

nestas condi¢des nao se verificou qualquer efeito na transducao (Figura 4.16).
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Figura 4.16- Efeito da hidroxiureia na actividade biolégica de misturas de AAV e
lipossomas em células HUVEC

As células HUVEC foram semeadas em placas de 96 pogos, com uma densidade de 3500
células por pogo, ¢ em algumas condigdes pré-incubadas com hidroxiureia (HU) na
concentracdo de 1 mM. As células foram incubadas com misturas de lipossomas ¢ rAAV
correspondendo a duas concentragdes diferentes de rAAV (10000 e 15000 rAAV por célula),
preparadas numa razio de 10° AAV por pumol de lipido total. As misturas foram preparadas
utilizando lipossomas cationicos sensiveis ao pH contendo DOTAP/DOPE/CHEMS. Apo6s um
periodo de incubagdo de 4 horas, o meio foi substituido por meio novo, ¢ 48 horas depois
procedeu-se a quantificagdo da expressao da -galactosidase.

Experiéncias paralelas foram efectuadas com lipossomas de carga negativa,
compostos por PI/EPC/DOPE/CHOL, na presenga e auséncia de transferrina humana. A
utilizacdao de lipossomas anionicos na transducao de células HUVEC, justifica-se pelo
facto das células endoteliais produzirem sulfato de heparano, o qual ndo s6 ¢ expresso a
superficie das células, servindo de receptor natural para a entrada dos rAAV, como

r r ~ . 4
também ¢é segregado para formagdo da matriz extracelular’>”

. Esta matriz, por sua vez,

pode ser a responsavel pelo impedimento da internalizacdo ndo s6 dos rAAV, levando

ao insucesso da transducdo nestas células, mas também dos lipossomas cationicos,

devido a sua interacgdo electrostatica com as moléculas de heparano da matriz celular,
. .55 J ~ .

as quais apresentam carga negativa™. Contudo, a utilizacdo de lipossomas com carga

negativa nao resultou nos efeitos esperados. Este cenario nao foi alterado apos

incorporagdo do ligando transferrina nos complexos, o que poderia aumentar a

185



CAPITULO 4

interaccdo com as células mediada pelo receptor do referido ligando, nem apos
utilizagdo de razdes de AVV /lipido mais elevadas (10'° AAV por pmol de lipido total).

A informacdo existente sobre a utilizacdo de lipossomas catidonicos para
promog¢ao da transdugdo de células por rAAV ¢ muito escassa, e os dois trabalhos
encontrados neste ambito apresentam resultados divergentes. Assim, a aplicagdo desta
estratégia em células de glioma humano permitiu um aumento de 6 vezes nos niveis de
transducdo™, enquanto que a utilizacdo de uma estratégia semelhante, aplicada ao
hipocampo de cérebro de rato, demonstrou que a presenca de lipossomas catiénicos nao
afectou a transdugdo mediada por estes vectores™®, demonstrando que os efeitos obtidos
podem divergir em fun¢ao do tipo de células em causa.

Sistematizando, e recorrendo a Tabela 4.1, podemos especular que no caso das
células HUVEC a matriz extracelular poderd ser um factor limitativo a entrada de
lipossomas cationicos € dos rAAV nas células. Esta limitacdo poderia ser ultrapassada
por recurso a lipossomas de carga negativa, tal como os utilizados para encapsular e
direccionar os rAAV para a E-selectina. No entanto, neste caso especifico, e apesar da
ligacdo as células endoteliais ser bastante eficiente, estes lipossomas transportam uma
baixa quantidade de rAAV. Este facto podera ter condicionado a entrega de rAAV as
células, comprometendo potencialmente a transdu¢do. A solugdo empiricamente
utilizada para vencer o obstaculo da entrega insuficiente de material genético as células,
passa normalmente pela utilizacdo de lipossomas cationicos. Neste caso particular, ¢
possivel que a utilizacdo destes sistemas tenha sido inviabilizada ndo sé pela referida
matriz de heparano de sulfato, mas também pela carga de superficie positiva dos virus, a
qual pode limitar a sua interac¢ao com os lipossomas cationicos. Assim, talvez por estas
razdes, os rAAV ndo tenham demonstrado eficiéncia nas circunstiancias referidas.
Adicionalmente, considerou-se a possibilidade de que a falta de eficiéncia fosse devida
a incapacidade dos rAAV em escapar dos endossomas para o citoplasma. Como tal,
foram incorporados nas formulagdes lipidos sensiveis ao pH, com o objectivo de
facilitar a libertagdo do endossoma, sem que se tivesse observado qualquer efeito
assinalavel.

Tal como sugerido para as células HEK-293, pode igualmente suceder que nas
células HUVEC os lipossomas medeiem a internalizagdo celular dos virus por vias que
dificultem o transporte nuclear, ou impecam a correcta libertagdo do genoma viral a

partir da cépside, dai resultando a diminuicao da transducao.
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Adicionalmente, a degradagdo das proteinas virais no proteossoma’’, apesar de
ndo ter sido avaliada, podera também contribuir para a ineficiéncia da transducao,
mesmo em rAAV misturados com lipossomas.

Finalmente, e apesar das experiéncias realizadas envolvendo a indugdo de danos
no ADN, ¢ importante ter presente a hipotese de que os mecanismos envolvidos na
conversao de ADN de cadeia simples em cadeia dupla ndo se verifiquem nestas células,
pelo menos ndo ao nivel necessario. A clarificacdo destes aspectos, que seria crucial
para ajudar a explicar os resultados observados, estd dependente do conhecimento,
ainda escasso, sobre os mecanismos envolvidos na transdu¢do mediada por rAAV.

Apesar do esforco despendido, e face aos resultados obtidos, é-nos impossivel
tirar conclusdes sobre os factores limitativos da transdugcdo mediada por rAAV nas
células testadas. Ainda que da perspectiva cientifica seja interessante desvendar os
mecanismos subjacentes ao funcionamento dos rAAV, este ndo é, no entanto, o
principal objectivo desta dissertagdo Como tal, optou-se por voltar a questao principal
deste trabalho, a qual consiste em desenvolver formulacdes eficientes para a entrega de
genes, especificamente a células endoteliais activadas. Perante as dificuldades
encontradas com os rAAV, optou-se por testar a encapsulagdo de vectores adenovirais,

tema que sera objecto do proximo capitulo.
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CAPITULO 5

5.1. Introducao

Os resultados apresentados no capitulo anterior desta dissertacdo indicam que a
aplicacdo de protocolos de terapia génica em células endoteliais, mediada por vectores
virais adeno-associados encapsulados em nanotransportadores direccionados, parece
encontrar-se limitada pela falta de permissividade destas células face a transdugdo
mediada pelos referidos vectores.

Na tentativa de ultrapassar essa limitagdo, optou-se por substituir os vectores
adeno-associados por vectores adenovirais, conforme descrito no presente capitulo.

Os adenovirus sao virus sem envelope, que contém uma molécula de ADN linear
de cadeia dupla, com 36000 pares de bases (Figura 5.1). A capside é um icosaedro com
vinte faces constituidas por estruturas hexaméricas, e doze vértices, cada um ocupado
por uma unidade estrutural designada por pentamero. O pentdmero ¢ constituido por

uma fibra e por uma base pentdmero'.

O
Q @)
f"d b"'q Base pentamero

Hexamero ; 4% Z
ADN linear de "s.( Fibra trimérica
cadeia dupla O

@)

Pentamero

Figura 5.1- Esquema da estrutura de adenovirus

Os adenovirus mais utilizados em terapia génica (tipo 2 e tipo 5) utilizam como
receptor celular primario o CAR (receptor de coxackievirus e de adenovirus). A maioria
dos adenovirus liga-se a este receptor por intermédio do terminal carboxilico da fibra do
pentimero®. Apés estabelecimento desta ligagdo, os motivos RGD da base pentdmero,
interagem com integrinas o, das células hospedeiras desencadeando o processo
endocitico’. Apés internalizagio, os adenovirus escapam do endossoma e sdo
translocados através do complexo do poro nuclear para o nucleo da célula, onde o ADN
viral ¢ liberto. A transcri¢do, a replicacdo e o empacamento viral decorrem no nucleo da
célula infectada. Os genes s3o transcritos a partir de ambas as cadeias de ADN, ¢ a

transcri¢do decorre em duas fases: uma fase precoce e uma fase tardia, as quais ocorrem
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antes e apds a replicagcdo viral, respectivamente. As regioes inicialmente transcritas
correspondem aos locais E1, E2, E3 e E4, sendo que os produtos do gene El estdo
directamente envolvidos na replicagdo. A regido E2 fornece os elementos para a
replicagio do ADN e também para a transcri¢io de genes tardios®. A maioria das
proteinas E3 est4 envolvida na modulacio da resposta imunitaria das células infectadas’.
A regido E4 codifica produtos designados opening reading frames (ORFs) 1-6/7, os
quais estdo envolvidos no metabolismo das moléculas de ARN dos virus; desempenham
ainda a funcdo de bloquear a sintese proteica da célula hospedeira. Por outro lado, os
genes tardios estdo envolvidos na producdo de proteinas estruturais, as quais por sua vez
estdo envolvidas na formagdo das particulas virais, na ultima fase do ciclo de infecg¢ao
viral®.

Os adenovirus, a semelhanga de outros virus, foram adaptados de modo a poderem
ser utilizados como ferramentas em terapia génica, sendo por isso designados de
vectores adenovirais, ou adenovirus recombinantes (rAd). No ambito desta dissertacao
foram utilizados vectores adenovirais com delec¢do na regido El, o que previne, pelo
menos parcialmente, a replicacdo viral e a consequente lise celular. Estes vectores,
designados de 1* geragcdo, podem apresentar também uma delec¢do na regido E3
conjuntamente com a delec¢cdo da regidao E1. Os vectores de 2* geracdo, para além da
delec¢do E1 ou da delecdo E1 e E3, apresentam delec¢des nas regides E2 e/ou E4. A 3*
geracdo de adenovirus recombinantes, também designados por adenovirus de alta
capacidade, ¢ caracterizada pela eliminacdo de todo o genoma viral, com excepg¢do da
sequéncia responsavel pelo empacamento dos virus e das repeticdes terminais invertidas
(ITR)®.

Os vectores adenovirais tém demonstrado ser eficientes na transdugdao de
diferentes tipos de células, entre as quais as células endoteliais, ao contrario do que foi
j& demonstrado para o ADN plasmidico e para os vectores adeno-associados (ver
Capitulos 3 e 4 da presente dissertacdo). Outras vantagens atribuidas aos vectores
adenovirais incluem a possibilidade de poderem ser produzidos com titulos elevados e
de permitirem a clonagem de fragmentos de ADN de elevado tamanho. Uma vantagem
adicional da sua utilizacdo em terapia génica consiste na auséncia de transmissdo as
células da linhagem germinal’.

Actualmente, sdo duas as principais limitagdes associadas a estes vectores, quando
se considera a sua administra¢do sistémica visando a entrega de genes direccionada a

células endoteliais activadas. Uma dessas limitagdes € o tropismo para outras células,
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em detrimento das células alvo, o que ¢ em parte devido a dispersao da expressdo do
receptor CAR. Esta caracteristica pode resultar ndo s6 em transdug¢do ndo produtiva,
como também em efeitos secunddrios causados pela expressdo do transgene noutras
células que ndo as células alvo®. Com efeito, apds administracio em modelo murinico,
grande parte dos vectores localizam-se a nivel hepatico, levando a sua rapida
eliminagdo, o que se relaciona com outra limitacdo dos vectores adenovirais: a resposta
imune inata e adaptativa’. Por um lado, a administragdo de doses elevadas destes
vectores induz toxicidade, como consequéncia da activacdo da resposta imune inata. Por
outro lado, a possibilidade de readministrar vectores adenovirais encontra-se limitada
pela imunidade adaptativa do hospedeiro, a qual se desenvolve rapidamente apds
exposicdo as proteinas virais da capside. Neste contexto, importa referir que a maioria
da populacdo humana ji teve contacto com adenovirus e portanto possui anticorpos
contra estes vectores'’.

Tém sido desenvolvidas estratégias para circunscrever alguns dos problemas
referidos, as quais se baseiam na eliminagdo das interac¢des anteriores € ho
redireccionamento dos vectores para células que ndo expressam CAR. Uma dessas
estratégias consistiu na complexacdo ou encapsulagdo dos vectores adenovirais em
lipossomas cationicos. Alguns dos estudos realizados demonstraram que os lipossomas
cationicos apresentam a capacidade de promover a transducdo mediada pelos vectores
adenovirais e de protegé-los de anticorpos preexistentes'®'>. Contudo, o excesso de
carga positiva conferida pelos lipossomas referidos torna-os inapropriados para
administracdo intravenosa, uma vez que as cargas positivas medeiam interac¢des nao

16-18

especificas com proteinas séricas e células sanguineas e endoteliais Outras

estratégias utilizadas, consistiram no acoplamento directo de polimeros como o PEG,

seguido do acoplamento de um ligando,'**

8,24-26

ou pela interaccdo com moléculas bi-

, tendo-se ainda testado o redireccionamento de vectores adenovirais
27-30

especificas
por manipulacdo genética” . Todas estas estratégias demonstraram um efeito positivo
na promog¢ao da interac¢do com células endoteliais. Dos trabalhos referidos, apenas dois
tiveram como objectivo a entrega mediada pela E-selectina. Harari e colaboradores
desenvolveram um complexo entre adenovirus recombinantes ¢ um anticorpo anti E-
selectina (1.2B6)**, demonstrando selectividade na entrega e expressdo do transgene em
segmentos de aorta de porco, previamente incubados com um mediador inflamatorio.

Ogawara e colaboradores desenvolveram um outro método em que o acoplamento de

PEG heterofuncional aos adenovirus ¢ seguido pelo acoplamento do anticorpo anti- E-
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selectina (H18/7) a uma extremidade do PEG?™. Este sistema dirigiu selectivamente os
vectores para regides de pele de ratinho previamente inflamada, apds administragdo
intravenosa.

A manipulagdo genética tem-se apresentado como abordagem de sucesso apenas
na incorporacao de alguns peptideos pequenos nas fibras de Ads e, a semelhanga das
estratégias de acoplamento de polimeros ou de moléculas bi-especificas, apresenta o
problema da protec¢@o incompleta conferida a capside. Deste modo, ¢ bastante provavel
que algumas das proteinas virais expostas promovam interac¢cdes nao especificas com
células e desencadeiem uma resposta por parte do sistema imunitario.

As limitag¢des referidas constituiram um estimulo ao desenvolvimento de novos
métodos de entrega direccionada de vectores adenovirais para células endoteliais
activadas, conferindo-lhes também caracteristicas que permitam a administragdo
sistémica. A estratégia que a seguir se apresenta consiste na encapsulacao de vectores
adenovirais em nanovesiculas lipidicas de carga negativa. A superficie das
nanovesiculas foi depois modificada para melhorar a farmacocinética e conferir
direccionamento, através da insercao de moléculas de PEG e do acoplamento do ligando

para a E-selectina, respectivamente (Figura 5.2).
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Figura 5.2- Esquema da estrutura de adenovirus recombinantes, encapsulados em
imunolipossomas

Espera-se que uma formulacdo com estas caracteristicas permita mascarar
completamente os vectores virais, minimizando a resposta imune inata contra as
proteinas da capside, protegendo ainda de anticorpos preexistentes contra estas
proteinas virais, a semelhanga do que ja foi demonstrado com os lipossomas cationicos.

No desenvolvimento da formulagdo colocou-se também a hipdtese de que a resposta
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imune adaptativa poderia ser atenuada pelo facto dos vectores se encontrarem menos
expostos aos linfocitos B. Por outro lado, a carga negativa dos lipossomas aqui
desenvolvidos, por oposi¢do aos exemplos apresentados, deverd permitir minimizar

interacgoes nao especificas com células sanguineas.

Citoplasma

Figura 5.3- Esquema da internalizacio de adenovirus recombinantes mediada por
imunolipossomas em células endoteliais activadas

Neste capitulo pretende-se avaliar se a formulacdo desenvolvida apresenta
direccionamento eficiente para células endoteliais activadas e capacidade de libertagdo
dos adenovirus no espaco intracelular (Figura 5.3), mantendo simultaneamente

caracteristicas favoraveis a administra¢do intravenosa.

5.2. Materiais e métodos

5.2.1.  Producao de vectores adenovirais

Os vectores adenovirais foram produzidos no Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular, do Centro de Biotecnologia Animal e Terapia Génica, da Escola de
Medicina Veterinaria, da Universidade Auténoma de Barcelona, Espanha.

O vector adenoviral com delec¢do do gene El foi produzido e posteriormente
purificado em tampao HEPES/sacarose pH 8,0, de acordo com o método convencional

do gradiente duplo de cloreto de césio. Os vectores produzidos correspondem aos
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serotipos 2 e 5, e contém os genes da proteina [-galactosidase (LacZ) ou da proteina
verde fluorescente (GFP), respectivamente, sob o controlo do promotor do

citomegalovirus (pCMV).

5.2.2.  Produgdo do anticorpo H18/7

O anticorpo H18/7 foi produzido e purificado conforme descrito na sec¢ao

“Materiais e métodos” do Capitulo 3 desta dissertagao.

5.2.3.  Preparacdo de imunolipossomas contendo vectores

adenovirais e imunolipossomas vazios

O filme lipidico, composto por PI/EPC/DOPE/CHOL na razao molar 3/2/3/2 ou
por EPC/DOPE/CHOL na razdo molar 5/3/2, foi preparado por evaporagdo do
cloroférmio da mistura lipidica recorrendo a um fluxo de azoto. De seguida, o filme
lipidico foi hidratado com uma solucdo aquosa contendo os vectores adenovirais, de
modo a obter uma concentragao total de lipido de 4,5 mM e uma concentracdo de
vectores adenovirais de 1,75 x 10“, 3,5 x 10" ou de 1,75 x 10" unidades
infecciosas/mL.

Os lipossomas multilamelares resultantes foram extrudidos por membranas de
policarbonato com poros de didmetro de 200 nm. Os adenovirus recombinantes nao
encapsulados foram separados por ultracentrifugacdo em gradiente de cloreto de césio.

Apds remocdo dos vectores adenovirais ndo encapsulados procedeu-se a
quantificagdo do colesterol utilizando o kit Infinity Cholesterol Reagent. O PEG
heterofuncional foi incubado com os lipossomas numa razao de 5 mg de NHS-PEG-Mal
por mg de colesterol, de modo a que o éster N-hidroxisuccinimida (NHS) reaja com as
aminas primarias do lipido DOPE. A reac¢do decorreu durante 2 horas, a uma
temperatura de 4 °C, sob agitacdo suave e em atmosfera de azoto. As moléculas de
NHS-PEG-Mal que ndo reagiram foram removidas por cromatografia de exclusdo
molecular, recorrendo a uma coluna de Sefarose CL-4B. A elui¢do foi realizada com
HBS a pH 7,2 contendo EDTA numa concentragao de 2 mM. A activacao do anticorpo
foi efectuada conforme descrito na sec¢do “Materiais e métodos” do Capitulo 3 desta
dissertacdo. O anticorpo activado foi incubado com os lipossomas numa razao de 0,375
mg por umol de lipido total, por um periodo de 2 ou 12 horas, a 4 °C ou a temperatura

ambiente, dependendo do protocolo experimental, mas sempre sob agitacdo suave e em
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atmosfera de azoto. Apos este periodo, os grupos maleimida ainda activos foram
desactivados com B-mercaptoetanol numa razao molar de 1 mol PEG por 5 mol de [3-
mercaptoetanol. O anticorpo ndo acoplado ¢ o excesso de P-mercaptoetanol foram
removidos por eluicdo em coluna de Sefarose CL-4B utilizando um tampao de HBS a
pH 7.4.

Os imunolipossomas vazios foram preparados por um método semelhante, com a
excepcao da hidratacdo do filme lipidico, a qual foi efectuada com HBS a pH 8, na
auséncia de vectores adenovirais. Consequentemente, também nao se aplicou o passo de
remocdo de vectores virais ndo encapsulados pelo gradiente de cloreto de césio. A

extrusdo foi efectuada por membranas com didmetro de poro de 200 ou de 400 nm.

5.2.3.1. Purificacdo de lipossomas direccionados encapsulando rAd
por gradientes de Ficoll e de cloreto de césio

O gradiente de cloreto de césio foi preparado utilizando duas solugdes de cloreto
de césio (Sigma) com massas volumicas de 1,41 e 1,27 kg/l, tendo-se pipetado 1,5 mL
da solug¢do de massa volumica 1,41 kg/ 1, e 2,5 mL da solu¢do de massa volimica 1,27
kg/l. No topo, como ultima camada, colocaram-se 0,5 mL de lipossomas. No caso
particular, em que se analisou a eficiéncia deste gradiente para remocao de vectores ndao
encapsulados em lipossomas, a ultima camada consistiu numa solu¢do de HBS contendo
adenovirus recombinantes (5 x 10’ unidades infecciosas de AdspCMVGEP). O
gradiente de cloreto de césio foi sujeito a ultracentrifugacdo a 155000 g durante 2 horas,
a 18 °C. A determinacao do nimero de unidades infecciosas por camada foi efectuada
apos dialise em PBS, utilizando uma membrana apresentando um valor de cut off de
8000 Da (Spectrum). As células endoteliais HUVEC foram incubadas com solugdes
correspondentes as diversas fracgdes, as quais foram previamente diluidas em série.
ApoOs 48 horas, o numero de células positivas para cada dilui¢do foi determinada por
citometria de fluxo (FACSCalibur), e com base nesses resultados determinou-se o
nimero de unidades infecciosas por unidade de volume.

O gradiente de Ficoll também foi inicialmente considerado para separagao de
adenovirus recombinantes (Ad,pCMVLacZ). Este gradiente foi preparado com uma
primeira camada composta por 1 mL de Ficoll a 30 % misturado com 0,5 mL de
formulacdo ou de adenovirus livres (2 x 10'° genomas), seguido de 3 mL de Ficoll a 10

%, e uma Ultima camada de 0,5 mL de HBS a pH 7.,4. A ultracentrifugagao foi realizada
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a 72000 g durante 30 minutos, a 4 °C, e a concentragdo de genomas virais em cada
camada foi determinada por PCR, tal como referido na sec¢do “Materiais e métodos” do

Capitulo 4.

Assim, apds os estudos de optimizagdo, a preparacdo de imunolipossomas

contendo rAd passou a ser efectuada de acordo com o esquema de seguida apresentado.

Filme lipidico Adenovirus recombinantes
(rAd)

1. Hidratacao do filme lipidico (formagio de lipossomas contendo

rAd)

Extrusio (200 nm) (uniformizagao do tamanho)

3. Purificacio por ultracentrifugacio em gradiente de
cloreto de césio (remogio de rAd livres)

N

Lipossomas contendo rAd (LP Ad)

1. Incubac¢do com NHS-PEG-Mal (2 horas, 4 °C) (acoplamento
do PEG)
2. Purificacdo em coluna de Sefarose (remocio de NHS-PEG —Mal)

LP rAd-PEG-Mal

1. Incubaciio com anticorpo H18/7 activado (acoplamento do

anticorpo)

2. Incubac¢ido com B-mercaptoetanol (desactivagdo de grupos
maleimida)

3. Purificacio em coluna de Sefarose (remogéo de anticorpo ndo
acoplado)

LP rAd-PEG H18/7

5.2.4.  Efeito das condigdes experimentais na viabilidade dos

vectores e avaliacdo da cinética da perda de actividade
Para determinar o efeito das condi¢des experimentais na actividade dos
vectores adenovirais do tipo 2 (pCMVLacZ) em células endoteliais HUVEC, estas
foram incubadas com vectores sujeitos a condi¢cdes de luz e temperatura idénticas as

utilizadas na preparacdo dos imunolipossomas, numa concentragdo de 8000 unidades
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infecciosas por célula (Ad;pCMVLacz). Paralelamente, as células foram incubadas com
rAd descongelados imediatamente antes da adi¢do as células.

Para avaliar a perda de actividade dos rAd ao longo do tempo apds dilui¢ao
com PBS (1/10) (A) ou apo6s diluicdo (1/10) seguido de eluigdo por coluna de Sefadex
G50 (B), os adenovirus recombinantes foram deixados a 4 °C durante periodos de tempo
definidos, até serem incubados com as células: 50000 unidades infecciosas por célula na
situacdo (A) e 32000 unidades infecciosas por célula na situagdo (B).

Nas situagdes supra referidas, a incubacao com as células foi realizada por um
periodo de 48 horas, ap6s o qual estas foram lavadas e lisadas, antes de proceder a

quantificagdo da [-galactosidase.

5.2.5.  Preparagado de misturas de adenovirus

recombinantes/imunolipossomas

Os complexos foram preparados por mistura de imunolipossomas ou lipossomas
sem ligando, de 200 nm de diametro, com adenovirus recombinantes, de modo a obter
uma concentragdo final de lipido de 76 uM e uma concentragdo final de adenovirus
recombinantes de 4 x 10’ unidades infecciosas/mL. Com o objectivo de promover a
interacgdo entre os lipossomas carregados negativamente e os adenovirus
recombinantes, o pH da solucao contendo os adenovirus foi ajustado a 4,5, tendo-se
demonstrado previamente que este abaixamento de pH ndo lhes altera a capacidade de
transduzir células HUVEC. Deste modo, as proteinas da superficie viral passam a
apresentar carga positiva, favorecendo a interac¢do com os lipossomas de carga
negativa. As cé€lulas, semeadas na densidade de 10000 por poco, em placas de 24 pogos,
foram incubadas com os complexos de modo a obter uma concentracdo final de lipido

de 7,6 uM e 20000 unidades infecciosas por célula.

5.2.6.  Caracterizagao dos lipossomas

5.2.6.1. Determinaciao do tamanho
O tamanho dos imunolipossomas, diluidos em HBS a pH 7.4, foi medido por
espectroscopia de correlacao fotonica, num aparelho designado PCS Submicron Particle

Size Analyser (Beckman Coulter). As medigdes foram realizadas a 25 °C, com um
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tempo de equilibrio de 5 minutos, durante 200 segundos e com um angulo de leitura a

90°.

5.2.6.2. Determinacio da eficiéncia de encapsulacio
A eficiéncia de encapsulagdo foi calculada com base na concentracdo de
genomas de adenovirus, determinada por PCR quantitativo, e na concentragdo de
colesterol, determinada utilizando o kit Infinity Cholesterol Reagent, a semelhanca do
referido para a determinacao da eficiéncia de encapsulacao de rAAV, referido na sec¢do

“Materiais ¢ métodos” do Capitulo 4.

5.2.6.3. Eficiéncia de acoplamento do ligando
Nas experiéncias de optimizacdo efectuadas com a transferrina, a eficiéncia de
acoplamento deste ligando foi determinada pela razao entre a massa de transferrina por

mol de colesterol final e a massa de transferrina por mol de colesterol inicial (EA).

5.2.7.  Estudos de associacao celular

Os estudos de associacdo celular foram realizados por citometria de fluxo e por
microscopia confocal. Os pormenores relativos a cultura celular das células HUVEC
encontram-se descritos na sec¢do “Materiais e métodos” do Capitulo 3.

Nos estudos realizados por citometria de fluxo, as células endoteliais HUVEC
foram semeadas em placas de 24 pocos, previamente revestidos com gelatina a 1 %,
com uma densidade de 10000 células por poco, 24 horas antes da incubacdo com os
lipossomas. Os imunolipossomas ou lipossomas ndo direccionados, contendo
adenovirus recombinantes (LP Ad-H18/7 ou LP Ad-PEG) ou nao (LP-H18/7 ou LP-
PEG), foram incubados com as células endoteliais HUVEC numa concentragao de 80
uM de lipido total, durante 4 horas a 37 °C, na presenca ou auséncia de TNF-o (100
ng/mL), previamente incubado com as células durante 1 hora. Os imunolipossomas
desprovidos de vectores virais foram preparados por extrusdo através de membranas
com diametro de poro de 200 ou 400 nm, conforme indicado.

Nos estudos de microscopia confocal, as células foram semeadas em laminas de
8 pocos, previamente revestidos com 1 % de gelatina, na densidade de 10000 células
por poco. Nas experiéncias de microscopia confocal utilizaram-se protocolos diferentes

no caso de lipossomas desprovidos de adenovirus (vazios) € no caso de lipossomas
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contendo adenovirus. Assim, os estudos de associacdo de lipossomas vazios (400 nm)
foram realizados incubando LP-H18/7 ou LP-PEG com células endoteliais HUVEC na
concentragdo de 80 uM em lipido, durante 4 horas a 37 °C, na presen¢a ou auséncia de
TNF-a (100 ng/mL), previamente incubado com as células durante 1 hora. Nos estudos
de associagdo celular, os lipossomas contendo vectores adenovirais (LP Ad- H18/7 ou
LP Ad- PEG), foram incubados com as células endoteliais HUVEC na concentracdo de
40 uM em lipido. Para activar as células, o TNF-o foi previamente incubado com as
estas durante 4 horas na concentracdo de 100 ng/mL. Subsequentemente, as células
foram lavadas e incubadas com as formula¢des durante 1 hora, as temperaturas de 4 °C

ou 37 °C.

5.2.8.  Estudos de transducao

As experiéncias de transducdo foram realizadas recorrendo a citometria de fluxo
e microscopia confocal.

Nos estudos de citometria de fluxo, as células endoteliais HUVEC foram
semeadas numa placa de 24 pogos, na densidade de 10000 células por pogo, 24 horas
antes da experiéncia de transducao. Os lipossomas, LP Ad-H18/7 ou LP Ad-PEG, foram
incubados com as células endoteliais HUVEC nas concentragdes de 40 uM ou 80 uM
em lipido. A incubacao foi realizada por um periodo de 12 horas a 37°C, na presenga ou
auséncia de TNF-a na concentracdo de 100 ng/mL . Nos estudos de inibicdo da
transfecc¢do, as células foram pré-incubadas durante 30 minutos com H18/7 (20 pug/mL),
apos 4 horas de incubagdo com TNF-a. Os lipossomas foram entdo incubados com as
células por 1 hora, ainda na presencga de E-selectina. Apds este periodo, as células foram
lavadas e incubadas durante mais 48 horas antes de realizar as experiéncias de
citometria de fluxo.

Para os estudos de microscopia confocal, o procedimento seguido foi semelhante
com a diferenca do plaqueamento das células, o qual foi realizado conforme descrito na
subseccao 5.2.7.

Todas as experiéncias foram realizadas na presenca de soro fetal de bovino nao

desactivado, a 20 %.
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5.2.9. Avaliacdo da associacdo celular e da expressio do

transgene

Nos estudos de citometria de fluxo, as células endoteliais HUVEC foram lavadas
trés vezes com PBS, incubadas com uma solucdo de tripsina/EDTA até se destacarem
das placas e imediatamente ressuspensas em PBS contendo 20 % de soro. Apods
centrifugacdo, foram novamente ressuspensas em PBS e analisadas por citometria de
fluxo para determinacdo das células positivas para GFP. Para os estudos de transdu¢ao
celular os lipossomas foram marcadas com Rh- PE para evitar interferéncia com a
leitura da fluorescéncia da GFP, e para a andlise da associagdo celular os lipossomas
foram marcados com Fluor-PE uma vez que o aparelho de citometria de fluxo ndo
permitia a analise da Rh-PE.

Para os estudos por microscopia confocal, as células foram lavadas com PBS e
fixadas com PFA a 4 %, a 4 °C durante 15 minutos. O excesso de PFA foi desactivado
com solucdo de glicina na concentragdo de 0,1 M, e as células foram lavadas com PBS,
e preparadas com meio de montagem VectaShield contendo DAPI, apropriado para a
analise de amostras que apresentam fluorescéncia. Os lipossomas preparados para os
estudos de transducdo foram marcados com Rh-PE pela razdo ja referida acima, e os
lipossomas preparados para os estudos de associagdo celular foram marcadas tanto com
Rh-PE como com Fluor-PE, utilizando para tal um microscopio confocal LSM 510
(Zeiss).

Em alguns casos particulares, em que se utilizou o Ad2 pCMVLacZ, a
transducdo foi determinada com base no método ja descrito na sec¢do “Materiais e

métodos” do Capitulo 2.

5.2.10. Viabilidade celular

Nove horas apds a remoc¢ao do meio contendo os imunolipossomas, as células
foram incubadas com uma soluc¢do de resazurina (Sigma), durante 12 horas. A referida
solugdo de resazurina foi preparada a 10 % (v/v) em meio de cultura, partindo de uma
solugdo de concentragao 0,1 mg/mL.

Ap6s o periodo de incubagdo, o meio foi analisado por ELISA a 540 nm,
utilizando o filtro de 630 nm como referéncia. Apods correc¢do correspondente ao

branco (pogos contendo solucdo de resazurina na auséncia de células), os valores

204



CAPITULO 5

obtidos foram expressos em termos percentuais relativamente a condicdo controlo

(células quiescentes incubadas com lipossomas nao direccionados).

5.3. Resultados

5.3.1.  Avaliacdo de factores criticos na preparagdo de lipossomas

5.3.1.1. Processos de purificacio de lipossomas direccionados
encapsulando rAd
Com o objectivo de remover os adenovirus ndo encapsulados, foram testados dois
métodos de separagdo baseados em gradiente (Figura 5.4). O gradiente de Ficoll tem
sido utilizado em formulagdes lipossomicas para remover ADN plasmidico nao
encapsulado®. Os resultados obtidos demonstram, contudo, que este método ndo é
muito eficiente quando aplicado a vectores adenovirais. Apos ultracentrifugacdo de uma
solugdo contendo rAd, detectaram-se 33 % (£ 0,4) de genomas virais na fase de HBS, a
fase correspondente a frac¢do lipossdmica quando o processo de purificagdo ¢ aplicado
aos lipossomas (Figura 5.4 A).

O método do cloreto de césio, desenvolvido para purificar adenovirus dos residuos
das células onde estes foram produzidos, originou um perfil de separacdo mais eficiente.
O numero de unidades infecciosas detectadas na fase de HBS apds aplicagdo deste
processo a uma solugdo contendo rAd, corresponde a 3,2 % (£ 4,1), enquanto que 94,5
% (£ 0,8) do numero total de unidades infecciosas existentes no gradiente se encontra
na interface entre as soluc¢des de cloreto de césio com densidades de 1,41 e 1,27 (Figura
5.4 B). Este resultados s3o indicativos claros de que este ultimo método ¢ o mais
adequado para remover vectores adenovirais nao encapsulados de um mistura contendo

vectores livres e encapsulados em lipossomas.
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Figura 5.4- Purificacao de lipossomas direccionados encapsulando rAd por gradiente de
Ficoll e gradiente de cloreto de césio

Os vectores adenovirais foram diluidos em PBS e a sua distribuicao nas diferentes camadas foi
determinada apos ultracentrifugagdo. A quantificagdo dos virus foi efectuada por quantificacdo
dos genomas virais (Ad,pCMVLacZ) por PCR quantitativo no caso do gradiente de Ficoll (A),
ou por determinacdo do numero de particulas infecciosas (AdspCMVGFP) no caso do gradiente
de cloreto de césio (B).

1. Efeito do cloreto de césio no acoplamento do ligando
Considerando os resultados promissores da separagdo de adenovirus
recombinates em gradiente de cloreto de césio, tornou-se necessario demonstrar que este
sal, devido a elevada viscosidade que confere a solucdo que contém os lipossomas, ndo
interfere com o acoplamento da molécula de PEG a superficie destes. Como tal,
avaliou-se a extensao da associagdo celular de imunolipossomas vazios, cujo método de
preparacdo implicou a utilizagdo do gradiente de cloreto de césio. Os resultados de

associacdo celular obtidos com imunolipossomas preparados por este processo, siao
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similares aos observados para imunolipossomas vazios, preparados na auséncia de
cloreto de césio, com 78 % das células activadas incubadas com os imunolipossomas a
apresentar valores de intensidade de fluorescéncia muito elevados (Figura 5.5). Este
resultado indica que a composicdo do gradiente ndao condiciona a eficacia do

acoplamento do PEG, e consequentemente do ligando, aos lipossomas.

100+

504

254

Células positivas (%)

Quiescentes Activadas

Figura 5.5- Influéncia do cloreto de césio na eficiéncia de acoplamento do PEG e do
ligando H18/7

Os lipossomas vazios, marcados com Fluor-PE, preparados por extrusao através de membranas
com poro de didmetro de 200 nm, foram sujeitos a um gradiente de cloreto de césio. Apos
ultracentrifugagdo, os lipossomas foram removidos ¢ incubados com PEG heterofuncional
durante 2 horas. Apés remog¢do do PEG ndo acoplado e incubag@o do ligando, os lipossomas
foram incubados com células HUVEC activadas, na concentragdo de 80 uM em lipido, durante
4 horas. A activacdo das células com TNF-a, na concentracdo de 100 ng/mL, teve inicio uma
hora antes da incubag@o com os lipossomas e prosseguiu durante as 4 horas de incubagdo. Apods
esse periodo, as células foram lavadas, ¢ o nimero de células positivas para a associa¢do de
lipido foi determinado por citometria de fluxo. Os valores apresentados foram determinados
definindo como valor basal a fluorescéncia de células quiescentes incubadas com
imunolipossomas de 200 nm.

5.3.1.2. Condig¢des de acoplamento: efeito da temperatura e do tempo

poOs descongelaciao
O protocolo de preparacdo de imunolipossomas inicialmente utilizado implicava
que os vectores adenovirais ficassem expostos a temperatura ambiente até cerca de 72
horas, apos descongelagdo, antes de serem incubados com as células a transduzir. Os
resultados obtidos com o vector Ad;LacZ demonstram, contudo, que nestas condigdes

os virus recombinantes perdem a capacidade de transduzir células (Figura 5.6).
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Figura 5.6- Efeito das condicdes experimentais na viabilidade dos vectores

As células endoteliais HUVEC foram incubadas com os vectores adenovirais numa
concentracdo de 8000 unidades infecciosas por célula (Ad;pCMVLacz). Os vectores
adenovirais foram sujeitos as mesmas condi¢des experimentais de preparacdo dos
imunolipossomas (Ad C.E.) ou descongelados imediatamente antes da adi¢ao as células (Ad -80
°C). A incubagdo com as células foi realizada por um periodo de 48 horas, apos o qual estas
foram lavadas e lisadas, antes de proceder a quantificacdo da (3-galactosidase.

Uma explicagdo possivel para esse efeito seria a presenga prejudicial de glicerol
nos stocks adenovirais. Por esse motivo, efectuou-se um estudo sobre a cinética da
perda de actividade de transdugdo apds descongelagdo. Nesse estudo, os stocks de
adenovirus foram diluidos em PBS (Figura 5.7 A) ou eluidos numa coluna de Sefadex
G50 (Figura 5.7 B), na tentativa de diluir ou remover o glicerol por cromatografia de
exclusdo molecular, respectivamente. Apds este tratamento, os adenovirus foram
mantidos a 4 °C, por periodos determinados, até serem incubados com as células a
transduzir. Os resultados revelam que, mesmo apds a tentativa de remog¢ao ou dilui¢do
do glicerol, continua a observar-se uma perda rapida da actividade de transdugao. Seis
horas apds descongelacdo os complexos apresentam em média apenas 20 % da sua
actividade inicial. Apos 80 horas, o que corresponde aproximadamente ao periodo de
preparacdo dos imunolipossomas, a actividade dos vectores encontra-se reduzida a 1,5

% da sua actividade inicial.
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Figura 5.7- Estudo da cinética da perda de actividade dos adenovirus em fun¢io do tempo
apos descongelacao

Os adenovirus (Ad,pCMVLacz) foram descongelados e diluidos 1/10 com PBS (A) ou diluidos
1/10 e sujeitos a uma centrifugagdo por coluna de Sefadex G50 (B). Os adenovirus
recombinantes foram deixados a 4 °C durante periodos de tempo definidos, até serem incubados
com as células: 50000 unidades infecciosas por célula na situagdo (A) e 32000 unidades
infecciosas por célula na situagdo (B). A incubagdo com as células foi realizada por um periodo

de 48 horas, apos o qual as células foram lavadas e lisadas, antes de proceder a quantificagdo da
[B-galactosidase.

A andlise efectuada com um outro serotipo de adenovirus, AdsGFP, revelou uma
vantagem acrescida. O serotipo em causa demonstrou ser mais resistente apos

descongelagdo e os resultados obtidos demonstram que 24 horas ap0s este processo, este

serotipo, se mantido a 4 °C, preserva a sua capacidade de transducdo. Contudo, se

mantido a temperatura ambiente, a sua actividade ¢ completamente abolida. Os
resultados sugerem que, ou os vectores do serotipo 5 sdo mais resistentes apods
descongelagdo do que os vectores de serotipo 2, ou que os stocks foram preparados com

quantidades diferentes de glicerol, favorecendo a viabilidade de um stock em detrimento
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do outro. Estes resultados constituiram uma forte indicagcdo de que, para o
prosseguimento da tarefa, ¢ imperativo alterar a temperatura de trabalho para 4 °C, e
minimizar o tempo total de preparacdo da formulagao.

No seguimento dos resultados de perda de actividade do adenovirus recombinantes,
procedeu-se a avaliagdo do efeito da temperatura na eficiéncia de acoplamento do
ligando aos lipossomas (Tabela 5.1). Tratando-se de estudos de optimizagdo
experimental, optou-se por utilizar como ligando uma proteina modelo, a transferrina,
visando uma utilizagdo mais racional do anticorpo. A primeira abordagem consistiu em
avaliar o efeito da temperatura (temperatura ambiente versus 4 °C) no processo de
acoplamento, tanto da molécula de NHS-PEG-Mal aos lipossomas, como do ligando ao
grupo NHS da molécula de PEG. A eficiéncia de acoplamento manteve-se igual,
independentemente da temperatura a que se efectuou o processo de acoplamento
(0,011). Este resultado indica que é possivel alterar a temperatura, sem influenciar a
eficiéncia do processo. Adicionalmente, foi também demonstrado que a diminui¢ao do
tempo de incubagdo do ligando com o conjugado PEG-lipossomas de 12 para 2 horas
ndo influenciou os niveis de ligacdo da transferrina (0,014). No seu conjunto, estes
resultados demonstram que € possivel diminuir a temperatura ¢ o tempo de incubagdo

do acoplamento.

Condics Temp ambiente 4°C 4°C
ondigoes 12 horas 12 horas 2 horas
EA 0,011 0,011 0,014

Tabela 5.1- Influéncia da temperatura e do tempo de reaccio na eficiéncia de acoplamento
do ligando

O processo de acoplamento do ligando transferrina, decorreu durante 12 horas a temperatura
ambiente ou a 4 °C, e também a 4 °C durante 2 horas. O processo de acoplamento do PEG
heterofuncional decorreu durante 2 horas, variando apenas a temperatura de acordo com as
condi¢des utilizadas para o acoplamento da transferrina. Apos remogdo de ligando niao
acoplado, procedeu-se a quantificagdo de colesterol e transferrina na amostra final, tendo-se
efectuado igualmente estas quantificagcdes na amostra inicial, determinando-se com base nesses
valores a eficiéncia de acoplamento (EA).

5.3.1.3. Método de preparacio por mistura de lipossomas pré-
formados

Uma das alternativas avaliadas para resolver o problema detectado, consistiu em

preparar complexos resultantes da mistura de quantidades precisas de adenovirus

recombinantes com imunolipossomas vazios (Figura 5.8). Os complexos foram
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preparados de modo a obter uma concentragdo final de lipido de 76 pM e 4 x 10°
unidades infecciosas/mL. Com o objectivo de promover a interaccdo entre o0s
lipossomas carregados negativamente e os adenovirus recombinantes, o pH da solugao
contendo os adenovirus foi mantido a valores de 4,5. Deste modo, ¢ de acordo com
alguns dados disponiveis na literatura®, as proteinas de superficie passam a apresentar
carga positiva, favorecendo a interacgdo com os lipossomas de carga negativa. As
células foram incubadas com complexos na concentragdo de 7,6 uM de lipido total e
20000 wunidades infecciosas por célula. Apesar de se observarem diferencas
relativamente a eficiéncia de transducao mediada por imunolipossomas, com um efeito
mais marcado em células endoteliais activadas, em todas as outras condi¢des também se
verificaram elevados niveis de expressdo do transgene. Por esse motivo esta estratégia

foi abandonada.
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Figura 5.8- Transducio de células HUVEC mediada por complexos de
adenovirus/imunolipossomas

Imunolipossomas vazios marcados com Fluor-PE foram preparados por extrusdo através de
membranas com didmetro de poro de 200 nm, e misturados com adenovirus (Ad,pCMVLacZ) a
pH 4,5 (Lp Ad-H18/7). As mesmas condi¢cdes experimentais foram aplicadas aos lipossomas
ndo direccionadas (Lp Ad-PEG). As células activadas ou quiescentes foram incubadas com os
complexos na concentracdo de 7,6 UM em lipido total e 20000 unidades infecciosas por célula.
A activagdo das células teve inicio uma hora antes da incubagao dos lipossomas com TNF-a na
concentracdo de 100 ng/mL, e prosseguiu durante as 4 horas de incubagdo dos lipossomas. A
incubagdo com as células foi realizada por um periodo de 48 horas, apds o qual as células foram
lavadas e lisadas, antes de proceder a quantificagdo da [3-galactosidase.
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5.3.2. Transdugdo de células endoteliais activadas mediada por

imunolipossomas com 200 nm de didmetro

Identificadas as variaveis criticas no processo de producdo dos imunolipossomas
contendo vectores adenovirais, procedeu-se a avaliacdo da transdugdo. Iniciou-se por
determinar a influéncia do tamanho dos imunolipossomas ¢ da encapsulacdo dos
vectores adenovirais, no perfil de associacao celular. Finalmente, realizaram-se estudos
de transducao, onde se avaliou o efeito da composi¢ado lipidica dos imunolipossomas e
da concentracdo inicial dos vectores adenovirais nos niveis e especificidade da
transducdo. Avaliou-se também o efeito da dose inicial dos imunolipossomas nos niveis

de transducao e a influéncia da formula¢do na viabilidade das células transduzidas.

5.3.2.1. Estudos de associa¢ao celular

i. Efeito do tamanho dos imunolipossomas
Apesar dos resultados de associagdo celular, determinados por citometria de fluxo,
apresentados no Capitulo 3, terem evidenciado ndo existir um efeito do tamanho dos
imunolipossomas na extensdo da associagdo celular (Figura 5.9 A), as respectivas
imagens de microscopia confocal revelam que a fluorescéncia das células incubadas
com lipossomas de 400 nm se concentra principalmente a nivel da membrana celular,

sem que ocorra internalizagdo significativa de lipossomas (Figura 5.9 B).
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Figura 5.9 A- Extensio da associacio celular de imunolipossomas de 200 e 400 nm

As células activadas ou quiescentes foram incubadas durante 4 horas, com imunolipossomas
vazios, na concentracdo de 80 pM, extrudidos através de membranas com diametro de poro de
200 ou 400 nm, e marcados com Fluor-PE. A activacdo das células teve inicio uma hora antes
da incubagdo dos lipossomas com TNF-a na concentracdo de 100 ng/mL, e prosseguiu durante
as 4 horas de incubagdo dos lipossomas. Apds esse periodo, as células foram lavadas, ¢ o
numero de células positivas para a associacao de lipido foi determinada por citometria de fluxo.
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Os valores apresentados foram determinados definindo como valor basal, a fluorescéncia de
células quiescentes incubadas com imunolipossomas de 200 nm.

Figura 5.9 B- Associacio celular mediada por imunolipossomas vazios de 400 nm

Os imunolipossomas vazios, marcados com Fluor-PE, foram extrudidos através de membranas
com poro de diametro 400 nm, e incubados 4 horas com células HUVEC activadas, numa
concentracdo de 80 uM em lipido. A activagdo das células teve inicio uma hora antes da
incubagdo dos lipossomas com TNF-a na concentragdo de 100 ng/mL e prosseguiu durante as 4
horas de incubacdo dos lipossomas. As células foram depois lavadas, fixadas, preparadas com
meio de montagem e analisadas por microscopia confocal utilizando uma objectiva de 6leo
Plan-Apochromat 63x/1.4.

Uma vez que este perfil de associacdo podera comprometer a eficiéncia da entrega
de genes as células alvo, optou-se pela utilizagdo de lipossomas com aproximadamente
200 nm de didmetro médio. Os resultados de PCS indicam que o tamanho dos
imunolipossomas extrudidos através de membranas com poro de diametro de 200 nm ¢é
de 185,2 nm (£ 9,4), encontrando-se descrito que particulas com este tamanho poderao

ser internalizadas através de endocitose mediada por receptores™.

ii. Efeito dos adenovirus encapsulados

O perfil de associacdo celular de lipossomas de 200 nm, contendo vectores
adenovirais, é equivalente ao perfil de associagdo de lipossomas vazios. A semelhanca
do efectuado para lipossomas vazios, o valor de fluorescéncia considerado basal foi
definido a partir de experiéncias realizadas envolvendo a incubacdo de lipossomas nao
direccionados (com células quiescentes ou activadas) e de imunolipossomas incubados
com células quiescentes. Este valor basal corresponde a um valor de fluorescéncia de
3160 unidades, e engloba tanto os valores de fluorescéncia referentes a células nao
incubadas com lipossomas (0 a 75 unidades de fluorescéncia) como os referentes as
condi¢cdes anteriormente citadas (75 a 3160 unidades de fluorescéncia). Estes resultados
indicam que, mesmo na auséncia de direccionamento, se verifica, embora em baixa

extensdo, associacao de lipossomas as células. Contudo, quando os imunolipossomas
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foram incubados com células endoteliais activadas, 78 % das células apresentam uma
fluorescéncia superior a 3160 unidades de intensidade de fluorescéncia, indicando uma

forte interac¢do dos imunolipossomas com as respectivas células alvo (Figura 5.10 A).
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Figura 5.10 A- Associacdo celular mediada por imunolipossomas contendo vectores
adenovirais

Os imunolipossomas marcados com Fluor-PE e contendo AdspCMVGEFP, preparados por
extrusdo através de membranas com poro de didmetro de 200 nm, foram incubados com células
HUVEC activadas (LP Ad- H18/7 A) e quiescentes (LP Ad- H18/7 Q), durante 4 horas, na
concentracdo de 80 uM, em lipido. Os lipossomas ndo direccionados foram incubados com
células activadas (LP Ad- PEG A) e com células quiescentes (LP Ad- PEG Q) nas mesmas
condi¢des. A condic¢do controlo diz respeito a células incubadas com tampao. A activagao das
células com TNF-a, na concentragdo de 100 ng/mL, teve inicio uma hora antes da incubagao
com os lipossomas e prosseguiu durante as 4 horas de incubagao. Apos esse periodo, as células
foram lavadas, e o numero de células positivas para a associagao de lipido foi determinada por
citometria de fluxo. A percentagem de células positivas em cada condigdo foi determinada para
os trés intervalos de intensidade definidos.

A especificidade da interac¢do celular foi confirmada por microscopia confocal.
Para além de confirmarem os resultados obtidos por citometria de fluxo, as imagens de
microscopia demonstram ainda que a fluorescéncia detectada se deve ndo sé a ligacdo
dos imunolipossomas & membrana citoplasmatica, mas também a internalizagdo pelas
células (Figura 5.10 B), ao contrario do observado com os imunolipossomas de 400 nm

(Figura 5.9B).
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Figura 5.10 B — Associacdo celular de lipossomas contendo vectores adenovirais
encapsulados

Os imunolipossomas marcados com Rh-PE e contendo AdspCMVGFP, preparados por extrusdo
através de membranas com poro de diametro de 200 nm, foram incubados com as células
HUVEC activadas ou quiescentes (LP Ad- H18/7), na concentracdo de 40 uM de lipido total,
durante 1 hora. Os lipossomas controlo foram incubados com células activadas ou quiescentes
(LP Ad- PEG), nas mesmas condi¢des. A activagdo das células HUVEC foi realizada por
incubagdo com TNF-a na concentragdo de 100 ng/mL durante 4 horas, antes da incubagdo com
os lipossomas. Apoés incubagdo dos lipossomas, as células foram lavadas, fixadas e preparadas
com meio de montagem para analise por microscopia confocal, utilizando uma objectiva Pan-
Neofluar 40x/0.75.

5.3.2.2. Estudos de transducao

i. Efeito da composicao dos lipossomas

De modo a optimizar as condigdes de transdugdo, testaram-se varias condigdes,
incluindo a composi¢do dos lipossomas. Conforme justificado anteriormente, os
lipossomas de carga positiva ndo foram considerados devido as interac¢des ndo
especificas que medeiam, considerando-se apenas lipossomas que se apresentem neutros
ou carregados negativamente a pH 7,4.

A encapsulagdo foi testada utilizando um filme lipidico, constituido por
PI/EPC/DOPE/CHOL, em que a carga negativa ¢ conferida pelo PI, e com um filme
lipidico sem lipidos negativos, constituido por EPC/DOPE/CHOL. A hidratagdo do
filme lipidico neutro foi contudo dificil, ao contrario da hidratacao do filme contendo

PI, processo que ndo foi favorecido por variacdes do pH da solugcdo de hidratacdo,
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verificando-se que apenas a diminuicao acentuada da concentracao de lipido permitiu a
formagao dos lipossomas.
Por este motivo, optou-se por prosseguir o trabalho com a formulacdo de

PI/EPC/DOPE/CHOL.

ii. Efeito da concentracao inicial de vectores adenovirais

A avaliacdo dos niveis de transdu¢do mediada por imunolipossomas encapsulando
vectores adenovirais foi realizada utilizando como ponto de partida duas concentragdes
iniciais de adenovirus recombinantes. Utilizando a concentracdo inicial de 1,75 x 10"
ui/mL, os resultados obtidos demonstram que a transdugdo ocorreu selectivamente em
células endoteliais activadas, correspondendo aproximadamente a 20 % de células
transduzidas. Aumentando dez vezes a concentragdo inicial dos vectores, a percentagem
de células transduzidas aumentou, mas parte desse aumento foi devido a efeitos ndo
especificos (Figura 5.11). E possivel que nestas condigdes, o protocolo estipulado para a
purificacao com o gradiente de cloreto de c€sio nao permita a separacao tao eficaz de
vectores adenovirais livres, o que terd como consequéncia a sua acumula¢do na
formulagdo final. A wverificar-se esta hipdtese, estes vectores adenovirais livres
tenderiam a mediar interac¢des ndo especificas com as células, e consequente
transducdo ndo selectiva. Estes resultados sugerem que a concentragao inicial de 1,75 x

10", constitui uma base de trabalho para experiéncias futuras.
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Figura 5.11- Eficiéncia de transducio mediada por imunolipossomas em funciao da
concentracio inicial de adenovirus

Os imunolipossomas marcados com Rh-PE foram preparados a partir de uma concentragao
inicial de AdspCMVGFP de 1,75 x 10" ou de 1,75 x 10" ui/mL e por extrusio através de
membranas com poro de didmetro de 200 nm, e incubados com células activadas ou
quiescentes, na concentragao de 80 uM em lipido total. Apds 12 horas de incubagdo, o meio de
cultura foi substituido por meio fresco e as células foram incubadas durante mais 36 horas. Apds
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essa incubacdo, as células foram lavadas, destacadas e analisadas por citometria de fluxo. Os
resultados apresentados foram determinados definindo os valores da fluorescéncia de células
incubadas com HBS como a fluorescéncia basal.

iii. Eficiéncia de encapsulagdo

A eficiéncia de encapsulacio foi determinada por PCR quantitativo em lipossomas
contendo adenovirus do tipo 2, observando-se uma variagdo dos valores da eficiéncia de
encapsulacdo entre 1 a 4 %. Estes valores, apesar de considerados baixos, correspondem
ao valor esperado, uma vez que o processo de encapsulacdo € passivo, e portanto menos
eficiente. A utilizacdo de estratégias que usualmente promovem a encapsulacdo de
compostos, tal como o congelamento/descongelamento, é desaconselhdvel uma vez que
promovem a perda da actividade dos virus. Para além do referido, ndo existem factores
que promovam a interac¢do entre os lipossomas e os adenovirus recombinantes, uma
vez que ambos possuem carga negativa ao pH a que decorre a preparacdo. Apesar dos
valores de eficiéncia de encapsulagdo serem baixos, o elevado titulo inicial das
preparagdes de adenovirus permitem uma encapsulacao significativa de particulas virais

em lipossomas, conferindo-lhes capacidade de transdugao.

5.3.2.3. Estabelecimento da curva dose/resposta

Apos identificacao das condi¢des mais favoraveis a transdugdo especifica mediada
por imunolipossomas, procedeu-se ao estabelecimento da curva dose/resposta da
formulagao.

Os imunolipossomas desenvolvidos transduzem especificamente células endoteliais
activadas, sendo que a incubagdo de células no estado quiescente com imunolipossomas
resultou em niveis de transdugdo pouco significativos. O mesmo ¢ valido para
lipossomas ndo direccionados incubados tanto com células endoteliais quiescentes,
como com cé¢lulas endoteliais activadas. No seu conjunto, estes resultados estdo em
consonancia com os niveis de associagdo celular previamente descritos. Os resultados
obtidos permitem concluir que os niveis de transducdo observados em células
endoteliais activadas, apos tratamento com imunolipossomas, sdo dependentes da dose
inicial de imunolipossomas (Figura 5.12 A). O aumento da concentracdo de
imunolipossomas com a qual as células sdo incubadas resulta num aumento do niimero
de células transduzidas, até se atingir um plateau de 34,25 %, para uma concentragao de
lipido de 32 uM. Para concentragdes superiores nao se verificou um aumento

significativo do nimero de células que expressam o transgene. A andlise estatistica,
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efectuada por um teste t para dados ndo emparelhados, originou um valor de p de
0,0143 apds comparagao dos valores correspondentes a expressdo da GFP mediada por
imunolipossomas (LP Ad-H18/7) em células activadas e em células quiescentes,
especificamente na condi¢do correspondente a incubagdo com lipossomas na

concentragdo em lipido de 64 nmol.

~¥-LP Ad- H18/7 Q
—-LP Ad-H18/7 A
V LP Ad- PEGQ
O LP Ad-PEGA

Células transduzidas (%)

Lipido (uM)

Figura 5.12 A - Eficiéncia de transducio mediada por quantidades crescentes de
imunolipossomas.

Os imunolipossomas marcados com Rh-PE foram preparados a partir de uma concentragao
inicial de AdspCMVGEFP de 3,75 x 10" ui/ mL e por extrusio através de membranas com poro
de diametro de 200 nm. Os lipossomas foram incubados com células activadas (LP Ad-H18/7
A) ou quiescentes (LP Ad-H18/7 Q), em concentragdes variaveis de lipido total. O mesmo se
aplicou a lipossomas controlo ndo direccionados (LP Ad-PEG A e LP Ad-PEG Q). Apos 12
horas de incubagdo, o meio de cultura foi substituido por meio fresco e as células foram
incubadas por mais 36 horas. Apds essa incubagdo, as células foram lavadas, destacadas e
analisadas por citometria de fluxo. Os resultados apresentados foram determinados definindo o
valor da fluorescéncia de células incubadas com HBS como a fluorescéncia basal. A analise
estatistica, efectuada por um teste t para dados ndo emparelhados, originou um valor de p de
0,0143 apos comparagdo dos valores correspondentes a expressio da GFP mediada por
imunolipossomas (LP Ad-H18/7) em células activadas e em células quiescentes,
especificamente na condigdo correspondente a incubagdo com lipossomas na concentragdo em
lipido de 64 nmol.

A observagdo das células endoteliais por microscopia confocal confirmou a
especificidade na entrega de genes e consequente transducdo em células endoteliais

activadas (Figura 5.12 B).
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Figura 5.12 B- Analise da eficiéncia de transducdo por microscopia confocal

Os imunolipossomas marcados com Rh-PE foram preparados a partir de uma concentragio
inicial de AdspCMVGEFP de 3,75 x 10" ui/mL e por extrusdo através de membranas com poro
de diametro de 200 nm. Os lipossomas foram incubados com células activadas ou quiescentes
na concentragdo de 40 puM em lipido total. O mesmo foi aplicado a lipossomas ndo
direccionados. Apds 12 horas de incubagao, o meio de cultura foi substituido por meio fresco e
as células foram incubadas mais 36 horas. Apo6s essa incubacgdo, as células foram lavadas,
fixadas e preparadas com meio de montagem para analise por microscopia confocal, utilizando
uma objectiva Pan-Neofluar 40x/0.75.

5.3.2.4. Avaliacao da citotoxicidade

Tal como descrito na secgdo “Materiais ¢ métodos”, o efeito da formulacao
desenvolvida na viabilidade celular foi avaliado pelo método da redugao da resazurina.

A incubacdo da resazurina com as células foi iniciada 21 horas apds o inicio da
incubacdo com os lipossomas, e foi realizada durante um periodo de 12 horas a 37 °C.
Apds este periodo, o meio de cultura foi analisado e a percentagem de redugdo da
resazurina foi determinada em relagdo a uma condi¢ao controlo, consistindo na
incubacao de células quiescentes com lipossomas nao direccionados, a qual se atribuiu o
valor de 100 % de redugdo, ou seja, o0 maximo de viabilidade celular. Os resultados
demonstram que, apods internaliza¢do da formulagdo de imunolipossomas encapsulando
adenovirus, esta induz uma reducdo da viabilidade celular de aproximadamente 25 %

(Figura 5.13).
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Figura 5.13 — Avaliacio da toxicidade celular induzida pelos imunolipossomas

Os imunolipossomas, marcados com Rh-PE e contendo AdspCMVGFP, foram preparados por
extrusdo através de membranas de 200 nm de diametro de poro e incubados com células
HUVEC activadas (LP- H18/7 A), ou quiescentes (LP- H18/7 Q). Os lipossomas controlo (ndo
direccionados), também foram incubados com células activadas (LP- PEG A) e quiescentes
(LP- PEG Q). As células foram incubadas com lipossomas na concentracao de 40 uM de lipido
total. Apds incubagdo o meio contendo os lipossomas foi removido e 9 horas depois as células
foram incubadas com meio contendo resazurina, durante um periodo de 12 horas. Apoés este
periodo a absorvancia do meio foi lida a 540 nm, utilizando o comprimento de onda de 630 nm
como referéncia. Os valores de absorvancia foram normalizados, atribuindo 100 % ao valor das
células quiescentes incubadas com imunolipossomas.

A diminui¢do da viabilidade celular ndo parece estar relacionada com o mediador
inflamatorio TNF-a, uma vez que na condicdo em que as células sdo incubadas com
este composto e com lipossomas nao direccionados, ndo se verifica diminui¢do da
viabilidade celular.

Os resultados também indicam que a toxicidade nao ¢ induzida por
imunolipossomas ndo associados as células, uma vez que a incubacdo destes com
células quiescentes também nao induziu redu¢do da viabilidade celular. Atendendo aos
resultados apresentados, ¢ ao facto de, devido a sua composicdo, ndo ser esperada
toxicidade por parte de imunolipossomas vazios, ¢ 16gico atribuir a toxicidade aos

vectores adenovirais internalizados.
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5.3.3.  Mecanismos celulares envolvidos na entrega direccionada

de vectores adenovirais mediada por imunolipossomas

5.3.3.1. Efeito da temperatura na internalizacio celular dos
imunolipossomas

Com o objectivo de desvendar os mecanismos subjacentes a entrega de genes
mediada por imunolipossomas a células endoteliais activadas, estas foram incubadas
com imunolipossomas durante 1 hora, a 37 ou a 4 °C, apos activagdo com TNF-a
(Figura 5.14). Os resultados demonstram claramente que, a 4 °C, os imunolipossomas
ficam retidos a superficie das células sem que ocorra internalizac¢do, ao contrario do que
se observa quando a incubacgao ¢ realizada a 37 °C. Nestas condi¢des ¢ possivel observar
lipossomas ligados a superficie celular, mas também uma quantidade significativa de
fluorescéncia citoplasmatica, indicagdo inequivoca da internalizacdo celular da
formulagdo. Estes resultados indicam que a internalizagdo dos imunolipossomas ¢

dependente de energia, sugerindo o envolvimento da via endocitica.

Figura 5.14 - Analise do perfil de associacio celular de imunolipossomas contendo virus
recombinantes encapsulados em fun¢io da temperatura de incubacio

Os imunolipossomas marcados com Rh-PE e contendo AdspCMVGFP foram preparados por
extrusdo através de membranas com poro de diametro de 200 nm e incubados na concentracdo
de 40 uM de lipido total com células HUVEC activadas ou quiescentes (LP- H18/7). A
incubagdo foi realizada durante 1 hora, a 37 °C ou a 4 °C. A activacao das células HUVEC foi
realizada durante 4 horas antes da incubagdo com os lipossomas por incubagdo com TNF-o na
concentracdo de 100 ng/mL. Apobs incubagdo com os lipossomas, as células foram lavadas,
fixadas e preparadas com meio de montagem para analise por microscopia confocal, utilizando
uma objectiva de 6leo Plan- Neofluar 100x/1.3.

221



CAPITULO 5

5.3.3.2. Efeito do excesso de H18/7 livre nos niveis de transducio

Os resultados apresentados em secc¢des anteriores sugerem que a internalizacdo
dos imunolipossomas ¢ mediada pela E-selectina expressa a superficie de células
endoteliais activadas. Para comprovar essa hipotese, células endoteliais previamente
activadas foram incubadas com excesso de anticorpo anti-E-selectina (20 pg/mL),
durante 30 minutos a 37 °C, seguindo-se mais 1 hora de incubacdo nas mesmas
condigdes, na presenca de imunolipossomas. Apdés um periodo de 48 horas de
incubagdo, as células foram ressuspensas e analisadas por citometria de fluxo. Os
resultados obtidos demonstram que o excesso de anticorpo anti- E-selectina foi
suficiente para abolir a transdu¢do mediada por imunolipossomas, indicando claramente
que a internalizacdo dos imunolipossomas contendo vectores adenovirais estd a ser
mediada pela E-selectina (Figura 5.15). A andlise estatistica, efectuada por um teste t
para dados ndo emparelhados, originou um valor de p de 0,0089 ap6s comparacio dos
valores correspondentes a expressao da GFP mediada por imunolipossomas (LP Ad-
H18/7) em células activadas e em células activadas na presenca de H18/7 livre.

Numa perspectiva global, estes resultados traduzem a vantagem da estratégia
desenvolvida neste trabalho: o direccionamento de vectores adenovirais especificamente

para células endoteliais activadas, por uma via de internalizacao independente do CAR.
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Figura 5.15- Efeito do excesso de ligando na eficiéncia da transducao

Os imunolipossomas marcados com Rh-PE e contendo AdspCMVGFP foram preparados por
extrusdo através de membranas com poro de didmetro de 200 nm e incubados, na concentragao
de 40 uM em lipido total, com células HUVEC activadas (LP Ad-H18/7 A) ou quiescentes (LP
Ad- H18/7 Q), durante 1 hora. Os lipossomas nao direccionados foram incubados nas mesmas
condigdes, com células activadas (LP Ad-PEG A) ou quiescentes (LP Ad-PEG Q). As células
HUVEQC, activadas ou quiescentes, foram incubadas durante 30 minutos com o anticorpo H18/7
na concentragdo de 20 ug/mL e subsequentemente com os lipossomas na presenga de anticorpo.
A activacdo das células HUVEC foi realizada durante 4 horas antes da incubagdo com os
lipossomas por incubagdo com TNF-a na concentragdo de 100 ng/mL. Apoés 48 horas, as células
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foram destacadas e analisadas por citometria de fluxo. Os resultados apresentados foram
determinados definindo os valores da fluorescéncia de células incubadas com HBS como a
fluorescéncia basal.

5.4. Discussao

Apo6s identificagdo e resolucdo dos principais problemas subjacentes ao
desenvolvimento da formula¢do em causa, foi possivel preparar lipossomas com as
caracteristicas adequadas para o direccionamento celular, apds administragao
intravenosa, tanto em termos de tamanho e carga, como em termos de especificidade de
interac¢do celular.

A optimizagdo do processo incluiu a remocdo dos vectores adenovirais nao
encapsulados, factor essencial para que a entrega de genes seja direccionada. A
aplicacdo de técnicas de separagdo ineficientes promove a existéncia de vectores livres
na formula¢do final e, como consequéncia, a entrega de genes podera ser parcialmente
mediada pelo receptor CAR. A remocao de vectores adenovirais ndo encapsulados foi
eficientemente conseguida utilizando um gradiente de cloreto de césio, o qual, ao
contrario do gradiente de Ficoll, permitiu a acumulacdo dos vectores numa fase, que ndo
a fase de recolha dos lipossomas. Outra vantagem deste procedimento ¢ a de permitir a
recuperagdo de adenovirus nao encapsulados, apds didlise da fraccdo onde se encontram
acumulados, possibilitando a sua reutilizacdo. Ainda neste contexto, um outro factor
analisado prende-se com a influéncia do cloreto de césio na eficiéncia do acoplamento
da molécula de NHS-PEG-Mal. Apesar dos lipossomas serem recolhidos da fase que
contém HBS, verifica-se sempre um certo grau de mistura com a fase de cloreto de
césio, e como tal, os lipossomas encontram-se numa solugdo que apresenta alguma
viscosidade. De modo a eliminar este parametro enquanto factor interferente no
processo geral de acoplamento do ligando, imunolipossomas vazios purificados pelo
gradiente de cloreto de césio foram incubados com as células endoteliais, e a extensdo
de associagao celular foi avaliada por citometria de fluxo. Os resultados sdo
reprodutiveis em relacdo aos observados com imunolipossomas vazios preparados na
auséncia de cloreto de césio, o que permite concluir que esta alteragdo ao protocolo
inicial, também ndo influenciard negativamente a associagdo dos imunolipossomas as

células endoteliais activadas.
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Adicionalmente, realizou-se um estudo com o objectivo de avaliar a resisténcia
dos vectores virais apos descongelagdo, em condicdes semelhantes as da preparacdo de
imunolipossomas. Este estudo demonstrou que os vectores perdem actividade em
funcdo do tempo e da temperatura, resultado que veio colocar em causa a metodologia
desenvolvida para a encapsulacao e direccionamento dos adenovirus recombinantes.
Uma das hipodteses colocadas foi que a presenga de glicerol utilizado nos stocks de
adenovirus fosse o factor responséavel pela diminui¢do da sua capacidade de transdugdo
ao longo do tempo e que, como tal, a remocdo deste ou a sua diluicio poderiam
promover a viabilidade dos virus. Por esse motivo, realizou-se um estudo da viabilidade
ao longo do tempo, em aliquotas de vectores diluidas com PBS, ou submetidas a
centrifugacdo em colunas de Sefadex G 50. Verificou-se que a viabilidade dos virus
decresce rapidamente, sendo portanto de considerar a hipdtese de que o glicerol ainda
que em menor concentracdo, continue a exercer um efeito negativo sobre os adenovirus
recombinantes. No ambito deste estudo foi realizada uma experiéncia semelhante, mas
com um serotipo diferente de adenovirus. O rAds analisado contém o gene para a
proteina verde fluorescente (GFP) sob o controlo do promotor do citomegalovirus
(pCMV) e, ao contrario do Ad,pCMVLacZ, demonstrou ser resistente apds
descongelagdo. Assim, verificou-se que os vectores virais mantém praticamente
inalterada a sua capacidade de transdugio, 24 horas apos descongelagdo. A semelhanga
do observado para o outro serotipo, a temperatura de trabalho ap6s descongelacdo ¢
critica para o processo. Ainda que ndo completamente conclusivos, os resultados
obtidos sugerem que as diferencas observadas ndo se devem apenas ao serotipo mas
também ao efeito da presenga do glicerol.

No seu conjunto, estas experiéncias indicaram a necessidade de desenvolvimento
de um método mais rapido de preparagao dos imunolipossomas contendo os adenovirus.
Uma das aproximagdes testadas consistiu em obter a formulacdo por mistura de
adenovirus com imunolipossomas previamente preparados. Assim, apds 15 minutos de
incubacdo, estas misturas foram adicionados as células previamente activadas. Numa
tentativa de tentar favorecer a interaccao adenovirus recombinantes/lipossomas, aqueles
foram previamente titulados de modo a ajustar os valores de pH a 4,5, garantindo assim
a existéncia de proteinas virais com carga positiva>, para interacgdo com os lipossomas
carregados negativamente. Os resultados ficaram, no entanto, aquém do esperado, uma
vez que os niveis de expressdo de transgene foram muito elevados nos controlos

negativos, indicando que grande parte da transducdo foi devida a interacgdes nao
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especificas, descontinuando-se como tal esta estratégia. Ainda na perspectiva de
optimizar as condi¢des de preparagdo de imunolipossomas contendo os adenovirus,
nomeadamente o tempo total e a temperatura de preparagdo, avaliou-se o efeito destes
parametros na eficdcia do acoplamento do PEG aos lipossomas, ¢ do ligando a
extremidade livre do PEG. Os resultados obtidos demonstraram que alteragdes nestes
pardmetros ndo afectaram a eficiéncia de acoplamento, permitindo entdo reduzir o
tempo total de preparagdo dos imunolipossomas para 14 horas, e a temperatura de
acoplamento para 4 °C. Em consonéncia com os resultados j& descritos anteriormente,
estas condigdes salvaguardam a manutengdo da actividade dos vectores adenovirais tipo
5.

O tamanho e a estabilidade fisica das formulag¢des sdo factores importantes quando
se considera a forma de administracdo intravenosa, dado que apenas particulas sub-
micrométricas permitem a circulacdo sanguinea sem riscos de obstrug¢ao de capilares de
menor calibre, e por periodos de tempo mais prolongados. Adicionalmente, alteragoes

33,34 .
7. Por esse motivo,

no tamanho permitem modular a via de internaliza¢do celular
houve uma preocupacdo em conciliar o efeito do tamanho com a eficiéncia de
encapsulacdo e com a actividade biologica das formulagdes desenvolvidas. Numa fase
inicial, considerou-se que a encapsulagdo de vectores adenovirais, com um didmetro
médio entre 60 e 90 nm, seria favorecida em lipossomas de 400 nm de diametro. Neste
contexto, os estudos efectuados por outros investigadores ndao sdo consensuais
relativamente ao tamanho maximo que as particulas devem apresentar para serem
internalizadas por endocitose mediada por vesiculas com revestimento de clatrinas®*.
Contudo, parece haver uma tendéncia para considerar que particulas de 400 nm ja
estardo no tamanho limite ou mesmo com tamanho superior ao permitido para serem
internalizadas pela referida via, comprometendo desse modo o sucesso da entrega
intracelular de genes®. Apesar dos resultados obtidos por citometria de fluxo terem
previamente demonstrado a inexisténcia de diferengas nos niveis de associacdo celular
mediada por imunolipossomas de 200 e 400 nm, a técnica utilizada reflecte apenas a
associacdo celular, ndo permitindo discriminar entre ligacdo e internalizagdo celular.
Estudos paralelos realizados por microscopia confocal demonstraram que a
fluorescéncia associada as células incubadas com lipossomas de 400 nm se encontra

localizada principalmente na membrana celular. Uma vez que este perfil de associag@o

de lipossomas compromete a eficiéncia da entrega de genes, optou-se por seleccionar
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lipossomas extrudidos por membranas com poros de 200 nm para prosseguir os estudos,
apresentando os imunolipossomas assim preparados um tamanho médio de 185 nm.

O padrao de associagdo celular de imunolipossomas vazios e de imunolipossomas
contendo vectores adenovirais ¢ semelhante, sugerindo a inexisténcia de vectores
adsorvidos a superficie dos lipossomas, 0s quais seriam responsaveis por mediar
interac¢des com o CAR, mascarando o efeito do direccionamento mediado pela E-
selectina. A andlise por microscopia confocal de células incubadas com
imunolipossomas de diferentes tamanhos demonstrou que os imunolipossomas de 200
nm se encontram ligados a membrana celular, mas também sdo internalizados pelas
células, ao contrario do que se verificou com os lipossomas de 400 nm, indicando que
esta estratégia ¢ promissora para a entrega intracelular de transgenes a células
endoteliais activadas.

A composicao lipidica dos lipossomas também constitui um parametro importante
quando se considera a via de administragdo intravenosa, uma vez que a presenca de
cargas positivas, apesar de favorecerem a transducdo de vectores adenovirais, também
podem mediar interac¢gdes ndo especificas com células, dai as solugdes consideradas
neste trabalho passarem pela utilizagdo de lipossomas ndo catidnicos.

Apesar dos baixos valores de encapsulagdo dos vectores adenovirais,
caracteristicos de processo de encapsulacdo passiva, o elevado titulo das preparagdes
que caracteriza estes vectores permitiu a encapsulagdo de um numero de particulas
virais suficiente, para conferir capacidade de transdug@o aos imunolipossomas.

Assim, apoés identificacao das condi¢des mais favordveis a transducdo especifica
mediada por imunolipossomas, procedeu-se ao estabelecimento da curva dose/resposta,
a qual foi efectuada tendo como ponto de partida uma razao inicial de adenovirus/lipido
previamente determinada. As imagens obtidas por microscopia confocal confirmaram a
selectividade da entrega de genes e a consequente transducdo das células endoteliais
activadas, verificando-se que os baixos niveis de associacdo celular ndo especifica,
previamente observados, ndo resultaram em expressdo significativa do transgene.
Importa referir que a percentagem de células em que se verifica associacdo celular com
os 1imunolipossomas ¢ consideravelmente superior a percentagem de células
efectivamente transduzida (78 % versus 34 %, respectivamente). Duas hipdteses ndo
mutuamente exclusivas podem ser consideradas para justificar esta observacdo. A
primeira hipotese assenta no facto de a eventual presenga de imunolipossomas vazios na

preparagao poder contribuir para a extensao de associagdo celular observada e, por outro
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lado poder resultar em competicdo com imunolipossomas contendo vectores adenovirais
nos processos de ligagdo e internalizacdo celular, conduzindo a uma diminuicdo da
expressdo de GFP. Outro resultado que suporta esta proposta estd relacionado com a
observa¢ao ao microscopio de células contendo lipossomas associados, mas sem a
esperada expressao do transgene. A segunda hipdtese reside no facto de as condigdes
experimentais utilizadas, nomeadamente o facto de as células ndo estarem sincronizadas
na mesma fase do ciclo celular’, impedir a quantificagdo da proteina expressa em todas
as células efectivamente transduzidas.

Os estudos de transducao foram realizados incubando os imunolipossomas com as
células por um periodo de 12 horas, na presenca de soro fetal de bovino nao
desactivado. A especificidade da transducao observada nestas condi¢cdes experimentais
¢ indicativa da estabilidade da formulagdo em condi¢des proximas das fisioldgicas.
Caso os lipossomas fossem instaveis na presenca de soro contendo proteinas do
complemento, teria ocorrido destabilizacdo destes, com a consequente exposi¢ao de
adenovirus encapsulados, os quais seriam responsaveis pela mediacdo ndo selectiva da
transdugao.

A formulagdo desenvolvida foi avaliada no que respeita a induc¢do de toxicidade,
parametro determinado indirectamente, por medida da capacidade redutora das células
sujeitas aos diferentes tratamentos. Os resultados de viabilidade celular demonstraram
que a formulacdo, uma vez internalizada, induz alguma toxicidade quando comparada
com a observada em condi¢des em que ndo ocorre internalizagdo. E legitimo considerar
que a toxicidade observada resulte dos virus recombinantes, uma vez que as preparagoes
de vectores da primeira gera¢do se encontram contaminadas com virus com actividade
de replicagdo, os quais apresentam capacidade de induzir lise celular. Este problema
pode ser solucionado pela utilizagdo de células produtoras de vectores que eliminam a
producao de virus com capacidade de replicagao.

No que diz respeito aos mecanismos pelos quais os imunolipossomas interagem
com as células endoteliais em cultura, a auséncia de internalizacdo celular verificada a 4
°C sugere que este processo ¢ dependente de energia, evidenciando o envolvimento da
via endocitica. Os estudos de inibigdo competitiva, realizados por incubag¢dao dos
imunolipossomas com ligando livre, resultaram numa inibicdo significativa da
transducdo celular, indicando claramente que este processo ¢ dependente da
internalizacdo dos imunolipossomas mediada pela E-selectina, expressa a superficie das

células activadas. A diminui¢do de 16 vezes verificada nos niveis de transdugdo nestas
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condi¢des refor¢a a especificidade da formulacao, especialmente quando comparada
com a reducdo de apenas 5 vezes obtida por outros autores em abordagens
experimentais semelhantes™. Adicionalmente, os resultados das experiéncias de
inibi¢do competitiva obtidos por Harari e colaboradores demonstram que apesar do
anticorpo anti-E-selectina na forma livre ter capacidade de diminuir a transducao
mediada por virus conjugados com anticorpo, a presenga adicional de anticorpo anti-
CAR resulta numa diminuigio mais acentuada desta®®, sugerindo que a internalizagio
do vector viral continua a ser mediada pelo CAR, ainda que em baixa extensdo. Este
resultado vem confirmar que, conforme ja referido na sec¢ao “Introducdo”, estas
estratégias estdo condicionadas pela exposicdo parcial das proteinas virais,
contrariamente ao sistema desenvolvido neste trabalho.

De acordo com o nosso conhecimento, este € o primeiro estudo em que se efectua
encapsulacdo de vectores adenovirais em lipossomas, seguido do acoplamento de um
ligando para conferir direccionamento especifico.

A formulagdo desenvolvida demonstrou ser eficiente no reconhecimento e entrega
de adenovirus recombinantes a células endoteliais activadas, com consequente
expressdo do transgene transportado, apresentando caracteristicas adequadas para
administracao intravenosa, factos que se traduzem no elevado potencial para aplicacao
em terapia génica, em patologias com envolvimento de células endoteliais. Face a estes
resultados, considerou-se estarem reunidas as condi¢des essenciais para iniciar os

estudos in vivo, assunto investigado no proéximo capitulo da dissertacao.
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6.1. Introducao

A formulacao descrita no capitulo anterior, composta por rAd encapsulados em
lipossomas direccionados para células endoteliais activadas, satisfez os pré-requisitos
que foram estabelecidos no inicio desta dissertagdo. Nesse sentido, a formulagdo
desenvolvida revelou eficiéncia de transducdo in vitro, a qual ocorreu especificamente
em cé¢lulas endoteliais activadas, por um processo de internalizagdo mediado pela E-
selectina. Paralelamente, a formulacdo apresenta um conjunto de caracteristicas
consideradas necessarias para a administragdo intravenosa. Essas caracteristicas, que
incluem o tamanho, a auséncia de carga positiva e a presenga de PEG a superficie dos
lipossomas, sdo compativeis com a diminuicdo de interac¢des ndo especificas com
células e proteinas sanguineas, como por exemplo a albumina sérica', e conferem
propriedades farmacocinéticas adequadas aos objectivos terapéuticos, por permitirem
aumentar o tempo de meia vida da formulagdo®. Assim, considerou-se estarem reunidas
as condicdes para proceder a uma avaliagdo preliminar da eficacia in vivo da formulagao
desenvolvida, aferindo adicionalmente a fun¢ao da encapsulagao em imunolipossomas
na atenuacgdo da imunogenicidade (desenvolvimento de anticorpos) desencadeada pelos
rAd.

Tal como referido no Capitulo 3, a expressdo da glicoproteina E-selectina pelas
células endoteliais, apos activagao por mediadores inflamatdrios, ocorre em inimeras
patologias®”’. Assim, de modo a avaliar a eficiéncia da formulagio desenvolvida,
seleccionou-se um modelo animal de doenga, tendo como critérios de selecgdo o perfil
de expressao da E-selectina, a simplicidade de execu¢ao dos ensaios ¢ a possibilidade de
extrapolar a aplicacdo desta formulagao a outras patologias, envolvendo a expressao da
E-selectina. Dos modelos disponiveis, seleccionou-se o modelo da Dermatite de
Contacto Alérgica, uma vez que, para além das razdes apresentadas, se trata de um
modelo que ja foi previamente estudado para andlise da entrega celular de
dexametasona encapsulada em lipossomas direccionados para a E-selectina®. Neste
modelo, que se estabelece através do contacto da pele dos animais com o composto
DNBF  (1-fluor-2,4-dinitrobenzeno), a expressio da E-selectina verifica-se
principalmente no endotélio vascular de vénulas pos-capilares’, comegando a aumentar
8 horas apds a ultima aplicacao desse composto, mas so atingindo o maximo apds 24
horas, e desaparecendo completamente ao final de 14 dias. O paralelismo entre a

expressdo da E-selectina e a infiltragdo de granuldcitos e mondcitos que se verifica
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neste modelo, sugere que a E-selectina seja um intermedidrio importante na acumulagao
local destas células’, o que estd de acordo com a informagdo descrita na literatura
relativa a patologias envolvendo células endoteliais, segundo a qual a E-selectina ¢ uma
das moléculas de adesdo que medeia a ligagdo de neutrofilos, monocitos e células T

1011 "Bstudos efectuados em células humanas demonstraram

direccionadas para a pele
que a E-selectina ¢ expressa no endotélio microvascular activado, como consequéncia
da presenca de TNF-o.'*"*. Estas observacdes estdo igualmente de acordo com o que se
encontra descrito no referido modelo de dermatite, no qual s6 se verifica expressao da
E-selectina em condigdes inflamatorias’.

Tém sido varias as experiéncias efectuadas no sentido de determinar se a
encapsulacao ou complexagdo dos rAd por lipossomas catidonicos, ou o acoplamento a
polimeros (tais como PEG) a superficie dos vectores virais, ¢ vantajosa no que diz
respeito a neutralizagdo mediada por anticorpos preexistentes. Os resultados obtidos na
maioria dos trabalhos demonstraram que as abordagens referidas confirmam a hipotese
colocada'*"®. Contudo, sdo poucas as referéncias existentes na literatura descrevendo o
papel da encapsulagdo, ou do acoplamento do PEG aos rAd, na modulagdo do
desenvolvimento da resposta imunitaria adaptativa contra os referidos vectores virais.
Nesse sentido, procurou-se também avaliar se a dissimulacdo dos rAd face ao sistema
imunitario, por ocultacdo dentro de lipossomas, a par do seu redireccionamento para
células endoteliais, resulta na diminui¢do da resposta imunitdria adaptativa contra

aqueles vectores.

6.2. Materiais e métodos

6.2.1. Interaccdo entre proteinas do soro com vectores
adenovirais- analise por Western blot

Vectores virais (2 x 10" de genomas de rAd) foram misturados com uma

solugdo tampao contendo Tris HCI de pH 6,8, SDS (dodecil sulfato de s6dio), azul de

bromofenol, glicerol e 2-mercapoetanol, ¢ incubados a 95 °C durante 5 minutos, tendo

sido de seguida aplicados num gel de acrilamida a 10 %. O gel foi sujeito a

electroforese (Mini-Protean 3), apds o que as proteinas virais foram transferidas para

uma membrana (S83 Optitran BA Whatman) utilizando o sistema Mini Transblot Cell
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(Bio Rad), aplicando uma amperagem de 350 mA durante 90 minutos.
Subsequentemente, a membrana foi incubada com uma solugdo de Ponceau red (0,1 g
de Ponceau red em acido tricloroacético a 6 %) de modo a visualizar temporariamente
as proteinas virais, tendo-se tirado uma copia para posterior analise. Apos remog¢ao do
corante, prosseguiu-se a analise por Western blot. Assim, a membrana foi lavada com
agua e com PBS contendo Tween (Sigma) a 0,2 % (PBST), e seguidamente bloqueada
com PBST contendo leite em p6 a 5 %, durante 45 minutos. De seguida, a membrana
foi seccionada, seguindo a orientagdo inicial dos pogos do gel de acrilamida, de modo a
obter 8 tiras, todas contendo as mesmas proteinas virais separadas nas mesmas
condigdes. Adicionalmente, obteve-se outra tira, correspondente aos marcadores de peso
molecular das proteinas (6 kDa a 180 kDa) (BenchMark, Invitrogen) e ao controlo
positivo da transferéncia de proteinas, constituida por extracto celular de células HEK-
293, o qual contém tubulina. Cada uma das 8 tiras foi incubada individualmente com
soro de 8 ratinhos BalbC machos, na dilui¢do de 1/100 em PBST, na presenga de leite
na concentragdo de 5 %. A tira correspondente ao controlo de transferéncia (extracto
celular de células HEK-293) foi incubada com um anticorpo de ratinho anti-tubulina, na
dilui¢do de 1/10000. O soro utilizado foi obtido de amostras de sangue recolhido ap6s
pungdo, o qual foi subsequentemente incubado a temperatura ambiente para separagao
do soro. As amostras foram de seguida centrifugadas a 20800 g durante 20 minutos, a 4
°C, ap0s o que o soro foi dividido em aliquotas e utilizado para analise por Western blot
(o soro restante foi mantido a -80 °C). Apods lavagem das tiras, estas foram incubadas
com anticorpo de cabra anti-ratinho, conjugado com peroxidase (horseradish
peroxidase), na diluicdo de 1/2000 em PBST. Este anticorpo, assim como a pelicula
fotografica e o substrato da peroxidase utilizados na revelagdo, pertencem ao kit
Amersham ECL Western Blotting System (Amersham), e foram utilizados de acordo

com as recomendacoes do fornecedor.

6.2.2.  Preparagdo de imunolipossomas contendo rAd

Os imunolipossomas e o0s respectivos controlo foram preparados, conforme
indicado na sec¢ao de “Materiais e métodos” do Capitulo 5, diferindo apenas no facto
de o anticorpo de ratinho anti-E-selectina humana (H18/7) utilizado como ligando, ter
sido substituido por um anticorpo de rato anti-E-selectina de ratinho (Mes-1). A IgG2a

de rato MES-1 foi doada pelo Dr. D. Brown (Celltech Group, UK).
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6.2.3.  Modelo animal de dermatite de contacto alérgica

Ratinhos machos BalbC (Charles River), com 8 semanas de idade foram
mantidos em conformidade com normas institucionais e de acordo com a lei nacional
italiana (D.L. n. 116, G.U., Suppl 40, February 18, 1992, Circolare no. 8, G.U., July 14,
1994) e internacional (EEC Council Directive 86/609, OJL 358, December 12,1987). Os
animais tinham livre acesso a ra¢gdo padrdo e a agua.

O pélo da area abdominal dos animais foi removido e metade dessa area foi
sensibilizada com 25 pl de DNBF (Sigma) a 0,5 %, em acetona e azeite (1:4), tendo-se
efectuado nova aplicagdo apds 24 horas. Apos 12 dias fez-se nova estimulagdo com 25
ul de DNBF a 0,2 % em acetona e azeite (1:4). A outra metade da area abdominal
corresponde ao controlo da pele quiescente uma vez que nao foi activada com o

composto DNBF.

6.2.4.  Administracdo dos imunolipossomas

Apds a tltima aplicacdo do composto DNBF, aguardou-se um periodo de 24
horas para permitir o maximo da expressdo da E-selectina, conforme referido na sec¢do
“Introduc¢do”, tendo-se administrado a diferentes animais a formulacdo de
imunolipossomas contendo rAd e os respectivos controlo, compostos por lipossomas
ndo direccionados contendo rAd, rAd livres e HBS. As formulagdes foram
administradas por injec¢do intravenosa na veia jugular, tendo sido utilizados dois
animais por condi¢do para avaliagdo da resposta imunitaria, e 3 animais por condi¢do

para o estudo da actividade de transdugao.

6.2.5.  Influéncia das proteinas séricas na neutralizacdo dos rAd e
extensdo do desenvolvimento de anticorpos contra as

proteinas virais
Antes da administracdo dos imunolipossomas e respectivos controlo, assim
como 14 dias apds a sua administragdo, recolheu-se uma amostra de sangue dos animais
e o respectivo soro foi preparado conforme acima referido. A anélise da influéncia das
proteinas séricas na diminui¢do da actividade dos rAd foi efectuada por incubacgdo de
células HUVEC com quantidades fixas do vector AdspCMVGFP. Por sua vez, os
referidos vectores virais foram previamente incubados com soro dos diferentes animais

(antes da inoculacdo), durante 1 hora a 37 °C. Apds 48 horas, as células foram
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analisadas por citometria de fluxo para deteccdo da eficiéncia de transdug¢do em cada
uma das condi¢des. A diminui¢do da eficiéncia de transduc¢ao resultante da incubagao
dos rAd com o soro de animais ndo inoculados, em relagdo a condi¢do controlo
resultante da incubagdo de rAd com PBS, reflecte a interac¢do das proteinas do soro
com os rAd.

A andlise do desenvolvimento de anticorpos foi efectuada de um modo
semelhante, tendo-se comparado neste caso o efeito do soro proveniente de animais
injectados com HBS, na inibi¢do da transdu¢do mediada por rAd, com o efeito do soro
proveniente de animais injectados com a formulacdo e respectivos controlo
(imunolipossomas contendo rAd, lipossomas ndo direccionados contendo rAd, rAd
livres (ndo associados a lipossomas) e HBS), na transducdo mediada pelos rAd. A
diminui¢do da actividade dos rAd observada nestas circunstancias foi interpretada como
sendo consequéncia do desenvolvimento de anticorpos, que posteriormente se associam

aos respectivos epitopos virais impedindo a ligacao dos rAd as células.

6.2.6. Cultura celular

As células HUVEC foram mantidas em cultura de acordo com o protocolo

referido na sec¢do de “Materiais e métodos” do Capitulo 3.

6.2.7.  Avaliagdo da transducdo in vivo

Para avalia¢do da transdugdo in vivo, os animais foram anestesiados por via
intraperitoneal com uma mistura de xilazina e cetamina na dose de 5 mg por kg ¢ 10 mg
por kg, respectivamente. A pele da area abdominal foi removida, e separada em tecido
activado (tratado com DNBF) e tecido quiescente, correspondente ao flanco em que ndo
se aplicou DNBF. Apo6s remocdo do tecido, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical.

As amostras de tecido foram congeladas na presenca de meio de inclusao para
tecidos (Tissue-Tek, Sakura Finetek), em isopentano arrefecido em azoto liquido, e
armazenadas a -80 °C para futura andlise. Posteriormente, as amostras foram
seccionadas em cridstato, tendo-se procedido previamente ao seu corte transversal,
seguido da crioseccdo a partir da regido central de cada amostra. Foram véarios os
protocolos aplicados para efectuar a sua analise. No primeiro procedimento, apos

fixagdo do tecido com PFA a 4 %, as laminas foram lavadas com PBS e preparadas por
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adicao de meio de montagem Vectashield contendo DAPI, para marcagao dos nucleos
celulares. O processo de fixagdo foi realizado por incubacdo com PFA a 4 %, uma vez
que de entre os protocolos de fixacdo analisados (fixador de zinco para
imunohistoquimica da BD Biosciences, acetona a 4 °C durante 10 minutos ¢ PFA
durante 15 minutos seguido de neutralizagdo com uma solu¢do de glicina na
concentragdo de 0,1M), o que envolveu o uso de PFA foi o que permitiu uma melhor
visualiza¢do dos vasos sanguineos marcados com anticorpo anti-PECAM-1.

No segundo procedimento, apds fixacdo com PFA, as laminas foram lavadas
com PBS e bloqueadas com uma solugdo de soro de cavalo a 5 % em PBS (solugdo
bloqueadora), durante 45 minutos a 37 °C. Apds esse periodo, procedeu-se a incubagao
com o anticorpo primario produzido em rato, contra a glicoproteina PECAM-1 (platelet-
endothelial cell adhesion molecule-1) de ratinho (550274, Pharmingen) diluido 1/50 em
solugdo bloqueadora, durante 30 minutos a 37 °C. De seguida lavou-se com PBS
durante 5 minutos e incubou-se com o anticorpo secundario conjugado com FITC
(A21434, Molecular Probes) diluido 1/200 em solucdo de bloqueio, durante 45 minutos
a 37 °C, apos o que as amostras foram lavadas com PBS. As laminas foram limpas e
preparadas com meio de montagem contendo DAPI.

No terceiro procedimento, os passos foram em tudo idénticos aos apresentados
no procedimento anterior, com a diferenca de que se utilizou um anticorpo anti-GFP
como anticorpo primdrio (sc-8334, Santa Cruz), o qual foi produzido em coelho. Como
anticorpo secundario, utilizou-se um anticorpo de burro anti-coelho, conjugado com um
fluoroforo verde (A21208, Molecular Probes).

No quarto procedimento, procedeu-se a uma dupla imunofluorescéncia do
tecido, em que os anticorpos primdrios anti-GFP (sc-8334, Santa Cruz) e anti-PECAM-
1 (550274, Pharmingen) foram incubados simultaneamente. Como anticorpos
secundarios, utilizou-se um anticorpo anti-coelho conjugado com um fluorofero
vermelho na diluicdo de 1/200, e para marcacdo da molécula PECAM-1 utilizou-se um
anticorpo anti-rato conjugado com um fluoréforo verde, na diluigdo de 1/500, ambos
adquiridos da Molecular Probes. Os passos subsequentes foram idénticos aos descritos
no segundo procedimento apresentado.

Todas as amostras foram analisadas por microscopia de fluorescéncia, com
excep¢do das amostras resultantes do quarto procedimento, as quais foram analisadas

por microscopia confocal.
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6.3. Resultados

6.3.1.  Interaccdo entre os rAd e as proteinas do soro de ratinho

O estabelecimento de interacgdes ndo especificas entre os vectores virais € as
proteinas do soro pode contribuir decisivamente para a diminui¢do da sua actividade
biologica.

De modo a determinar a existéncia de interaccdes entre as proteinas do soro de
ratinho e os rAd, utilizou-se um protocolo experimental baseado na técnica de Western
blot, no qual as proteinas existentes na membrana de transferéncia correspondem as
proteinas virais, € em que o papel de “anticorpo primario” foi desempenhado pelo soro
de ratinho. Apds marcagdo das proteinas séricas com anticorpo secundario anti-ratinho
foi possivel verificar que a maioria das proteinas do soro dos animais interagem
fortemente com as proteinas virais (Figura 6.1). A interaccdo observada ¢
provavelmente resultado de interaccdes ndo especificas, e ndo de uma reposta do tipo
anticorpo/antigénio, uma vez que os animais se encontravam isolados, e como tal com
baixa probabilidade de terem desenvolvido anticorpos contra os vectores virais. Estes
resultados revelam uma vantagem potencial da formulagao desenvolvida, uma vez que a
encapsulacdo dos rAd em lipossomas poderd prevenir as interacgdes ndo especificas

observadas entre os rAd e as proteinas do soro.

Peso
Tubulina  molecular Animais
Is \

Figura 6.1- Interac¢do entre proteinas do soro com vectores adenovirais

Os vectores virais (2 x 10"’ de genomas de rAd) foram aplicados num gel de acrilamida a 10 %.
As proteinas virais foram transferidas para uma membrana (S83 Optitran BA Whatman) a qual
foi seccionada, de modo a obter 8 tiras, todas contendo as mesmas proteinas virais separadas nas
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mesmas condi¢des. Adicionalmente, obteve-se uma outra tira correspondente aos marcadores de
peso molecular das proteinas (6 kDa a 180 kDa) e ao controlo positivo da transferéncia de
proteinas (constituida por extracto celular de HEK-293, o qual contém tubulina). Cada uma das
8 tiras foi incubada com o soro de 8 ratinhos (1/100 em PBST) e a tira correspondente a tubulina
foi incubada com um anticorpo de ratinho anti-tubulina na dilui¢do de 1/10000. Apos lavagem
das tiras, estas foram incubadas com anticorpo de cabra anti-ratinho, conjugado com peroxidase
(horseradish peroxidase), na dilui¢ao de 1/2000 em PBST. A revelagdo foi efectuada numa
pelicula fotografica na presencga de substrato da enzima peroxidase.

Com o objectivo de comprovar a hipétese de que a interacgdo entre as proteinas
virais e as proteinas séricas possa comprometer a actividade bioldgica dos vectores
adenovirais, procedeu-se a incubagdo de uma quantidade conhecida de rAd com soro de
ratinho a 50 %, utilizando como controlo rAd incubados com PBS. Os vectores virais
foram seguidamente incubados com cé¢lulas HUVEC e, apds 48 horas, a eficiéncia de
expressao do transgene (GFP) foi determinada por citometria de fluxo. Os resultados
ilustrados na Figura 6.2 demonstram claramente que a incubag@o dos rAd com o soro
induz uma diminuicdo da eficiéncia de transdugdo dos vectores virais em 50 % das
células endoteliais, um valor significativamente inferior ao observado na auséncia de
soro (100 % de células transduzidas). Estes resultados estdo de acordo com os dados
obtidos na experiéncia anterior, € demonstram claramente que a interac¢do das proteinas
do soro com estes vectores ¢ um factor limitativo da sua eficiéncia de transdugdo, facto

que reforca as vantagens da sua encapsulagdo em lipossomas.

200+
rAd + soro (50%)

I rAd+ HBS

100+

Células transduzidas (%)

Figura 6.2- Influéncia das proteinas séricas na neutralizacao dos rAd

Soro proveniente de varios animais foi recolhido antes da administragcdo dos imunolipossomas e
respectivos controlo. A analise da influéncia das proteinas séricas na diminui¢do da actividade
dos rAd foi efectuada por incubagdo de quantidades fixas de vectores virais com soro dos
diferentes animais, durante 1 hora a 37 °C, seguido da incubacdo com cé¢lulas HUVEC. O
controlo realizou-se de modo semelhante, com substituicdo do soro por HBS. Apds 48 horas, as
células foram analisadas por citometria de fluxo para detec¢do da eficiéncia de transducdo em
cada uma das condi¢des. Cada barra respeitante a condigdo (rAd + soro (50 %)) corresponde a
média dos resultados obtidos com o soro de oito animais.
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6.3.2.  Eficiéncia de transducdo in vivo mediada por

imunolipossomas contendo rAd

Os imunolipossomas contendo rAd e os respectivos lipossomas controlo (sem
anticorpo) foram injectados por via intravenosa, utilizando uma dose de 60 nmol de
lipido total por animal, correspondendo aproximadamente a 2 x 10° unidades
infecciosas. Apds 48 horas, os animais foram sacrificados, tendo sido a pele da zona
abdominal adequadamente removida, de modo a permitir a visualizagdo da GFP
expressa por microscopia de fluorescéncia. A mesma amostra foi previamente incubada
com anticorpo para a glicoproteina PECAM-1 expressa nas células endoteliais. Deste
modo, ¢ possivel a visualizacdo simultanea das células transduzidas e do endotélio dos
vasos sanguineos, o que permite analisar a especificidade da entrega do transgene.

Os resultados inicialmente obtidos pareciam sugerir a ocorréncia da expressao
da GFP no endotélio vascular (Figura 6.3). Contudo, a analise do respectivos controlos,
ou seja, da area de pele ndo sujeita a activagdo, assim como de amostras de pele de
animais injectados com HBS (resultados ndo apresentados), indicam a existéncia de um
nivel basal de fluorescéncia elevado, impedindo conclusdes definitivas sobre a
eficiéncia de transdugdo. As observagdes encontram-se adicionalmente dificultadas pelo
facto do background ser bastante heterogéneo, variando de acordo com o tipo de
estrutura e com o tipo de camada da pele. As imagens apresentadas na Figura 6.3 foram
previamente tratadas, de maneira a reduzir de igual modo a intensidade do background
em todas as condi¢cdes. ApoOs este tratamento, o controlo negativo correspondente a
areas de pele ndo activadas, continua a apresentar areas de fluorescéncia no canal verde
(GFP), ainda que nem sempre com correspondéncia a areas de fluorescéncia vermelha
(vasos sanguineos). Em contraste, no tecido sujeito a activacdo com o composto DNBF,
observam-se zonas de fluorescéncia verde, que se sobrepdem sempre a zonas
correspondentes a vasos sanguineos. No entanto, devido a falta de clareza dos resultados
apresentados, testaram-se procedimentos experimentais alternativos para visualizagdo
da expressdo da GFP, que incluem a analise das amostras sem qualquer marcacdo prévia
para os vasos sanguineos, a analise por imunofluorescéncia para deteccao da GFP
(visando uma ampliagdo do sinal da proteina trangénica) e andlise por
imunofluorescéncia para detec¢do simultdnea da GFP e PECAM-1 usando microscopia

confocal.
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p \

Figura 6.3- Avaliacao da transducio in vivo

Os animais foram anestesiados ¢ a pele da area abdominal foi removida, ¢ separada em tecido
activado (tratado com DNBF) e tecido quiescente, correspondente ao flanco em que nio se
aplicou DNBF. As amostras de tecido foram congeladas na presenga de meio de inclusdo para
tecidos (Tissue-Tek, Sakura Finetek), em isopentano arrefecido em azoto liquido, e
armazenadas a -80 °C. Posteriormente, as amostras foram seccionadas em cridstato e
processadas para analise. Assim, apos fixa¢do do tecido com PFA a 4 %, seguido de
neutralizagdo com uma solugdo de glicina, as amostras foram sujeitas a imunofluorescéncia
utilizando uma solu¢do de um anticorpo primario, produzido em rato, contra a glicoproteina
PECAM-1 de ratinho, diluido 1/50 e posteriormente com o anticorpo secundario conjugado com
FITC, numa dilui¢ao de 1/200. As laminas foram lavadas e preparadas com meio de montagem
contendo DAPI ¢ analisadas por microscopia de fluorescéncia, utilizando uma objectiva com
ampliacdo de 40x. A avaliagdo da eficiéncia de transducdo foi efectuada em 3 animais por
condi¢do. O primeiro grupo de imagens (A) corresponde a amostras de pele activadas, e o
segundo grupo (B) corresponde a amostras de pele quiescentes. A primeira coluna de resultados
corresponde as imagens observadas para deteccdo da GFP, a segunda coluna corresponde as
imagens observadas para deteccdo do endotélio vascular, e a terceira coluna corresponde a
sobreposicdo das imagens obtidas em ambos os canais.

Apesar do esfor¢o efectuado no sentido de analisar as amostras o mais
exaustivamente possivel, ndo foi possivel tirar conclusdes sobre a eficacia e
especificidade da formulacdo desenvolvida, em parte devido ao facto de se tratar de
resultados preliminares. No entanto, esta abordagem permitiu o aperfeicoamento de
métodos de deteccdo de vasos sanguineos no modelo em causa, os quais podem ser

utilizados em experiéncias posteriores. Face a estes resultados, serd necessario em

242



CAPITULO 6

trabalhos futuros realizar uma analise sistematica dos varios parametros que poderao
condicionar a eficiéncia da formulacao in vivo, a semelhanca do efectuado nos estudos
realizados com células em cultura (Capitulo 5). A titulo de exemplo, parece-nos
importante demonstrar a sobre-expressao da E-selectina nos vasos sanguineos existentes
nas areas tratadas com DNBF e, posteriormente, proceder a uma analise comparativa da
extensdo da associagdo de imunolipossomas direccionados para os vasos sanguineos dos
tecidos activados e ndo activados. Os resultados deste tipo de experiéncias serdo
cruciais para a optimizacdo das condi¢des experimentais a utilizar na avaliagdo da

eficiéncia dos imunolipossomas desenvolvidos, no modelo referido.

6.3.3.  Resposta do sistema imunitario aos rAd encapsulados em

imunolipossomas

Tal como referido no Capitulo 5, uma das vantagens teoricamente associadas a
encapsulacdo de rAd em lipossomas direccionados, consiste em atenuar a interac¢ao dos
rAd com os anticorpos preexistentes e/ou na diminui¢do da resposta imunitaria
adaptativa contra as proteinas destes virus, em individuos ndo imunizados. O segundo
pressuposto baseia-se no facto deste procedimento permitir, pelo menos em teoria,
diminuir o acesso dos epitopos virais aos linfécitos B, diminuindo também o
reconhecimento e o processamento dos rAd pelas células apresentadoras de antigénios.
Assim, neste trabalho procedeu-se a anélise do desenvolvimento de anticorpos contra os
rAd ap6s administragdo dos imunolipossomas contendo estes virus.

De acordo com os resultados apresentados na Figura 6.4, quando os rAd sao
incubados com soro de animais previamente injectados com adenovirus recombinantes
livres, a eficiéncia de transducdo daqueles em células HUVEC ¢ de 37 %, valor
significativamente inferior ao obtido apods incubagdo dos rAd com soro de animais
injectados com HBS (eficiéncia de transdugdo de 50 %). Deste modo, ¢ 16gico concluir
que no primeiro caso ocorreu producdo de anticorpos contra os rAd, os quais, por
reconhecerem as proteinas virais da capside, se associam a estes, diminuindo a sua
eficiéncia de transdugdo in vitro. Ao contrario do esperado, os rAd encapsulados em
lipossomas induziram o aparecimento de uma resposta imunitaria adaptativa superior a
desencadeada pelos rAd livres. Assim, quando a eficiéncia de transdugdo foi testada
com soro de animais previamente injectados com rAd encapsulados em lipossomas ndo

direccionados, os valores obtidos foram significativamente inferiores (4 %), reflectindo
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uma marcada resposta imunitaria. Surpreendentemente, os valores de transducao
obtidos apos incubagdo com soro recolhido de animais injectados com imunolipossomas
contendo os rAd, sao mais elevados do que os referidos na condi¢do anterior (soro de
animais injectados com lipossomas nao direccionados contendo rAd) (20 %), o que
reflecte a indu¢do de uma resposta adaptativa inferior a observada pelos lipossomas nao
direccionados (Figura 6.4).

Estes resultados revelam que o efeito imuno-adjuvante das formulagdes supera a sua

capacidade de mascarar os vectores virais face aos linfocitos B.
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Figura 6.4- Extensio do desenvolvimento da resposta imunitaria contra as proteinas virais
O soro proveniente de varios animais foi recolhido 14 dias apds administracdo dos
imunolipossomas e respectivos controlo. Os resultados da influéncia do soro de animais
inoculados com HBS, na transducdo mediada por rAd, foram comparados com os observados
para o soro proveniente de animais injectados com a formulagdo e respectivos controlo
(imunolipossomas contendo rAd- LP AAV-MES, lipossomas nio direccionados contendo rAd-
LP AAV-PEG, rAd livres (Ad)). Procedeu-se a incubag@o de quantidades fixas de rAd com o
soro de animais, durante 1 hora a 37 °C, seguindo-se a incubagdo com células HUVEC.

Devido a escassez de trabalhos realizados nesta area, torna-se dificil encontrar
dados na literatura que possam suportar possiveis explicacdes para os resultados
obtidos. De qualquer modo, os resultados apresentados na Figura 6.4 sugerem a
ocorréncia de exposicdo directa de proteinas virais aos linfécitos B, apds administragao
intravenosa dos lipossomas, s6 assim se podendo explicar a producdo de anticorpos
contra os rAd. Assim, e apesar dos resultados obtidos no Capitulo 5, segundo os quais
os lipossomas seriam bastante estaveis na presenca de soro ndo desactivado, os dados
obtidos nestas experiéncias podem sugerir que, quer os imunolipossomas, quer os

lipossomas ndo direccionados, poderdo sofrer um certo grau de desestabilizagdo in vivo,
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provavelmente consequéncia da lise induzida por proteinas do complemento. Alguns
rAd poderdo encontrar-se livres apos este fendmeno, ou de algum modo encontrar-se
ainda associados aos imunolipossomas. Paralelamente, ¢ de esperar ainda a acg¢do
directa de células fagociticas na eliminacdo dos lipossomas, de entre as quais, algumas
apresentando a func¢do adicional de células apresentadoras de antigénios (macrdofagos e
células dendriticas). Pensa-se que ¢ através destas células apresentadoras de antigénios
(APC), as quais irdo activar as células T, que a presenga de lipossomas e/ou moléculas
de PEG poderdao exercer um efeito imunoestimulatério, aumentando drasticamente a
resposta dos linfécitos T helper (CD4"). Consequentemente, da interacgdo das proteinas
virais expostas com os respectivos clones de linfocitos B, possuidores de receptores
BCR (B cell receptors) especificos para determinadas proteinas virais, e da interac¢do
desses mesmos clones de linfocitos B com as células T helper fortemente activadas,
resulta um aumento drastico da producdo de anticorpos contra os vectores virais. Neste
contexto, importa referir trabalhos indicativos de que antigénios encapsulados em
determinado tipo de lipossomas podem desencadear uma maior producio de anticorpos

do que antigénios administrados isoladamente'®*’

, 0 que estd de acordo com os
resultados obtidos.

Sao varias as hipdteses, ndo mutuamente exclusivas, que podem justificar as
diferencas entre os efeitos observados utilizando soro de animais tratados com
imunolipossomas e lipossomas ndo direccionados: (i) uma maior estabilidade dos
imunolipossomas quando comparada com os lipossomas ndo direccionados, e como tal
menor propensao para a desestabilizagao mediada pelas proteinas séricas (por exemplo,
proteinas do complemento); (ii) possibilidade de que a presenca do anticorpo Mes-1 na
extremidade distal da molécula de PEG possa mascarar o efeito imunoestimulatorio
deste polimero, por exemplo por diminuicdo da sua interaccdo com células
apresentadoras de antigénios (APC); (iii) clearance sanguinea mais rapida dos
imunolipossomas como consequéncia da sua interac¢do com células do sistema
fagocitico, favorecida pelo anticorpo Mes-1 a superficie dos lipossomas (macrofagos,
neutrofilos e células dendriticas), com consequente diminui¢do da exposi¢do do seu
conteudo, ou seja dos rAd, aos linfocitos B. Neste sentido, resultados obtidos por
Koning e colaboradores®' indicam que a presenca de anticorpo acoplado aos lipossomas
permite a interac¢do destes com macrdfagos extraidos do figado de rato, interac¢do essa
que ¢ tanto maior quanto maior a densidade de anticorpos a superficie dos lipossomas;

(iv) pode ainda considerar-se que o anticorpo Mes-1 possa interagir com os respectivos

245



CAPITULO 6

receptores BCR dos linfocitos B, diminuindo deste modo a interacc¢ao entre os rAd, que
possam estar expostos, e os respectivos clones de linfocitos B; (v) possibilidade de que
a associagdo dos imunolipossomas, expondo regides Fc (regido constante) do anticorpo
Mes-1, a células B (associagdo mediada pelas proteinas virais) resulte na destrui¢ao
daquele clone celular mediada pelas células NK (natural killer)”, dai resultando uma
diminui¢do da capacidade de produc¢do de anticorpos contra os rAd.

E contudo necessario realgar que os resultados obtidos ndo inviabilizam o
primeiro dos pressupostos considerados, segundo o qual os imunolipossomas protegem
os rAd da neutralizagdo mediada por anticorpos preexistentes contra os referidos
vectores, € que este efeito se reveste de grande importancia uma vez que permite manter
expressao do transgene mesmo na presenca de anticorpos contra o vector viral.

Ainda no ambito da resposta imunitdria, os estudos realizados inicialmente sobre
o efeito das moléculas de PEG indicaram que estas conferem elevados tempos de
circulacao aos lipossomas, consequéncia da diminui¢do da acumulagdo destes no figado
e no bago™, e reduzem a sua interacgio com proteinas do complemento™. Contudo,
estudos posteriores demonstraram que quando se procede a uma segunda administracao,
se verifica uma diminui¢do brusca do tempo de meia-vida dos lipossomas associados a
PEG, como consequéncia do desenvolvimento de anticorpos contra as moléculas de
PEG”. Por outro lado, foi ja possivel identificar alguns factores que permitem modular
a farmacocinética ap6és uma segunda administracdo, entre eles, a primeira dose
administrada. Ishida e colaboradores®® reportaram que quando a primeira dose de
lipossomas/PEG administrada ¢ elevada, a eliminagdo apds segunda administragao ¢
menos acentuada. Um outro pardmetro importante ¢ a densidade de PEG a superficie
dos lipossomas, uma vez que, conforme demonstrado pelos mesmos autores, para
densidades superiores a 5 %, se verifica uma diminui¢do na velocidade de eliminagao
dos lipossomas numa segunda administragdo. Para além dos factores referidos, a
extensdo e a natureza da resposta imunitdria parecem depender também do tipo de
estratégia de acoplamento escolhida para promover a ligagdo quimica das moléculas de
PEG. Mais especificamente, os resultados obtidos por Le e colaboradores®’, que
incluiram a modificagdo de proteinas de superficie de rAAV com PEG, demonstraram
que o tipo de molécula utilizada para activar a molécula de PEG pode influenciar a
intensidade da resposta imunitaria desencadeada contra os rAAV. Deste modo, no
desenvolvimento e optimizagdo deste tipo de estratégias, parece fundamental

correlacionar os vérios procedimentos experimentais de acoplamento disponiveis™*’
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com o seu contributo para a imunogenicidade do sistema de transporte e/ou dos agentes
bioactivos nele contidos.

Para além do exposto, ¢ necessario ainda considerar o papel do polimero PEG na
inducdo de uma resposta imunitaria contra ligandos acoplados a superficie lipossémica.
Os resultados obtidos por Philips e Dahman® demonstram que apesar da injec¢do de um
determinado anticorpo s6 por si ndo induzir resposta imunitaria, o acoplamento deste
aos lipossomas aumenta a resposta imunitaria contra o anticorpo, € que a inclusdo de
moléculas de PEG potencia ainda mais essa resposta imunitaria. Pode especular-se que
essa potenciagdo descrita para o ligando se verifique também para as proteinas dos rAd
encapsulados nos lipossomas, hipdtese esta que encontra suporte no facto do papel
imuno-adjuvante dos lipossomas ocorrer ndo s6 para proteinas associadas a superficie
destes, como também para proteinas encapsuladas'®?’,

Apesar de preliminares, estes resultados constituem um contributo para a
discussao em torno dos mecanismos envolvidos na resposta imunitaria desencadeada
pelos sistemas lipossémicos, 0s quais sO recentemente comegaram a despertar o
interesse da comunidade cientifica. Adicionalmente, os resultados obtidos constituem o
ponto de partida para trabalhos futuros a realizar na area dos nanosistemas

direccionados encapsulando vectores virais.
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CAPITULO 7

Neste capitulo encontram-se sistematizadas as principais conclusdes dos estudos
apresentados neste trabalho. S3o também tecidas algumas consideragdes acerca de
aspectos a serem explorados em trabalhos futuros.

Os estudos apresentados e discutidos no Capitulo 2 desta dissertacdo permitiram
concluir que a razao molar amina/fosfato (N/P) utilizada na preparacao de poliplexos de
polietilenimina/ADN (PEI/ADN), assim como a concentragdo do ADN e a forca i6nica
da solucdo utilizada, condicionam o tamanho final dos referidos complexos.

Os resultados obtidos neste capitulo permitiram também concluir que o PEI
ramificado de baixo peso molecular (2,7 kDa) apresenta a capacidade de proteger
eficientemente o ADN, impedindo o acesso do brometo de etidio ao acido nucleico,
exibindo também capacidade tampdo, quer na forma livre, quer complexado com o
ADN. Provavelmente, estas caracteristicas justificam os elevados niveis de transfec¢do
que foram observados em células HEK-293, principalmente para razdes elevadas de
amina/fosfato (N/P = 38).

Dos diversos métodos testados para quantificagdo do ADN apos a sua complexacao
com PEI, e posterior associacdo a lipossomas, o procedimento envolvendo o tratamento
dos lipopoliplexos com 4cido polimetacrilico (PMAA) e o reagente PicoGreen
demonstrou ser o mais sensivel, apresentando adicionalmente vantagens relativamente a
seguranga da sua aplicagdo, comparativamente a utilizagdo de ADN marcado com
radioisétopos.

No que respeita a preparagdo de lipopoliplexos (LPPX), pode concluir-se que a
eficiéncia de recuperacdo do ADN nestes sistemas ¢ favorecida quando estes sao
preparados através do método da evaporagdo de fase reversa, seguido de
congelamento/descongelamento (REV/FT). Esta constatagcdo ¢ valida quer para LPPX
preparados com lipidos neutros (EPC/DOPE/CHOL), quer para LPPX preparados com
lipidos de carga negativa e neutra (PI/EPC/DOPE/CHOL), na concentragao de 18 mM.
Adicionalmente, observou-se que no conjunto dos métodos de preparacdo analisados, a
eficiéncia de recuperacdo do ADN mais elevada foi obtida para LPPX apresentando na
sua composicao o lipido de carga negativa PI.

Experiéncias adicionais sugerem que os procedimentos utilizados para preparacao
de LPPX, designadamente os métodos de evaporagdo de fase reversa e de
congelamento/descongelamento, ndo afectam a integridade nem a actividade do

plasmideo.
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A técnica de cromatografia de exclusdo molecular, utilizando a resina Sefarose CL-
4B, demonstrou ser uma boa estratégia para purificacdo de LPPX, relativamente a
transferrina ndo acoplada.

Adicionalmente, os resultados obtidos permitem concluir que a quantidade de
polimero PEI utilizada, traduzida na razdo PEI/ADN, assim como a quantidade e o tipo
de PEG reactivo, condicionam a eficiéncia de acoplamento da transferrina aos LPPX.

A purificagio de LPPX relativamente ao NHS-PEG-Mal nao acoplado ¢
eficientemente conseguida utilizando a técnica de cromatografia de exclusdo molecular.
Os LPPX resultantes apresentam um tamanho de aproximadamente 200 nm.

Os estudos de associagdo celular foram efectuados em células HEK-293, as quais,
conforme demonstrado, apresentam receptores de transferrina a sua superficie. Os
resultados de microscopia de fluorescéncia permitiram concluir que lipossomas vazios
direccionados para o receptor da transferrina apresentam uma capacidade de interac¢ao
com as cé¢lulas HEK-293 aumentada, relativamente a lipossomas nao direccionados,
comprovando o funcionamento do sistema de direccionamento. Estudos de inibi¢do
competitiva permitiram concluir que, nas condigdes testadas, a extensdo da interac¢ao
entre os lipossomas direccionados e as células, ¢ parcialmente dependente da
transferrina existente a superficie destes, tal como avaliado por citometria de fluxo. Pelo
contrario, a utilizagdo de transferrina livre ndo parece surtir qualquer efeito na extensao
da associagdo celular de lipossomas nao direccionados.

Apesar dos resultados promissores observados, nomeadamente o efeito de
direccionamento activo na promoc¢ao da associagao celular, os LPPX direccionados
revelaram-se ineficientes a mediar a transfeccdo de células HEK-293. Face a estes
resultados, optou-se por alterar o processo de preparacao dos nanotransportadores, tendo
os estudos prosseguido com LPPX  preparados por hidratacdo e
congelamento/descongelamento, utilizando ADN na concentragdao de 50 pg/mL e lipido
total na concentragdo de 9 mM. Os estudos de associagdo celular efectuados com os
LPPX resultantes demonstraram que estes interagem com as células de um modo ndo
especifico, ou seja, de um modo independente da presenca da transferrina,
possivelmente devido a existéncia de polimero PEI adsorvido a superficie dos LPPX.

A confirmar esta possibilidade, esta o facto de o tratamento dos LPPX com PMAA,
apods o passo de extrusdo, permitir a obtencdo de LPPX que interagem com as células
alvo de uma forma dependente da transferrina, a semelhanca do observado com os

lipossomas vazios.
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Apesar dos passos adicionais de optimizagdo, a formulagao manteve-se ineficiente

do ponto de vista da actividade de transfeccgao.

Face ao conjunto de conhecimentos adquiridos, e tal como descrito no Capitulo 3,
optou-se por testar a aplicabilidade da formulacdo desenvolvida em sistemas
endoteliais, utilizando como ligando um anticorpo desenvolvido contra a E-selectina
humana (H18/7), molécula expressa pelas células endoteliais activadas.

A incubacdao das células endoteliais humanas HUVEC com TNF-o induziu a
expressdo da glicoproteina E-selectina, por oposicdo ao observado em células
quiescentes. As células HUVEC também expressam receptores de transferrina a sua
superficie, mas numa percentagem inferior a detectada em células HEK-293. Contudo, e
ao invés do que sucede com a E-selectina, esta expressdo ¢ independente da activagdo
das HUVEC com mediadores inflamatorios.

Os estudos de interaccdo entre imunolipossomas vazios e células HUVEC
permitiram determinar a quantidade de nanotranportador adequada a incubar com as
células. Adicionalmente, outros resultados obtidos por citometria de fluxo permitiram
concluir que o tamanho dos imunolipossomas (100, 200 e 400 nm) ndo influencia os
niveis de associagdo celular, verificando-se que o direccionamento para células
activadas foi bem sucedido em todos os casos.

Estudos semelhantes, efectuados com imunolipossomas associados a poliplexos,
demonstraram que os niveis de associacdo celular resultantes da incubagdo de
imunolipossomas encapsulando poliplexos com células HUVEC activadas, sdo
semelhantes aos obtidos com imunolipossomas vazios, indicando a auséncia de
interacgdes ndo especificas, o que permite considerar a auséncia de poliplexos
adsorvidos a superficie dos imunolipossomas.

Surpreendentemente, apesar dos valores elevados de eficiéncia de encapsulacio e de
associacdo dos nanotransportadores as células, ndo se observaram niveis de transfec¢ao
mensuraveis, nem mesmo apos utilizagdo de métodos de preparacao alternativos.

Os resultados obtidos aquando da utilizagdo de formulagdes catidonicas controlo
constituiram a primeira indicacdo de que, possivelmente, as células endoteliais ndo
sejam permissivas a transfec¢cdo mediada por plasmideos de ADN.

No seu conjunto, os resultados apresentados deixam em aberto a possibilidade de a
ineficiéncia de transfeccdo observada pelos imunolipossomas contendo poliplexos ser

consequéncia da ineficiente entrega de ADN as células, ou da falta de permissividade
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das células HUVEC a transfec¢ao envolvendo ADN plasmidico, devido a limitagdes

pos-internalizagdo.

No sentido de explorar as vantagens apresentadas pelos nanotransportadores
desenvolvidos, nomeadamente a sua selectividade para células endoteliais activadas,
optou-se por encapsular vectores virais adeno-associados nos referidos nano-
transportadores. Os resultados obtidos foram descritos no Capitulo 4, e permitiram
concluir que a utilizagdo do gradiente de Ficoll ¢ um processo eficiente na purificagao
de transportadores associados a rAAV, resultando em lipossomas que apresentam uma
eficiéncia de encapsulacdo entre 1 a 1,5 %.

Os resultados obtidos comprovam que o acoplamento de ligandos, como a
transferrina ou o H18/7, a lipossomas contendo rAAV permite aumentar a sua extensao
de associagdo as respectivas células alvo (HEK-293 e HUVEC, respectivamente), de um
modo semelhante ao apresentado pelos respectivos lipossomas vazios. Estes resultados
demonstram que o processo de encapsulacao utilizando rAAV nio interfere com o perfil
de associacdo celular dos lipossomas, sugerindo a auséncia de rAAV adsorvidos a
superficie destes.

Apesar dos resultados promissores de associacdo celular, a formulacdo nao
demonstrou eficiéncia de transducdo em nenhuma das situagdes testadas, sendo que
estudos adicionais evidenciaram que estes vectores ndo sao sensiveis a temperatura de
trabalho, apo6s descongelamento. Esta observacdo sugere que a ineficiéncia da
formulacdo ndo estd associada a perda de actividade biolodgica dos rAAV ao longo do
tempo e, como tal, ndo aparenta ser consequéncia do processo de preparagao.

Experiéncias realizadas com as células HUVEC demonstraram que estas ndo sdo
permissivas a transdugdo por rAAV dos tipos 1, 2, 6 ou 8, permitindo especular, uma
vez mais, sobre as limitagoes de entrada dos vectores nas células, ¢ sobre o seu
processamento apds internalizagao celular.

No sentido de esclarecer os motivos inerentes a falta de transducdo por rAAV,
efectuou-se um conjunto de experiéncias com complexos resultantes da mistura de
lipossomas pré-formados (catidonicos e anidnicos) com os vectores virais. No geral, os
resultados obtidos demonstraram que a variacdo da carga e da composi¢do lipidica
associadas aos complexos ndo promoveu a transducdo em nenhum dos tipos celulares
(células HEK-293 ¢ HUVEC). Com base nestes resultados, nao é possivel concluir se a

auséncia de transdugao observada com os rAAV livres em células HUVEC € ou nao
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consequéncia de limitagdes de internalizacao celular. Do mesmo modo, nao ¢ possivel
concluir se a ineficiéncia de transdu¢do observada aquando da incubagdo de lipossomas
direccionados, com as respectivas células alvo, terd sido consequéncia da entrega de um
numero insuficiente de vectores virais a estas células. Paralelamente, mantém-se em
aberto a hipotese de que, em todas as aproximagdes testadas envolvendo rAAV
associados a lipossomas, estes sejam internalizados por vias intracelulares que impegcam
a sua transdu¢do, por exemplo, por dificultarem o transporte para o nicleo, ou por
condicionarem a libertacdo do genoma viral da cépside.

Estudos adicionais envolvendo estratégias conhecidas por promoverem a transducao
de células mediada por rAAV (incubacdo com hidroxiureia) também se revelaram
inconclusivos acerca das limitagdes a transdu¢do mediada por estes vectores, em células

HUVEC.

No Capitulo 5 procedeu-se a descricdo dos resultados obtidos aquando da
substitui¢do dos rAAV por vectores adenovirais (rAd).

A remocdo de vectores adenovirais ndo encapsulados foi eficientemente
conseguida utilizando um gradiente de cloreto de césio, sendo que a presenca de
elevadas concentragdes deste composto na solu¢ao de trabalho ndo interfere com a
eficiéncia do acoplamento da molécula de NHS-PEG-Mal aos lipossomas.

Os resultados obtidos permitiram concluir que a temperatura de trabalho, apds
descongelagdo dos rAd, constitui um parametro critico, uma vez que condiciona a
actividade dos adenovirus dos tipos 2 ¢ 5. Com base neste conhecimento, foi realizado
um trabalho de optimizacdo do processo de preparagdao dos nanotransportadores, o qual
se traduziu numa reducdo significativa do tempo e da temperatura de preparacdo de
imunolipossomas, minimizando assim o impacto na actividade dos rAd.

Apesar de imunolipossomas com didmetro de 400 nm apresentarem uma
eficiéncia de associacdo as células similar a das particulas de 200 nm, conforme
observado por citometria de fluxo, os resultados de microscopia confocal permitiram
concluir que, no primeiro caso, os lipossomas se encontram acumulados principalmente
na membrana celular, sem que ocorra internalizacdo significativa. Como tal, os
lipossomas extrudidos por membranas com poros de didmetro de 200 nm foram os

seleccionados para prosseguir os estudos.
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O padrao de associagdao celular de imunolipossomas contendo vectores
adenovirais ¢ semelhante ao padrao observado com imunolipossomas vazios, sugerindo
a inexisténcia de vectores adsorvidos a superficie dos lipossomas.

A andlise de células incubadas com imunolipossomas por microscopia confocal,
permitiu concluir que estes sdo internalizados pelas células, indicando que esta
estratégia ¢ promissora para a entrega intracelular de transgenes a células endoteliais
activadas.

Apesar dos baixos valores observados para a eficiéncia de encapsulagdo dos
vectores adenovirais (caracteristicos do processo de encapsulagdo passiva), o elevado
titulo das preparagdes de adenovirus permitiu a encapsulacao de um numero de vectores
virais suficiente, para conferir capacidade de transdu¢do aos imunolipossomas. Assim, a
encapsulacio de rAd em imunolipossomas possibilitou elaborar uma curva
dose/resposta referente a expressao do transgene.

A especificidade da transdug¢do observada na presenca de soro bovino nado
desactivado ¢ indicativa da estabilidade da formulacdo em condigdes proximas das
fisioldgicas.

Relativamente aos estudos de viabilidade celular, estes demonstraram que a
formulacao, uma vez internalizada, induz alguma toxicidade, provavelmente resultante
dos virus recombinantes utilizados, cujas preparagdes se encontram frequentemente
contaminadas por virus com capacidade de replicagdo, e consequentemente com
capacidade para induzir lise celular.

A auséncia de internalizagdo celular, observada a 4 °C, indica que este processo
¢ dependente de energia, sugerindo o envolvimento da via endocitica. Os estudos de
inibi¢do competitiva resultaram numa reducdo significativa da transducdo celular,
indicando claramente que este processo ¢ dependente da internalizagdo dos
imunolipossomas, especificamente mediada pela E-selectina expressa a superficie das
células activadas.

De acordo com o nosso conhecimento, este ¢ o primeiro estudo em que se
efectuou encapsulagdo de vectores adenovirais em lipossomas, com subsequente
acoplamento de um ligando com o objectivo de conferir direccionamento.

De um modo geral, pode concluir-se que a formula¢do desenvolvida demonstrou
ser eficiente no reconhecimento e entrega de adenovirus recombinantes a células
endoteliais activadas, com consequente expressdo do transgene transportado,

apresentando caracteristicas adequadas para administracdo intravenosa. Estes factos
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CAPITULO 7

traduzem-se no elevado potencial dos imunolipossomas encapsulando rAd para
aplicacdo em terapia génica, nomeadamente em patologias que envolvam células

endoteliais.

No Capitulo 6 encontram-se descritos resultados relativos aos estudos preliminares
desenvolvidos in vivo. Nesse ambito, e apesar das expectativas criadas com os
resultados obtidos in vitro, ndo foi possivel tirar conclusdes definitivas sobre a eficicia e
a especificidade da formulagao in vivo.

Experiéncias adicionais permitiram concluir que a maioria das proteinas do soro dos
animais interage fortemente com as proteinas dos vectores virais livres, constituindo um
factor limitativo da sua eficiéncia de transducdo, facto que refor¢a as vantagens da
encapsulacdo dos rAd em lipossomas.

No que respeita aos estudos efectuados no ambito da dissimulacdo de rAd face aos
linfécitos B, verificou-se que os rAd encapsulados em lipossomas induziram o
aparecimento de uma resposta imunitaria adaptativa superior a desencadeada pelos rAd
livres, sendo que essa diferenca ¢ menor quando se utilizam imunolipossomas.

Apesar de preliminares, estes resultados constituem um contributo para a discussao
em torno dos mecanismos envolvidos na resposta imunitaria desencadeada pelos
sistemas lipossdmicos, os quais s6 recentemente comecaram a despertar o interesse da
comunidade cientifica. O trabalho desenvolvido suscita novas questdes que constituem
o ponto de partida para trabalhos futuros em torno da utilizagdo in vivo de nanosistemas

direccionados encapsulando vectores virais.

Perspectivas futuras

Na perspectiva da aplicacdo destas formulagdes em ensaios clinicos, varios sdo os
aspectos que deverdo ser considerados, de entre os quais se salienta a optimizag¢dao do
vector adenoviral, a optimizagdo do nanotransportador e a optimizagdo dos genes
terap€uticos e promotores utilizados.

No que respeita a optimizag¢ao dos vectores adenovirais, sera importante minimizar a
apresentacao de proteinas virais a superficie das células transduzidas, de modo a evitar a
sua posterior identificacdo e destruicdo pelo sistema imunitario. Esta caracteristica
podera ser conseguida através da re-introducdo do gene E3 no genoma do vector viral,

uma vez que as proteinas codificadas por este gene sdo responsdveis por minimizar a
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apresentacao de antigénios virais a superficie das células infectadas aumentando, deste
modo, a viabilidade das referidas células. Neste contexto, também se pode considerar a
eliminagdo total das sequéncias virais no vector (com excep¢do de LTR), sendo que
neste caso serd necessario resolver problemas relacionados com os titulos de produgao
dos vectores resultantes.

Para além das optimizagdes a efectuar no vector viral, o proprio nanotransportador
podera ser aperfeigoado através da realizacdo de algumas alteragdes, conforme sugerido
pelos resultados obtidos no Capitulo 6. Neste contexto, o ligando utilizado, terd na
pratica clinica de ser substituido por um ligando menos imunogénico, como por
exemplo por fragmentos de anticorpos ou anticorpos humanizados. Neste ambito, e a
luz de algumas informagdes mais recentes, o tipo de ligagdes covalentes utilizadas no
processo de acoplamento do ligando ao espacador PEG deve ser avaliada, e se
necessario alterada, de modo a que no seu conjunto o vector viral e nanotransportador
apresentem baixa imunogenicidade, ou seja, neutralidade face as respostas imunitaria
inata e adaptativa.

Apesar dos esforgos efectuados no sentido de aumentar a interac¢do das
formulagdes com as células alvo, é utopico considerar a evasdo total aos 6rgios de
eliminacdo, pelo que a identificagdo e incorporagdo de promotores fortes e especificos
nos vectores virais permitira evitar a transducdo em orgdos responsdveis pela sua
eliminagdo, conferindo, como tal, seguranca adicional a estes sistemas.

Paralelamente a area do desenvolvimento dos nanotranportadores, hd ainda a
considerar um outro factor importante que assenta no aprofundamento dos
conhecimentos relativos as bases moleculares essenciais para que a terapia génica tenha
sucesso. A titulo de exemplo, na promog¢do da angiogénese parece fundamental a
identificacdo de sequéncias correctas de expressao dos diversos factores de crescimento,
assim como o tempo € a concentracao necessarios para que se formem vasos sanguineos
funcionais.

Numa perspectiva mais alargada, a versatilidade exibida pelo sistema
nanotransportador desenvolvido neste trabalho permite considerar a sua utilizagdo para
transporte e cedéncia intracelular de outras moléculas terapéuticas, tais como siARNs e
farmacos convencionais, a células endoteliais activadas. Pode também considerar-se a
utilizagdo da plataforma tecnoldgica desenvolvida para o transporte de vectores virais
dirigidos a outras populagdes celulares, seleccionando para tal um ligando adequado,

com base na especificidade de marcadores da membrana plasmatica.
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ABREVIATURAS

AS-ODN
ADN
Ang-1
ARN
BCA
BRCA
BrEt

BSA

CAR

CHEMS

CHO

CHOL

Ci2Es

DAPI

dATP

dCTP

Oligodesoxinucleotidos antisense
Acido desoxirribonucleico
Angiopoetina-1

Acido ribonucleico

Acido bicinconinico

Gene supressor tumoral (breast cancer)
Brometo de etidio

Abumina sérica de bovino
Bovine serum albumin

Receptor de coxsackievirus e de adenovirus
Coxsackievirus adenovirus receptor

Hemissuccinato de colesteroilo
Cholesteryl hemisuccinate

Linha celular de ovario de hamster chinés
Chinese hamster ovary

Colesterol
Cholesterol

Mono-n-dodecil-éter-octaetilenoglicol
Octaethylene glycol monododecyl ether

Dinucleotidos citosina-guanina
Contagens por minuto
Sonda da familia da cianina

4’ 6-diamidino-2-fenilindole
4',6-diamidino-2-phenylindole

Trifosfato de desoxiadenosina
Deoxyadenosine triphosphate

Trifosfato de desoxicitidina
Deoxycytidine triphosphate



dGTP

DMEM

DNBF

DSPE-PEG

DSPE-PEG-Mal

DTNB

dTTP

DOGS

DOPE

DOSPA

DOTAP

DOTMA

EBV

EDTA

ECGF

EGF

EPC

Trifosfato de desoxiguanosina
Deoxyguanosine triphosphate

Meio de cultura Dulbecco's Modified Eagle's Medium

1-fluoro-2,4-dinitrobenzeno
Dinitroflurobenzene

1,2-Diestearoilfosfatidiletanolamina-N-polietilenoglicol 2000

Grupo maleimida conjugado a uma molécula de 1,2-
diestearoilfosfatidiletanolamina-N-polietilenoglicol 2000

Acido 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoico)
5,5'-dithiobis(2-nitrobenzoic acid)

Trifosfato de desoxitimidina
Deoxythimidine triphosphate

Dioctadecilamidoglicoespermina
Dioctadecylamidoglycyl spermine

1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfatidiletanolamina
1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphatidylethanolamine

Trifluoroacetato de 2,3-dioleioil-N-[2(esperminacarboxamido)-
etil]-V,N-dimetil-1-propanamina
2,3-dioleyloxy-N-[2(sperminecarboxamido)-ethyl]-N,N-dimethy!-
1-propanaminium trifluoro acetate

1,2- dioleoil-3 propanoato de trimetilamonio
1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium-propane

Cloreto de N-(1-(2,3-dioleoiloxi)propil)-N, N, N-trimetilamonio
N-(1-(2,3-dioleoyloxy)propyl)-N, N, N-trimethylammonium chloride

Virus Epstein-Barr
Epstein-Barr virus

Acido etilenodiaminotetracético
Ethylenediaminetetraacetic acid

Factor de crescimento endotelial de bovino
Endothelial cell growth factor

Factor de crescimento de epiderme
Epidermal growth factor

Fosfatidilcolina de ovo
Egg phosphatidylcholine

II



EPOPC 1-palmitoil-2-oleoilglicero-3-etil-fosfocolina
1-Palmitoyl-2-Oleoyl-sn-Glycero-3-Ethylphosphocholine
FBS Soro fetal de bovino
Fetal bovine serum

FGF Factor de crescimento de fibroblastos
Fibroblast growth factor

FITC Isotiocianato de fluoresceina
Fluorescein isothiocyanate

Fluor-PE 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-(carboxifluoresceina)

FT Meétodo de congelamento/descongelamento
Freeze-thawing

GAG Glicosaminoglicano

GFP Proteina verde fluorescente
Green fluorescent protein

GSH Glutationa reduzida
HBS Tampao de HEPES salino
HEPES buffer saline
H18/7 Anticorpo de ratinho anti-E-selectina humana
HEK-293 Linha celular derivada de células embrionarias de rim humano

Human Embryonic Kidney cells
HelLa Linha celular de tumor cervical Henrietta Lacks

HEPES Acido N-(2-hidroxietil)-piperazina-N'-(2-etanossulfonico)
N-(2-hydroxyethyl)-piperazine-N'-(2-ethanesulfonic acid)

HIF-1 Factor indutivel por hipoxia-1
Hypoxia-inducible factor-1

HMW-PEI Polietilenimina de elevado peso molecular
High molecular weight polyethylenimine

HSV Virus Herpes simplex
Herpes simplex virus
HU Hidroxiureia
HUVEC Células endoteliais de veia umbilical humana

Human umbilical vein endothelial cells
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IkB

IL-4

IL-6

IL-8

ITR

LMW-PEI

LP AAV-H18/7

LP AAV-PEG

LP Ad-H18/7

LP Ad-PEG

LP-H18/7

LP- PEG

LPPX

LPPX-H18/7

LPPX-PEG

LP-Tf

LTR

Mal

MES-1

MHC 1

Inibidores do NF-kB
Interleucina-4
Interleucina-6
Interleucina-8

Repeti¢des terminais invertidas
Inverted terminal repeats

Polietilenimina de baixo peso molecular
Low molecular weight polyethylenimine

Lipossomas contendo rAAV conjugados ao ligando H18/7

Lipossomas contendo rAAV conjugados a moléculas de PEG nao
acopladas a qualquer ligando

Lipossomas contendo rAd conjugados ao ligando H18/7

Lipossomas contendo rAd conjugados a moléculas de PEG nao
acopladas a qualquer ligando

Lipossomas “vazios” conjugados ao ligando H18/7

Lipossomas “vazios” conjugados a moléculas de PEG nao
acopladas a qualquer ligando

Lipopoliplexo
Lipopoliplexos conjugados ao ligando H18/7

Lipopoliplexos conjugados a moléculas de PEG ndo acopladas a
qualquer ligando

Lipossomas “vazios” conjugados ao ligando transferrina

Repeticdes terminais longas
Long terminal repeats

Maleimida
Anticorpo de rato anti-E-selectina de ratinho

Complexo maior de histocompatibilidade-I
Major histocompatibility complex-1

1Y%



MLV

MMP

NHS

NHS-PEG-Mal

NLS-H1

NF-kB

NK

NLS

N/P

NTP

ODN
ONGP
ORI
ORF

PBS

PBST
pCMV

pCMVLacz

PCR

Virus de leucemia murinica
Murine leukemia virus

Metaloproteinases da matriz

Matrix metalloproteinases

N-hidroxisuccinimida

Molécula de polietilenoglicol de peso molecular 3 500 conjugada a
dois grupos funcionais: um grupo n-hidroxisuccinimida ¢ um grupo

maleimida

Sinal de localizacdo nuclear do antigénio T do virus SV40
conjugado com a histona humana H1

Factor nuclear kB
Nuclear factor-kappa B

Linfo6citos natural killer

Sinal de localizagao nuclear
Nuclear localization signal

Razao molar entre grupos amina (N) de PEI e grupos fosfato (P)
do ADN

Nucleétidos trifosfato
Nucleotides triphosphate

Oligodesoxinucleotidos
O-nitrofenil galactopiranésido
Origem de replicacdo

Open reading frame

Tampao fosfato salino
Phosphate buffer saline

Tampao PBS contendo tween a 0,2 %
Promotor do citomegalovirus

Plasmideo contendo o gene codificador da B-galactosidase sob o
controlo do promotor do citomegalovirus

Reacgdo de polimerizagdo em cadeia
Polymerase chain reactions



PDGF

PECAM

PEG

PEI

PEI/ADN

PFA

PI

PMAA

rAAV

rAd

R10 ou R38

REV

REV/FT

RGD

Rh-PE

SH

S/MARS

SSR

Factor de crescimento derivado das plaquetas
Platelet derived growth factor

Platelet endothelial cell adhesion molecule-1
Polietilenoglicol

Polietilenimina

Poliplexos de polietilenimina e ADN

Paraformaldeido
Paraformaldehyde

Fosfatidilinositol
Phosphatidylinositol

Acido polimetacrilico
Polymethacrylic acid

Virus adeno-associados recombinantes
Recombinant adeno-associated virus

Adenovirus recombinantes
Recombinant adenovirus

Razao molar entre grupos amina do polimero PEI e grupos fosfato
do ADN

Método de evaporacao em fase reversa
Reverse evaporation method

M¢étodo de evaporacdo em fase reversa-
congelamento/descongelamento

Reverse evaporation method/Freeze-thawing

Motivos Arginina-Glicina-Acido aspartico

N-(lissamina rodamina B sulfonil)-fosfatidiletanolamina
1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-Phosphoethanolamine-N-(Lissamine
Rhodamine B Sulfonyl)

Grupo sulfidrilo ou tiol

Regides de ligacdo da matriz
Scaffold/matrix attachment regions

Recombinase especifica de determinada sequéncia
Site specific recombinase

VI



SV40 Virus de simios 40
Simian vacuolating virus 40 or Simian virus 40

SCID X Imunodeficiéncia severa combinada ligada ao cromossoma X
X-linked Severe Combined Immunodeficiency

ssADN ADN de cadeia simples
Single stranded DNA
TAE Tris-acetato-EDTA
Tf Holo-transferrina humana
TIMP Inibidores de metaloproteinases

Tissue inhibitor of metalloproteinases

TNF-a Factor de necrose tumoral-a
Tumor necrosis factor-a

TSP-1 Trombospondina-1
Thrombospondin-1

VEGF Factor de crescimento do endotélio vascular
Vascular endothelial growth factor

X-Gal 5-bromo-4-cloro-3-indoil B-D-galactopiranose
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