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RESUMO

A terapia baseada em DNA tem emergido recentemente como uma estratégia
promissora para uma gama ampla de doencas, incluindo desordens herdadas e
adquiridas, por exemplo cancer, AIDS, fibrose cistica, hemofilia, doenca de
Parkinson e doenca de Alzheimer. O sucesso da terapia génica depende da
introducdo de genes exogenos dentro das células, permitindo a substituicdo do
gene defeituoso, e, conseqientemente, a restauracdo da funcdo normal da célula.
Devido a pobre captacao celular e a instabilidade biologica do DNA, a transfeccao
de DNA tem sido realizada usando vetores virais e ndo-virais. Porém, a toxicidade,
potencial para gerar uma resposta imune e mutagénese e dificuldades em controle
tem limitado a aplicacdo de vetores virais. Entdo, carreadores nado-virais sdo uma
alternativa a vetores virais. As vantagens destes sistemas de liberagdo sdo a
auséncia de resposta imune e uma facilidade em formulacdo e montagem. NOs
desenvolvemos um novo sistema lipidico aniénico contendo DNA. Este sistema &
obtido pela complexacéo prévia de moléculas de DNA a ciclodextrinas catidnicas
(CD), seguido da sua encapsulacdo em lipossomas pH-sensiveis. Estes
lipossomas sdo compostos por dioleoilfosfaditietanolamina (DOPE) e
hemisuccinato de colesterila (CHEMS). Os lipossomas pH-sensiveis sao
capturados pelas células por endocitose. Eles aproveitam-se da diminuicédo do pH
gue acontece dentro dos endossomas (pH 6.5 a 5.5), 0 que permite a protonacao
do CHEMS e em seguida ocorre rompimento da estrutura da bicamada |,
conduzindo a liberacdo do DNA. Assim, para esclarecer as consequéncias
estruturais das interacdes do complexo CD/DNA com as bicamadas dos
lipossomas, e especialmente com o DOPE, estudos de DSC e difragao de raios-X
foram feitos em condicdes de baixa e alta hidratagdo. Estes estudos revelaram a
existéncia de interacdes entre DOPE e o complexo CD/DNA conduzindo a
modificacbes supramoleculares. O conhecimento destes eventos é importante
para compreender a eficacia destes carreadores em estudos biolégicos.

Palavras-chave : Lipossomas; Dioleoilfosfatitiletanolamina; Calorimetria
exploratoria diferencial; Difragdo de raios-X.



ABSTRACT

DNA-based therapy has emerged in recent years as a promising strategy for a
wide range of diseases, including inherited and acquired disorders, such as
cancer, AIDS, cystic fibrosis, hemophilia, Parkinson’s disease and Alzheimer’s
disease . The success of gene therapy depends on the introduction of exogenous
genes into cells, allowing the replacement of the defective gene, and,
consequently, the restoration of the normal cell function. Due to the poor cellular
uptake and biological instability of DNA, DNA transfection has been performed
using both non-viral and viral vectors . However, the toxicity, potential for
generating an immune response and mutagenesis and difficulties in upscaling and
control have limited the application of viral vectors. Thus, non-viral carriers are an
alternative to viral vectors. The advantages of these delivery systems are a lack of
immune response and an ease in formulation and assembly . We developed a new
anionic lipidic system containing DNA. This system is obtained by the previous
binding of DNA molecules to cationic cyclodextrins (CD), followed by their
encapsulation into pH-sensitive liposomes. These liposomes are composed by
dioleoylphosphatidylethanolamine  (DOPE) and cholesteryl hemisuccinate
(CHEMS). The pH-sensitive liposomes are taken up by the cells by endocytosis.
They take advantage of the decrease in pH which occurs inside endosomes (pH
6.5 to 5.5), allowing the protonation of CHEMS followed by liposomes collapse into
a nonbilayer structure, thereby leading to its disruption and the release of DNA.
Thus, in order to clarify the structural consequence of the interactions of the
CD/DNA complex with the liposomes bilayers, and especially on DOPE, the DSC
and X-ray diffraction studies were carried out at low hydration and high hydration.
These studies revealed the existence of interactions between DOPE and CD/DNA
complex leading to the supramolecular modifications. The knowledge of these
events is important to the understanding of the efficacy of these carriers in
biological studies.

Key-words : Liposomes; Dioleoylphosphatidylethanolamine; Differential scanning
calorimetry; X-ray diffraction.
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1 Introducéo

Os avancos das pesquisas em biologia molecular resultaram na descoberta de
sequéncias génicas de bactérias, virus, protozoarios como também de alteracdes
gendmicas humanas responsaveis pelo aparecimento de uma variedade de
doencas, contribuindo assim com o desenvolvimento das terapias antisense e
génica [1-2]. A terapia antisense consiste na introducdo no interior da célula de
um fragmento de DNA ou RNA capaz de se hibridizar com uma sequéncia
complementar do mRNA localizado no citoplasma e/ou no nucleo, inibindo a
traducdo. Este acoplamento pode ocorrer também com o DNA nuclear, originando
uma triplice hélice, e consequentemente, impedindo a transcricdo. A inibicdo seja
da transcricdo ou da traducdo de microorganismos ou de genes humanos
modificados, poderd impedir o aparecimento de estados patolégicos. A terapia
génica implica na inclusédo celular de genes inexistentes ou ainda na correcédo de
genes modificados através da insercdo da sequUéncia génica inalterada [3]. As
terapias antisense e génica podem constituir uma nova e promissora modalidade
na pratica médica para o tratamento de doencas resultantes de alteracdes
moleculares dos acidos nucléicos, tais como os diversos tipos de cancer e
doencas degenerativas [4].

No entanto, a eficicia da terapia antisense e génica é limitada pela reduzida
penetracdo celular de moléculas de RNA e/ou DNA e seus fragmentos, 0s quais
sdo moléculas polianidnicas, como também pela instabilidade destas moléculas
nos liquidos celulares [3]. Assim sendo, para a eficiéncia dessas terapias, ha a

necessidade do desenvolvimento de um efetivo sistema de liberacdo de moléculas
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de RNA e/ou DNA e seus fragmentos no interior das células, o qual representa um
dos passos-chave para estes agentes terapéuticos [5]. Estes sistemas devem
apresentar baixa toxicidade, 6tima estabilidade, possuir um custo acessivel para
sua producdo em quantidades relevantes, além de apresentarem uma capacidade
de liberacao eficiente e tecido-especifica quando administrados in vivo [6]. Véarias
estratégias tém sido avaliadas para o estabelecimento de um adequado sistema
de liberacdo de genes no interior das células, sendo que as mais empregadas
possuem como constituintes os vetores virais (adenovirus e retrovirus), os quais
sdo adequados para este proposito devido a sua habilidade natural em penetrar
nas ceélulas de mamiferos e assumir o controle da replicacdo, transcricdo e
traducdo. No entanto, apesar de sua eficiéncia, estes vetores apresentam como
inconvenientes o0 aparecimento de uma resposta imunoldgica contra a proteina
codificada pelo transgene [5-7], além da dificuldade de sua producdo em larga
escala [8]. Por outro lado, métodos fisicos (choque térmico, elétrico, osmdético) e
guimicos (solventes organicos, detergentes) envolvendo a modificacdo da
permeabilidade da membrana celular tém sido utilizados, mas o emprego destes
métodos em estudos in vivo é limitado [9-10]. Dessa forma, a utilizacdo de
carreadores sintéticos, ou vetores ndo-virais, vem sendo amplamente investigada
na tentativa de contornar as limitagdes supracitadas.

Os sistemas de libera¢do constituidos por vetores nao-virais sdo baseados no
uso de espécies catidnicas, as quais podem complexar 0s genes que, por sua vez,
sdo carregados negativamente. Dessa forma, os Ultimos séo protegidos contra a

degradacdo por DNAses e compactados para penetrar no interior celular via
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endocitose [11]. Vérios diferentes sistemas estdo atualmente sob investigacéo,
incluindo emulsbes lipidicas catidnicas, dendrimeros, polietileniminas (PEIs),
polimeros e lipossomas catiénicos [12-13].

Ha um numero consideravel de publicagbes com evidéncias de que os
lipossomas catidnicos promovem a liberacdo de genes através da demonstracao
da expressao de um gene “reporter” em culturas de células bem como in vivo, via
injecdo local [14]. Entretanto, a transfec¢cdo de genes mediada por lipossomas
catidbnicos mostra-se usualmente baixa na presenca de soro, além de apresentar,
geralmente, citotoxicidade in vitro [15]. Portanto, faz-se necessario o0
desenvolvimento de um vetor sintético capaz de encapsular eficazmente
moléculas de DNA, permitir a penetracdo celular e liberacdo do material genético
no citoplasma e n&o apresentar citotoxicidade.

Dessa forma, nessa dissertacdo de mestrado, foi preparado um sistema
lipidico o qual consistiu da complexacdo prévia de moléculas de DNA com
ciclodextrina cationica, seguida da encapsulacdo do complexo DNA/ciclodextrina
catibnica em lipossomas pH-sensiveis. Esse sistema foi caracterizado sob
parametros fisico-quimicos relativos a investigacdo da existéncia de interacdes
entre a bicamada lipidica e o complexo DNA/ciclodextrina catibnica mediante o
emprego de calorimetria exploratoria diferencial e difracdo de raios-X. A
investigacdo da ocorréncia dessas interacdes se justifica devido a importancia da
transicdo de fase lamelar/hexagonal do fosfolipide dioleilfosfatidiletanolamina,
utilizado na composicéo dos lipossomas pH-sensiveis, para a eficacia de liberacdo

do complexo DNA/ciclodextrina catidnica no citoplasma.
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1.1 Lipossomas

Os lipossomas sdo sistemas vesiculares, geralmente constituidos por
fosfolipides, que em meio aquoso se organizam espontaneamente em bicamadas
contendo em seu interior uma cavidade aquosa (Figura 1). Devido a sua
propriedade anfifilica, os lipossomas sdo capazes de incorporar substancias de
carater hidrofilico no compartimento aquoso, substancias lipofilicas no interior das
bicamadas lipidicas, ou ainda, substancias anfifilicas entre estes dois
compartimentos. Estes sistemas lipidicos foram descritos pela primeira vez, na
década de 60, por Bangham e colaboradores (1965) como modelos de
membranas biolégicas [16]. Sendo que o propoésito da utilizacdo destas vesiculas
lipidicas € aumentar o aporte de farmacos as células ou tecidos especificos,
consequentemente, aumentando a poténcia e/ou reduzindo a toxicidade do agente

encapsulado [17].

Bicamada

Cavidade aquosa

Figura 1 — Estrutura dos lipossomas
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Os lipossomas sao classificados de acordo com o didmetro e numero de
bicamadas em lipossomas unilamelares pequenos (SUV) - 20 a 100nm - e
lipossomas unilamelares grandes (LUV) - > 100 nm - quando constituidos de uma
Unica camada lipidica. Quando as vesiculas sdo formadas por bicamadas
sucessivas separadas por compartimentos aquosos o0s lipossomas sao
denominados multilamelares (MLV) - 0,1 a 1um [18].

Os lipossomas pH-sensiveis sdo vesiculas constituidas por fosfolipides
particulares que permitem a liberacdo do material encapsulado em decorréncia do
decréscimo do pH do meio [19]. O uso de tais lipossomas como sistema de
liberacdo de farmacos foi sugerido a partir da observacdo de que tecidos
patoldgicos (tumores, metastases, inflamacoes e infecgdes) apresentam um pH
menor do que os tecidos normais [20]. Estes lipossomas apresentam transicao de
fases, caracteristicas dos seus constituintes fosfolipidicos, que séo responsaveis
pela desestabilizacdo das vesiculas em meio acido.

Os lipossomas pH-sensiveis sdo constituidos por fosfolipideos particulares
derivados da fosfatidiletanolamina, como por exemplo, a
dioleilfosfatidiletanolamina  (DOPE) (Figura 2A), que se organizam
preferencialmente sob a forma hexagonal (Figura 3) ndo sendo capazes de formar
lipossomas. A formacédo de lipossomas com tais fosfolipideos requer a adicdo de
agentes estabilizantes que séo lipideos carboxilados, como o hemisuccinato de
colesterila (CHEMS) (Figura 2B), que se encontram sob a forma ionizada no pH

fisiolégico. Tais compostos se inserem entre as moléculas de fosfolipideos e o
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aparecimento de repulsdes eletrostaticas entre os grupamentos carboxila e os
grupos fosfatos presentes nos fosfolipideos favorecem a organizacdo deles sob a
forma lamelar (Figura 3), gerando a formacdo de lipossomas [21-22]. Estes
lipossomas sédo captados pelas células por endocitose e se desestabilizam e/ou
fusionam com a membrana dos endossomas quando o pH no interior destes torna-
se &cido, ao longo de sua maturacdo, provocando assim a liberacdo do material
encapsulado no citoplasma. A fusdo e/ou a desestabilizacdo da membrana
endossomal pelos lipossomas, no pH &cido, impedira a fusdo dos endossomas
com os lisossomas, e conseqientemente, evitard a degradagdo das moléculas de

DNA pelas enzimas presentes neste ultimo [9].

(B)
Figura 2 - Estrutura quimica da dioleilfosfatidiletanolamina (A) e do hemisuccinato

de colesterila (B).



18

2 oiife
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Figura 3 — Transi¢des de fases de lipides. Fonte: Lasic, 1998.
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Sobre a utilizacdo destes veiculos para a liberacdo de acidos nucléicos no
interior das células, Simdes e colaboradores (2001) relataram que a habilidade em
liberar moléculas com peso molecular relativamente alto (por exemplo,
oligonucleotideos antisense) € significativamente maior para lipossomas
compostos por DOPE/CHEMS em comparagdo com outros lipossomas pH-
sensiveis compostos por DOPE em associacdo com outros agentes estabilizantes

[23].

1.2 Organizacédo supramolecular dos fosfolipides

A disperséo dos fosfolipides em meio aquoso pode resultar na formagéo de
estruturas lamelares e/ou ndo lamelares. As fases ndo lamelares ou hexagonal
podem ser de dois tipos, a saber (Figura 4):

1. Tipo | ou direta, na qual os lipides se encontram dispersos num meio

aquoso continuo (6leo em agua).

2. Tipo Il ou inverso, na qual as por¢des polares hidratadas se encontram

organizadas numa matriz apolar continua constituida pela porcéo

hidrofobica das cadeias alifaticas (agua em 0leo).
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HI HII

Figura 4: Topologia das fases hexagonais direta (H)) e inversa (Hy).

As estruturas do tipo | sdo caracterizadas por um raio de curvatura positivo,
enquanto as do tipo Il apresentam um raio de curvatura negativo. Nas fases
lamelares, as moléculas de fosfolipides se encontram organizadas em bicamadas
gue apresentam uma curvatura igual a zero. A dispersdo dos derivados da
fosfatidiletanolamina em meio aquoso conduz a uma agregacao preferencial em
fase hexagonal do tipo Il (Hy). Isto se explica em fungdo da sua geometria
molecular que mostra uma menor area superficial da por¢cdo polar em relacdo a
porcéo apolar, resultando numa forma do tipo cone (Figura 3) [24]. Essa geometria
molecular, por¢édo polar de uma molécula de fosfatidiletanolamina e o grupamento
fosfato de outra molécula de fosfatidiletanolamina adjacente, conduz a uma

reducéo da hidratacéo das porgdes polares (Figura 5) .
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DLPE
S:386 if.

Figura 5: Empilhamento lateral das cabecas polares na formacgéo de ligacdes de
hidrogénio das moléculas da fosfatitiletanolamina DLPE . Fonte: Seddon, 1990.

A formacdo de uma organizacdo supramolecular hexagonal esta envolvida nos
processos de desestabilizacdo de membranas [25]. No processo de
desestabilizacdo de membranas ocorre a aproximacdo de duas bicamadas
lipidicas, seguida da formacdo de estruturas intermediarias micelares inversas
(IMI), que se localizam entre as bicamadas das membranas [26]. As IMI sdo
capazes de induzirem a fusdo ou desestabilizacdo de membranas (Figura 6). As
IMI podem se agregar originando estruturas hexagonais, 0 que gera um aumento
da tensdo interfacial na regido da parede das vesiculas, seguido da ruptura e
liberacdo do conteudo presente na cavidade aquosa (Figura 6B). Aléem disso, as

IMI podem provocar a fusdo de membranas, apés a formacdo de ligacbes
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interlamelares (ILA), o que resulta na mistura dos lipides e do conteddo aquoso

(Figura 6C).

Echanges de lipides de ia

\
4 \J monocouche externe
(A)
P, I / W 1

Formaton d''ILA
(Fusion)
(©

Formation de phase HII
Déstabllisation membranaire

(B)

Figura 6: As estruturas intermediarias micelares inversas e as interacdes entre as
menbranas (IMI).

No entanto, a formacdo de ILA é rara, pois somente ocorre quando ha
flutuacdes na concentracdo de lipides das IMI. A frequéncia dessas flutuactes
depende da relacdo da area superficial ocupada pela por¢cdo polar da molécula
lipidica na fase lamelar (a) e na fase hexagonal inversa (ap). A formacédo de ILA é

favorecida para os sistemas lipidicos tendo uma relagéo a/ag inferior a a 1,2. Os
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derivados de fosfatidiletanolamina esterificados com acidos graxos insaturados e
apresentando uma pequena area superficial de sua porcao polar tém uma relacao
alap igual a 1,8 [27, 28]. Dessa forma, a fusdo de membranas mediante a
formacdo de ILA ndo é comum para os derivados da fosfatidiletanolamina.
Portanto, a formacdo de IMI é uma etapa indispensavel para os fenébmenos de
fusdo e desestabilizagcdo de membranas. A compreensdo desses processos nos
permetem estabelecer uma abordagem biomimética, como o desenvolvimento de

lipossomas pH-sensiveis constituidos por derivados de fosfatidiletanolamina.

1.3 Ciclodextrinas

A ciclodextrina catibnica é um oligossacarideo ciclico, podendo conter 6, 7 ou
8 unidades de D-glicopiranosideos, denominadas de a, B e y ciclodextrina,
respectivamente; unidas por ligacdes a-1,4, contendo também substituintes do tipo
amonio quaternario [29]. A forma molecular da ciclodextrina catidnica é do tipo
tronco-cbnica (Figura 7) apresentando uma cavidade hidrofébica e a sua
superficie externa € hidrofilica [30]. Estudos descritos na literatura mostram que
alguns derivados de ciclodextrina catibnica possuem grande habilidade para se
ligar as moléculas de &cidos nucléicos [31]. A afinidade das moléculas de
ciclodextrina pelas de acidos nucléicos é claramente influenciada pelo tipo de
substituinte presente nos derivados de ciclodextrina. Cryan et al. sintetizaram o0s
derivados hepatakis(6-desoxi-6-piridil-4-amino), heptakis(2,3-di-O-acetil-6-desoxi-

6-piridil-4-amino),heptakis[2,3-di-O-acetil-6-desoxi-6-(1-metil-1H-imidazol-2-il)],
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hepatakis[6-(1-n-butil-1H-imidazol-2-il)-6-desoxi],  heptakis[2,3-di-O-acetil-6-(1-n-
butil—1H-imidazol-2-il)-6-desoxi, hepatakis(6-desoxi-6-metoxietilamino) e
heptakis(6-amino-6desoxi) de [-ciclodextrina. As diferentes afinidades desses
derivados de ciclodextrina catidnica pelas moléculas de DNA séo, provavelmente,
devido aos efeitos estéricos e de polaridade. Por exemplo, a inabilidade do
derivado heptakis-6-desoxi-6-metoxietilamino-B—ciclodextrina para se ligar as
moléculas de DNA esta relacionada ao efeito estérico do grupo N-metoxietil. O
derivado que apresentou melhor ligacdo as moléculas de DNA foi o heptakis-6-
desoxi-6-piridilamino-—ciclodextrina que, por sua vez, também apresentou um
nivel de transfeccdo comparavel ao lipide catidbnico comumente utilizado em
ensaios de transfeccéo, dioleiltrimetilamoniopropano (DOTAP) [31].

As interacfes entre as moléculas de ciclodextrina catibnica e as moléculas de
DNA poderdo ser do tipo eletrostaticas, devido as cargas contrarias, como
também do tipo hidrofébicas entre a sua cavidade hidrofébica e as bases
pirimidinicas e puricas do DNA, conduzindo assim a sua compactacdo. Essa
compactacdo acarretard na diminuicdo do tamanho da molécula de DNA,
permitindo um maior teor de encapsulagdo da mesma nos lipossomas pH-

sensiveis.
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Figura 7— Estrutura das ciclodextrinas. Fonte: Del Valle, 2004 [30].

Assim sendo, a encapsulacdo do complexo ciclodextrina catibnica/DNA em
lipossomas pH-sensiveis podera ser uma estratégia para a sua captura celular
com a eliminacdo ou reducdo da toxicidade celular observada para os atuais
agentes de transfeccado utilizados. Além disso, o uso de lipossomas anidnicos
podera contribuir para uma menor variabilidade da eficiéncia de transfeccao.
Diante do exposto, a identificacdo da organizacdo supramolecular do fosfolipide
estrutural dos lipossomas pH-sensiveis (DOPE) é de extrema importancia para
gue se possa garantir a estabilidade desse sistema e sua eficiéncia de
transfeccdo. O comportamento de fase da dioleoilfosfatidiletanolamina revela a
presenca de fases essenciais para a formacgéo e desestabilizacdo dos lipossomas,
as guais séo a fase lamelar alfa (Lg) e fase hexagonal Il (H||), respectivamente.
Portanto, nessa dissertacdo de mestrado foi realizada a caracterizacdo fisico-
guimica desse sistema com o emprego das técnicas de calorimetria exploratoria

diferencial (DSC), para examinar as transicbes térmicas da
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dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE), e difracéo de raios-X para a identificagéo das

fases envolvidas nessas transicoes.
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OBJETIVOS

1. Objetivo geral

A presente dissertacdo de mestrado tem como objetivo a realizacdo da
caracterizacdo fisico-quimica dos lipossomas pH-sensiveis utilizados como
carreadores do complexo B-ciclodextrina catidbnica/DNA. Essa caracterizagcdo €
importante devido ao fato de que a eficiéncia de transfeccdo desses vetores

sintéticos esté relacionada a sua organizacdo supramolecular.

2. Objetivos especificos

1- Estudo das transi¢des de fase dos lipides constituintes dos lipossomas pH-
sensiveis contendo o complexo de -ciclodextrina catibnica/DNA por

calorimetria exploratoria diferencial e difracdo de raios-X;

2- Estudo da pH-sensibilidade dos lipossomas pH-sensiveis contendo o
complexo B-ciclodextrina cationica/DNA por acompanhamento da variacdo

do diametro e potencial zeta em fungao do pH;
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TRABALHO EXPERIMENTAL
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CAPITULO |

ESTUDO DAS INTERACOES ENTRE OS COMPONENTES DOS
LIPOSSOMAS pH-SENSIVEIS CONTENDO O COMPLEXO p-
CICLODEXTRINA CATIONICA/DNA SOB CONDICOES DE BAIXA
HIDRATACAO
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1. INTRODUCAO

A identificagdo da organizacdo supramolecular do fosfolipide estrutural dos
lipossomas pH-sensiveis (DOPE) é de extrema importancia para que se possa
garantir uma estabilidade desse sistema e uma eficiéncia de transfecgcdo. O
comportamento de fase da DOPE revela a presenca de fases essenciais para a
formacao e desestabilizacao dos lipossomas, as quais séo a fase lamelar alfa (Lq)
e fase hexagonal Il (H|[), respectivamente. Na primeira parte dessa dissertacao
de mestrado, o estudo foi realizado em baixas condicbes de hidratagcdo por nos
permitir verificar com maior clareza as possiveis interagées entre os componentes

desses lipossomas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

1,2-Dioleil-sn-glicero-3-fosfatidiletanolamina (DOPE) foi gentilmente cedida
pela Lipoid GmbH (Ludwigshafen, Alemanha). Hemisuccinato de colesterila
(CHEMS) e o tampéao tris-(hidroximetil)Jaminometano (Tris) foram adquiridos da
Sigma Chemical Company (St Louis, MO, EUA). 6-monodesoxi-6-monoamino-f3-
ciclodextrina (B-CD") foi adquirida da Cyclolab R&D Laboratory (Budapest,

Hungria) e o plasmideo pGEM-T foi fornecido pela Promega (Madinson, EUA).
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2.2 PREPARACAO DAS AMOSTRAS DE BAIXO TEOR DE
HIDRATACAO

DOPE e CHEMS foram dissolvidos em cloroférmio para obtencdo de
solucdes nas concentracbes de 0,6M e 0,4M, respectivamente. Uma solucdo
metandlica de B-CD’ de concentracdo 5mg/mL também foi utilizada para
preparacdo das amostras. O DNA (solugdo aquosa a 12,0 pg/pL) utilizado nas
amostras foi obtido mediante amplificacdo e purificacdo do plasmideo pGEM-T.
Foram preparadas amostras em triplicata contendo os seguintes componentes dos
lipossomas pH-sensiveis: DOPE (20ul de uma solucdo cloroférmica 0,6M) e
tampéo Tris liofilizado (6,1mg); DOPE (20pl de uma solugéo cloroférmica 0,6M),
CHEMS (20pul de uma solucéo cloroférmica 0,4M) e tamp&o Tris liofilizado (6,1mgQ);
B-CD" (92ul de uma solugdo metandlica 5mg/mL), DOPE (20ul de uma solugdo
cloroférmica 0,6M), CHEMS (20ul de uma solucao cloroférmica 0,4M) e tampao
Tris (6,1mg); DOPE (20ul de uma solucdo cloroformica 0,6M), CHEMS (20pl de
uma solucéo cloroférmica 0,4M), DNA (1ul de uma solugéo aquosa a 12,0 pg/pL) e
tamp&o Tris (6,1mg); B-CD* (92ul de uma solugdo metandlica 5mg/mL), DOPE
(20ul de uma solucao cloroférmica 0,6M), CHEMS (20ul de uma solucao
cloroférmica 0,4M), DNA (1l de uma solucdo aquosa a 12,0 pg/uL) e tampéao Tris
(6,dmg). As amostras foram transferidas para os cadinhos de aluminio
previamente pesados e 0s solventes organicos foram evaporados, sob ligeiro
aguecimento, até a formacao de um filme. O tampéo Tris liofilizado e a solucéo de
DNA foram adicionados sobre os respectivos filmes de cada amostra conforme a

descricdo anterior. As amostras que nao continham a solucdo de DNA foram
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hidratadas até atingirem peso constante, em uma cuba de hidratacdo com
umidade relativa igual a 39%, conseguida mediante o0 uso de uma solucéo
saturada de MgCl,. A fracdo de agua absorvida por estas amostras variou de 0,6%
a até 3%, ficando compativeis com as amostras que continham a solucdo de
DNA. ApoOs estabilizacdo, os diferentes cadinhos foram pesados, selados e
analisados por calorimetria exploratoria diferencial (DSC). Para a analise de
difracdo de raios-X, os mesmos cadinhos contendo as amostras analisadas por
DSC foram abertos, os contetudos foram retirados e depositados num suporte de

silicio.

2.3. CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL

As analises calorimétricas foram realizadas no instrumento DSC 2910
Modulated TA Instruments (New Castle, EUA), no intervalo de temperatura de -
50C a 50C, com uma taxa de aquecimento de 5C/min .. O indio foi utilizado para
calibracdo da temperatura e da entalpia. As amostras foram submetidas a 3
corridas consecutivas a fim de permitir uma maior homogeneizacdo do contetdo
colocado nos cadinhos. Os dados obtidos foram analisados pelo software de
isotermas do préprio equipamento. As temperaturas de transi¢cdo foram definidas

pela posicéo dos picos observados nas curvas de DSC.



2.4. DIFRACAO DE RAIOS-X

Como mencionado anteriormente, as amostras para analise de difracédo de
raios-X foram retiradas dos cadinhos, depositadas sobre uma placa de silicio e
prensadas com o auxilio de uma espéatula. As analises foram realizadas na
estacdo experimental D10A-XRD2 (difracdo de raios-X de alta resolucdo) do
Laboratério Nacional de Luz Sincroton (A= 1,54982 A). As varreduras foram
realizadas num intervalo de temperatura de — 30C a 35%C, utilizando para isso um
sistema Peltier e um banho com &gua e etilenoglicol para o resfriamento do
porta-amostra . Os padrdes de difracdo de raios-X foram obtidos apds equilibrio
térmico e exposicdo da amostra ao tempo de 350s. As estruturas dimensionais de
cada fase foram calculadas e interpretadas como distancia lamelar (diam) ou
distancia hexagonal (dnex) @ partir da linha de difracdo de primeira ordem. A Figura
8 mostra os parametros estruturais relativos ao empacotamento molecular das

fases lamelar e hexagonal.

£

I g

cavidade aguosa §
¥

Figura 8 — Representacdo esquematica do empacotamento molecular das fases
lamelar e hexagonal.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 MISTURA DOPE/TRIS

A curva de DSC da DOPE (Figura 9B) apresentou 3 temperaturas de
transicdo de fase em -26, 10 e 17<C. O difratograma da DOPE (Fig. 10) mostrou
razdes de reflexdo de Bragg iguais a 1,4 e 1,2,4, a -28 e -15C, o0 que indica a
ocorréncia da transicao de fase lamelar gel (Lg) para lamelar fluido (La) . A 15T e
35T, os padrdes de difracdo de raios-X revelaram razdes de reflexdo de Bragg
iguais a 1, V3, 2, indicando a ocorréncia da transicdo de fase Lg para fases nao
lamelares da DOPE. Essas transicOes de fases nédo lamelares podem ser

atribuidas as transicées La/Q, e Q,/H,.

Fluxo de calor endotérmico

-60 -40 -20 0 20 40 60
Temperatura (C)

Figura 9: Curvas de DSC dos constituintes dos lipossomas pH-sensiveis: (A)
DOPE/CHEMS/B-CD*/TRIS , (B) DOPE/TRIS, (C) DOPE/CHEMS/DNA/TRIS, (D)
DOPE/CHEMS/TRIS e (E) DOPE/CHEMS/DNA/B-CD*/TRIS
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Figura 10: Padrdes de difracdo de raios-X da DOPE/Tris.

3.2 MISTURA DOPE/CHEMS/TRIS

A adicdo de CHEMS a amostra de DOPE praticamente ndo modificou a
temperatura da transicdo de fase Lp/Lg (Figura 9D), mas conduziu a um
alargamento da endoterma acompanhada de reducdo da entalpia. No entanto, a —
28T a difracdo de raios-X mostrou uma bicamada lip idica de menor espessura na
presenca de CHEMS em relacdo a amostra de DOPE pura (52 e 62 A,
respectivamente). Além disso, a —15C a presenca de CHEMS conduziu a um
maior organizacdo das moléculas de DOPE o qual pode ser observado pela menor

largura do pico de difracdo de raios-X medida a meia-altura (Figuras 10 e 11).
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Essas observagfes estdo coerentes com a hidratagdo maxima obtida para a
amostra DOPE/CHEMS/Tris (0,6%) em relacdo a DOPE/Tris (3,0%). A menor
hidratacdo da bicamada lipidica composta por DOPE/CHEMS/Tris resulta numa
diminuicdo da dizm. Além disso, a presenca de CHEMS induziu o aumento da
temperatura e diminuicdo da entalpia da transicdo de fase QII/H|| (23C) (Figura
9D). Isto pode ser explicado pelo impedimento da formacdo de ligacbes de
hidrogénio intermolecular entre os grupamentos amonio e fosfato das moléculas
de DOPE, pois a sua organizacdo supramolecular hexagonal é decorrente das
mesmas [32]. A menor interacdo entre as moléculas de DOPE na presenca de
CHEMS ¢ também evidenciada pelo aumento das distancias hexagonais
observadas nas fases QIl e HIl em comparacdo com aquelas encontradas para a
amostra de DOPE/Tris (75 € 65,5 A e 52 e 49 A, respectivamente). Essas
dimensdes confirmam a reducdo das interacdes entre as moléculas de DOPE na
presenca de CHEMS. Esses resultados estdo de acordo com aqueles observados
por De Oliveira e colaboradores (1998), no estudo das dimensdes estruturais de
DOPE na auséncia e presenca de acido oléico, sob condi¢des de baixa hidratacao

[33].
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Figura 11: Padrdes de difracio de raios-X de DOPE/CHEMS/Tris.

3.3 MISTURA DOPE/CHEMS/DNA/TRIS

Apbs a adicdo de DNA na mistura de DOPE/CHEMS/Tris foram observados
dois picos centrados em -26 e -21T nas curvas de DSC mostradas na Figura 9C.
Os padrdes de raios-X revelaram a presenca de duas séries de reflexdes de Bragg
nas relacoes de 1,2,3,4e 1,2,3a -30C e -25C; 1 ,2,3,4 e 1,2 a -8, indicando a
presenca de uma organizacdo lamelar nestes intervalos de temperatura (Figura
12). A analise de difracdo de raios-X revelou valores de distancias lamelares
idénticas nas temperaturas de —30C e —25C (57,46 A), indicando a presenca de
uma mesma organizacado lamelar nestas temperaturas. A curva de DSC da
amostra DNA/TRIS revelou igualmente a presenca da transicao de fase a —26C, o
gue nos permiti sugerir que essa transicdo seja relativa a fusdo da agua na

presenca de DNA juntamente com os ions do tampdo TRIS. Além disso, a
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existéncia de dois padrbes de reflexdes de Bragg demonstram a ocorréncia de
uma distribuicdo desigual das moléculas de DOPE na presenca de moléculas de
DNA. Como discutido por De Oliveira e colaboradores (1998), os grupamentos
fosfato das moléculas de acidos nucléicos podem interagir com 0s grupamentos
amino das moléculas de DOPE, levando a obtencdo de uma bicamada lipidica
heterogénea [33]. Desta forma, pode ser sugerido a ocorréncia de duas transi¢cdes

de fase Lp/La a -21T referentes as distintas regides presentes na bicamada

lipidica. A transicdo de fase observada a —5<C ref ere-se a fusdo das moléculas de
agua, como observado igualmente na amostra DNA/TRIS (dados ndo mostrados).
A curva de DSC mostrou também a ocorréncia de duas transicbes de fase a
10,6C e 18,7C. Os padrdoes de raios-X obtidos reve laram duas seéries de
reflexdes de Bragg iguais a 1,2,3a 17C e 1,2 a 30 . Considerando a ocorréncia
das transi¢Oes de fase La/Q, e Q,/H, para a amostra de DOPE/Tris na mesma
regido de temperatura, supde-se que estas transicbes observadas na amostra de
DOPE/CHEMS/DNA/TRIS referem-se igualmente a esta transicdo de fase. A
auséncia das reflexdes de Bragg nas razdes de V2, V3 e V7 podem ser explicadas

em funcéo da baixa cristalinidade da amostra.
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Figura 12: Padrées de difracdo de raios-X de DOPE/CHEMS/DNA/Tris. Os dois
padrdes de reflexdo de Bragg relativos a organizacdo lamelar da DOPE a —30C,
—25C e —-8T séo indicados como 1,2,3,4;1',2',3'e 1, 2.

3.4. MISTURA DOPE/CHEMS/B-CD'/TRIS

A curva de DSC da amostra contendo DOPE, CHEMS, B-CD*/TRIS (Figura
9A) ndo mostrou alteracdo da temperatura da transicao de fase Lp/La (-26<C), a
qual foi confirmada pelas reflexdes de Bragg iguais a 1,2 & —=15C (Figura 13). No
entanto, a presenca de B—CD" induziu a reducdo da entalpia da transicédo de fase
La/Q, e da temperatura da transicdo de fase Q,/H, (16C) em comparagdo a
amostra DOPE/CHEMS/TRIS (Figura 9D). O aparecimento de um unico pico
referente a transicdo de fase La/HII da DOPE (16<) foi atribuido a partir da
obtencdo das reflexdes de Bragg na relagdo de 1,V3, V7 & 30C . A adicdo de
—CD+ na amostra DOPE/CHEMS/TRIS levou a obteng@o de diamelar e Ohexagonal

menores em relacdo a amostra pura (diamelar igual a 59,23 A e 61,99 A, a —15<;
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dhexagonal igual a 43,90 A e 48,58 A a 30T), respectivamente . Esses resultados
indicam a existéncia de interacdes entre as moléculas de DOPE e -CD+. Pode-
se supor que as moléculas de B—CD+ se interpdem entre as moléculas de DOPE,
ocorrendo interagles eletrostaticas entre os seus grupamentos amoénio e fosfato

da DOPE. Como explicado anteriormente, a transicdo de fase observada a —6C

foi atribuida a fusdo das moléculas de agua.
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Figura 13: Padrbes de difracdo de raios-X de DOPE/CHEMS//B-CD"/ TRIS

3.5 MISTURA DOPE/CHEMS/B-CD*/DNA/TRIS

A adicdo do complexo B—CD*/DNA conduziu ao desdobramento do pico da
transicdo de fase Lp/Lg da DOPE e ao seu deslocamento para temperaturas mais
elevadas (-22TC e —-14<C) (Figura 9E). A andlise de difragdo de raios-X mostrou

reflexdes de Bragg de razao igual a 1,4 a —30C, -18T e -5C (Figura 14). Isto
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indica a formacdo de distintas fases lamelares gel e fluida na presenca do
complexo B—CD*/DNA. A distribuicdo heterogénea das moléculas de DOPE na
bicamada lipidica é provavelmente resultante de interagfes eletrostaticas entre os
grupamentos fosfato das moléculas de DNA e amino das moléculas de DOPE e/ou
0s grupamentos amino das moléculas de B—CD" e os fosfato das moléculas de
DOPE. A curva de DSC mostrou também a ocorréncia de uma transicao de fase a
13T (Figura 9E). O padrao de raios-X a 25T revelo u razbes de reflexbes de
Bragg iguais a 1,3 e a presenca de picos de difracdo alargados, indicando a baixa
cristalinidade da amostra. Como ja discutido para a amostra
DOPE/CHEMS/DNA/TRIS, supde-se que esta transicédo de fase refere-se a Lg/HI|
e a auséncia das reflexdes de Bragg nas razdes de V3, 2 e V7 é decorrente do

estado desorganizado da amostra.
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Figura 14: Padrbes de difragdo de raios-X de DOPE/CHEMS/DNA/B-CD/TRIS.



CAPITULO I

ESTUDO DAS INTERACOES ENTRE OS COMPONENTES DOS
LIPOSSOMAS pH-SENSIVEIS CONTENDO O COMPLEXO -
CICLODEXTRINA CATIONICA/DNA NUM MEIO HIDRATADO



1. INTRODUCAO

No capitulo | dessa dissertacéo foi investigada as transi¢des de fase da DOPE na
presenca do complexo B-CD* em condicbes de baixa hidratacdo, o cque
evidenciou a existéncia de interacfes entre os componentes dos lipossomas pH-
sensiveis. Continuando este estudo, este capitulo trata da investigacdo dessas
interacdbes num meio hidratado, o que permite maior semelhanca com a

formulacéo de lipossomas original .

2. MATERIAL E METODOS
2.1. MATERIAIS

O Agar-4gar, a triptona e o extrato de levedura foram adquiridos da ISOFAR
(Petropolis, RJ, BRASIL). O cloreto de sddio, o éter etilico e o hidroxido de sédio
foram obtidos da VETEC QUIMICA FINA LTDA (Duque de Caxias, RJ, BRASIL).
O IPTG (isopropiltioglicosideo), o X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-beta-D-
galactopiranosideo) e o Kit “CONCERT High Purity Plasmid Maxiprep System”
foram comprados da GIBCO™ (Nova York, EUA). A suspens&o de Escherichia coli
DH5a foi gentiimente cedida pelo Prof. Jorge Luiz Pesquero do Laboratério de
Biofisica do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG (Belo Horizonte, Minas
Gerais, Brasil). A ampicilina foi obtida da Fisher Scientific (Nova Jersey, EUA). O
plasmideo pGEM-T e o padrdo Lambda DNA/EcoRI- HIND Il foram comprados da

Promega (Madinson, EUA). A 6-monodesoxi-6-monoamino-B-ciclodextrina (3-CD")
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foi adquirida da Cyclolab R&D Laboratory (Budapeste, Hungria). A 1,2-dioleil-sn-
glicero-3-fosfatidiletanolamina (DOPE) foi gentilmente cedida pela Lipoid GmbH
(Ludwisgshafen, Alemanha). O hemisuccinato de colesterila (CHEMS), a N-2-
hidroxietilpiperazina (HEPES) e o tampao tris-(hidroximetil)aminometano (Tris)
foram comprados da Sigma Chemical Company (St Louis, MO, EUA). As

membranas de policarbonato foram adquiridas da MILLIPORE (Bedford, EUA).

2.2. PREPARO DE PLACAS DE PETRI CONTENDO O MEIO LB-AGAR

1,59 de agar-agar foram dissolvidos em 100mL do meio LB pH 7,4 (2,0g de
triptona, 1,0g de extrato de levedura, 1,0g de NaCl) e entdo, o meio LB-Agar foi
esterilizado a 121°C durante 15 minutos. ApGs o resfriamento do meio, adicionou-
se ao mesmo 40puL de IPTG, 100uL de ampicilina e 160pL de X-Gal e esta mistura

foi adicionada as placas de petri.

2.3. OBTENGAO DO DNA PLASMIDIAL

O plasmideo comercial pPGEM-T de aproximadamente 3 Kb , contendo o
gene Lac-Z, responsavel pela expressao da enzima (3-galactosidase (Figura 15),
foi amplificado utilizando-se colonias de Escherichia coli competentes .

Inicialmente, 100uL de Escherichia coli DH5a foram adicionados a 1ug da
solucdo de pGEM-T e esta mistura foi submetida a resfriamento em banho de gelo

por 30 minutos, seguido de aguecimento a 42°C por 30 segundos e, novamente,
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resfriamento em banho de gelo por 2 minutos. Apds o choque térmico, 400uL do
meio LB pH 7,4 foram adicionados a suspensdo de bactérias e estas foram
incubadas a 37°C em THERMOMIXER 5436, (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha)
por aproximadamente 2 horas ou até o turvamento do meio. Em seguida, a
suspensao de bactérias foi plaqueada em meio LB-Agar e mantida sob incubac&o
a 37<C por aproximadamente 16 horas.

Para a extracdo do plasmideo pGEM-T a partir das bactérias competentes,
200mL do meio LB foram preparados e esterilizados a 121°C por 15 minutos e
apos o resfriamento, 50uL de ampicilina 0,1mg/mL foram adicionados. Em
seguida, uma colbnia de Escherichia Coli foi transferida para esse meio, sendo
incubada overnight a 37<C, sob agitacdo em shaker (TECNAL, Piracicaba, Sao
Paulo, Brasil). Finalmente, o plasmideo pGEM-T foi purificado empregando-se o
Kit “CONCERT High Purity Plasmid Maxiprep System”. A concentracdo do DNA foi
determinada por espectrofotometria no UV (Hitachi Instruments, lllinois, EUA),
mediante a determinacdo da razdo entre as absorbancias nos comprimentos de
onda de 260nm e 280nm, respectivamente, e sua pureza foi avaliada utilizando-se
eletroforese em gel de agarose a 1,0 g% (p/v), empregando-se como referéncia o

padrdo Lambda DNA/EcoRI- HIND Il1.
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Figura 15 - Estrutura esquematica do plasmideo pGEM-T.
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2.4. ENCAPSULACAO DO COMPLEXO B-CICLODEXTRINA

CATIONICA/DNA EM LIPOSSOMAS PH-SENSIVEIS

A encapsulacdo do complexo B-ciclodextrina catidnica/DNA (B-CD*/DNA)

em lipossomas pH-sensiveis foi realizada mediante o emprego do método de

evaporacgdo em fase reversa [18].

2.4.1. Método de evaporacdo em fase reversa

2.4.1.1. Obtencéo do complexo B-CD/DNA

De uma solugcdo contendo a B-CD* em tampio Tris pH 7,4, numa

concentracdo de 1mg/mL, foi retirada uma aliquota de 100 pL que foi adicionada a

2,0 yuL da solucéo de DNA (concentracdo igual a 12,1 pg/pL). O volume dessa
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mistura foi completado para 1mL com tampé&o Tris pH 7,4, e foi mantida sob

agitacdo magnética a temperatura ambiente por 24 horas [34].

2.4.1.2. Obtenc¢éo de uma emulsdo A/O

Aliguotas cloroformicas de DOPE e CHEMS (concentracdo lipidica total
igual a 20 mM; razdo molar igual a 6:4, respectivamente) foram transferidas para
um balédo de fundo redondo, sendo o solvente, em seguida, evaporado sob vacuo.
O filme lipidico obtido foi dissolvido em 3,0 mL de éter etilico, previamente tratado
com solucdo tampao de HEPES 10mM para eliminagdo de peroxidos e contendo
guantidade de NaOH necesséaria para ionizar completamente o CHEMS.
Posteriormente, 1,0 mL da solucéo contendo o complexo B-CD*/DNA em tampéo
Tris pH 7,4 foi transferido a essa solucéo lipidica, de forma que a concentracdo de
DNA foi igual a 24,2 pg/mL [34]. A mistura obtida foi, entdo, submetida ao vortex
(IKA, Wilmington, EUA) durante 5 minutos, produzindo uma emulsdo do tipo

agua/oleo (A/O).

2.4.1.3. Obtencao dos lipossomas

Posteriormente, a emulsdo foi submetida a evaporacdo sob vacuo
(ROTAVAPOR FISATOM, Séo Paulo, Sdo Paulo, Brasil) a fim de se eliminar o
solvente organico, permitindo a formagéo das vesiculas lipidicas. Em seguida, os
lipossomas foram submetidos a calibracdo mediante sua passagem por
membranas de policarbonato de 0,4um (5 vezes) e 0,2um (5 vezes). O complexo

B-CD'/DNA ndo encapsulado foi separado dos lipossomas mediante
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ultracentrifugacao (Ultracentrifuga SORVALL Ultra 80, Albertville, Minnesota, EUA)

a 150000g, a 4°C, durante 80 minutos.

2.5. PREPARACAO DAS AMOSTRAS HIDRATADAS

Foram preparados 4 tipos de lipossomas (4 amostras de cada) para o estudo
das interagcdes em condi¢cOes de alta hidratacéo: lipossomas brancos, lipossomas
contendo o DNA livre, lipossomas contendo a B-CD" e lipossomas contendo o
complexo B-CD*/DNA. Apo6s a centrifugacdo, os pellets obtidos foram transferidos
para tubos eppendorf e concentrados utilizando nitrogénio para evaporagdo da
agua até se atingir um teor de hidratacdo de 7 %, sendo essas amostras
denominadas de hidratadas [35 e 37]. As amostras concentradas foram
armazenadas sob refrigeracdo até o momento das analises. Essas amostras
foram analisadas por calorimetria exploratoria diferencial (DSC) e difracdo de

raios-X.

2.6. CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL

As analises calorimétricas foram realizadas no instrumento DSC 2910
Modulated TA Instruments (New Castle, EUA), no intervalo de temperatura de -
50C a 50C, com uma taxa de aquecimento de 5C/min .. O indio foi utilizado para
calibracdo da temperatura e da entalpia. Os dados obtidos foram analisados pelo
software de isotermas do proprio equipamento. As temperaturas de transicdo

foram definidas pela posicéo dos picos observados nas curvas de DSC.
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2.7. DIFRACAO DE RAIOS-X

Para a analise de difracao de raios-X as amostras hidratadas foram retiradas
dos eppendorfs e depositadas no centro de uma placa de silicio. As analises foram
realizadas na estacdo experimental D10A-XRD2 (difracdo de raios-X de alta
resolucdo) do Laboratério Nacional de Luz Sincroton (A= 1,54982 A). As
varreduras foram realizadas num intervalo de temperatura de — 30C a 60T,
utilizando para isso um sistema Peltier e um banho com agua e etilenoglicol para
o resfriamento do porta-amostra. Os padrdes de difracdo de raios-X foram obtidos

apos equilibrio térmico e exposicdo da amostra ao tempo de 350s.

2.8. DETERMINACAO DA pH-SENSIBILIDADE DOS LIPOSSOMA S
CONTENDO O COMPLEXO B-CD*/DNA
O estudo da pH-sensibilidade é relevante, uma vez que, apds a endocitose
dos lipossomas pelas células, ocorre a diminuicdo do pH até a sua fusdo com os
lisossomas celulares, responsaveis pela digestdo do material endocitado. E
importante lembrar que os lipossomas pH-sensiveis se desestabilizam liberando o
material encapsulado durante essa diminuicdo progressiva de pH, mas antes de
ocorrer a fusdao com os lisossomas. Geralmente o valor de pH dos endossomas
antes dessa fusao fica em torno de 4,5 -5,0.
A pH-sensibilidade dos lipossomas contendo ou ndo o complexo [3-
CD*/DNA foi demonstrada através da determinacgio da variagdo do didmetro e do
potencial zeta das vesiculas em funcdo do pH utilizando-se o auto-titulador do

equipamento Zetasizer 3000Hs (Malvern Instruments Ltd., Inglaterra). Para a
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realizacao da auto-titulacéo foi empregada uma solucao de &cido cloridrico 0,1M e
a faixa de pH investigada foi de 7,4 a 4,0. As amostras foram preparadas em
triplicata e diluidas em tamp&o Tris pH 7,4 para cada curva obtida. Para as
medidas de diametro das vesiculas foram preparadas amostras contendo 2 mL de
lipossomas (branco ou com o complexo B-CD*/DNA) em 40 mL de tamp&o Tris pH
7,4 e para as medidas do potencial zeta preparou-se amostras contendo 600 pl de
lipossomas (branco ou com complexo B-CD*/DNA) também em 40 mL do mesmo

tampéao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. OBTENGCAO DO DNA PLASMIDIAL

Apos transformacdo das colénias de E. coli com o plasmideo pGEM-T,
constatou-se que tais colbnias apresentavam coloracdo azul, sendo essa o
indicativo de que houve, realmente, a proliferacdo do plasmideo no interior das
bactérias. O plasmideo em questdo contém o gene Lac-Z responsavel pela
expressdo da enzima [-galactosidase (B-Gal), cuja funcdo é a de catalisar a
conversdo da molécula de lactose em unidades de glicose e galactose; sendo que
esta enzima também reconhece como substrato a molécula de X-Gal , ja que ha
semelhanca estrutural entre esta Ultima e a lactose. Uma vez expressa no interior
das células bacterianas, a 3-Gal cliva as moléculas de X-Gal presentes no meio, 0

gue origina o aparecimento de coloracao azul.
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Para a purificagdo do DNA, foi utilizado o Kit Maxiprep. Com o uso deste, ha
a possibilidade de separacdo das moléculas do plasmideo de outras moléculas
oriundas das células de Escherichia coli, como proteinas, RNA's e o proprio DNA
bacteriano. Este procedimento fundamenta-se no uso de uma resina de troca
ibnica para que haja a purificacdo do DNA plasmidial em niveis equivalentes a
duas passagens através de um gradiente de CsCIl. Apos um procedimento de
alcalinizacdo do meio para separar o DNA de interesse daquele pertencente as
bactérias (DNA gendmico), o material € eluido através de uma coluna carregada
positivamente, de forma que ocorre uma interacdo eletrostatica entre a carga
negativa do plasmideo e a positiva presente na superficie da resina. Inicialmente,
a coluna é eluida com tampéao contendo 800mM de NaCl e 100mM de acetato de
sodio (pH 5,0), o que permite a retirada de RNA, proteinas, carboidratos e outras
impurezas. Na etapa seguinte, o plasmideo pGEM-T é eluido utilizando-se tampéao
composto por 1,25M de NaCl e 100mM de Tris-HCI (pH 8,5), pois a alta
concentracdo de sais influencia na ligacdo do DNA a coluna, levando a sua
eluicdo da mesma.

Apbs a extracdo e purificacdo do plasmideo pGEM-T, sua concentracdo foi
medida em espectrofotbmetro mediante a determinacdo da razao entre as
absorbancias nos comprimentos de onda de 260nm (A1) e 280nm (A2) , uma vez
gue estes comprimentos de onda sdo especificos para acidos nucléicos e
proteinas, respectivamente. Nos experimentos, as razdes Al/ A2 mostraram-se
satisfatorias, apresentando valores compreendidos entre 1,6-1,8, os quais

garantem a auséncia de contaminacdo protéica no DNA de interesse [36].
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Finalmente, a quantidade total de DNA obtida nos diferentes experimentos foi de
aproximadamente 500ug.

A avaliacdo da pureza do plasmideo pGEM-T foi determinada por
eletroforese em gel de agarose 1,0 g% (p/v), sendo utilizado como referéncia o
padrdo Lambda DNA/EcoRI-HIND IIl. A Figura 16 mostra o gel obtido,

confirmando que a banda refernte ao plasmideo pGEM-T possui 3Kb.

21.226 &
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4.973 w®- >  pGEM-=T 3Kb

3.5307 |

2.027
1.904

Figura 16: Gel de agarose contendo o padrdo Lambda DNA/EcoRI-HIND Il (A)
e o plasmideo pGEM-T (B).
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3.2. CALORIMETRIA EXPLORATORIA DE VARREDURA (DSC) E DIFRACAO
DE RAIOS-X

3.2.1 Mistura DOPE/Tris

A curva de DSC da amostra de DOPE/Tris hidratada (Figura 17) apresentou
guatro temperaturas de transicdo de fase a -35TC, -1,2C, 10,4C e 19,2C. O
difratograma (Figura 18) mostrou razdes de reflexado de Bragg iguais a 1,2 a —29C
e duas séries iguais a 1,2,3,4 e 1, V3 a -2T, o que indica a ocorréncia da
transicao de fase lamelar Lg/La da DOPE e a presenca de fase hexagonal. A 5T,
15C e 25T os padrdes de reflexdes de Bragg foram iguais a 1, V3 indicando a
ocorréncia de transicbes ndo lamelares. Como observado para a amostra de

DOPE/Tris em baixo teor de hidratagdo, pode-se atribuir as transices La/Q, e

QII/HII-
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3.2.2. Mistura DOPE/CHEMS/TRIS

A andlise térmica dessa amostra possibilitou a identificacdo de trés
temperaturas de transicdo de fase a -19,5C, 7,4C e 154T (Figura 19). O
difratograma mostrou razdes de reflexdo de Bragg iguais a 1,3,4 a -30C e 1,2 a
5T, o que indica a ocorréncia da transicao de fase Lp/La da DOPE (Figura 20).
Poratanto, a adicdo de CHEMS a amostra DOPE/Tris acarretou um aumento da
temperatura da transicao de fase Lg/La da DOPE, mostrando que a sua presenca
modifica a organizacdo destas moléculas, tornando a bicamada lipidica mais
rigida. O nucleo esterdide das moléculas de CHEMS interage com a cadeia acila
das moléculas de DOPE, reduzindo o movimento dos atomos de carbono, e
consequentemente, promovendo maior condensacdo da bicamada lipidica, como
discutido por New (1990). Andlises de difracdo de raios-X realizadas a 15T e
50T ndo mostraram padrdes de reflexdes de Bragg be m definidos. Isto pode ser
decorrente da fusdo das moléculas de agua, provocando uma desorganizacdo da
bicamada lipidica, e consequentemente, reduzindo o grau de cristalinidade da
amostra. Entretanto, levando-se em consideracdo as transicoes de fase
observadas para a amostra de DOPE/Tris no estado de menor hidratacéo, pode-
se supor que estas transi¢cdes de fase sejam referentes a formacao de fases néo

lamelares (QII e H")_
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Figura 20: Padrdes de difracdo de raios-X de DOPE/CHEMS/Tris.
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3.2.3. Mistura DOPE/CHEMS/DNA/TRIS

A curva de DSC da amostra de DOPE/CHEMS/DNA/Tris hidratada
apresentou duas temperaturas de transicdo de fase, -18C e 31 (Figura 21). O
difratograma revelou razdes de reflexdo de Bragg iguais a 1,2,4 e 1,3;4 a 5C, o

que indica a ocorréncia da transicdo de fase Lp/La da DOPE (Figura 22). A

presenca de DNA promoveu o aumento da temperatura da segunda transicdo de
fase da DOPE em relacdo a amostra DOPE/CHEMS (15C). Este aumento pode
ser resultante da existéncia de interacbes entre os grupamentos fosfato das
moléculas de DNA e os grupamentos amino das moléculas de DOPE, favorecendo
a manutencdo da organizacdo lamelar. Estas interagcdes podem conduzir & uma

distribuicdo heterogénea das moléculas de DOPE na bicamada lipidica o que
explica as duas séries de reflexdes de Bragg encontradas para fase La. A analise

de difracdo de raios-X apresentou apenas dois picos de difracdo a 45.8 € 42,2 A a
50C, ndo sendo possivel determinar razbes de refle xdes de Bragg. Este fato
deve-se provavelmente a fusdo das moléculas de agua, o que contribui com a
desorganizacdo da bicamada lipidica. Entretanto, a presenca destes picos de
difracdo reforcam que as moléculas de DNA interagem com as moléculas de
DOPE, levando a uma distribuicdo heterogénea das moléculas de DOPE em suas
distintas organizacdes supramoleculares (fases lamelar e hexagonal), o que nao
ocorre na amostra constituida apenas por DOPE/CHEMS/Tris a 50C (auséncia de

picos de difracao de raios-X).
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Figura 22: Padrdes de difragao de raios-X de DOPE/CHEMS/DNA/Tris. O padrao
de reflexdo de Bragg relativo a organizacdo lamelar da DOPE a 5C é o indicado
como1l,2,4el, 3 4.

3.2.4. Mistura DOPE/CHEMS/ B-CD+/TRIS

A curva de DSC dessa amostra apresentou apenas uma endoterma cuja a
temperatura do pico esta centrada a —17,6°C (Figura 23 e 23 A). O difratograma
revelou duas séries de reflexdes de Bragg iguais a 1,2 e 1,3 a 5C, confirmando a

ocorréncia da transicao de fase LB/La da DOPE (Figura 24). No entanto, na

presenca de B—CD+ nenhuma transicdo de fase foi observada por calorimetria

exploratéria diferencial acima de 0C. Além disso, a andlise de raios-X apresentou
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um pico alargado de difracdo a 50T, ndo permitindo a identificacdo da

organizacao supramolecular da DOPE devido provavelmente a fusdo da agua.
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Figura 23: Curva DSC da amostra DOPE/CHEMS/B-CD+/Tris.
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Figura 23 A: Ampliacdo da curva de DSC da amostra DOPE/CHEMS/B-CD+/Tris.
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Figura 24:. Padrbes de difracdo de raios-X de DOPE/CHEMS/B-CD+/Tris. O
padrdo de reflexdo de Bragg relativo a organizagéo lamelar da DOPE a 5C é o

indicadocomo 1,2 e 1, 3'.



3.2.5. Mistura DOPE/CHEMS/DNA/ B—-CD+/TRIS

A curva de DSC dessa amostra apresentou temperaturas de transicdo de fase em
-18C e 14T (Figura 25). O difratograma revelou a penas a presenca de reflexdes
de Bragg na razdo igual a 1,4 a —30C (Figura 26), indicando a ocorréncia da
transicdo de fase Lg/La da DOPE. As analises de difragdo de raios-X realizadas a
5C e 50C mostraram apenas a presenca de picos de difracdo alargados,
portanto, ndo sendo possivel a determinacado das razdes de reflexdes de Bragg. A
incorporacdo do complexo B-CD+/DNA a bicamada lipidica constituida por
DOPE/CHEMS aumentou ligeiramente a temperatura de transicao de fase Lg/Lq (-

18,0C versus —-19,5C) e conduziu ao aparecimento d e apenas um pico de
transicdo de fase a 14T o qual provavelmente deve-se a formacgéo de fase néo

lamelar.
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Figura 26: Padrdes de difracdo de raios-X de DOPE/CHEMS/B-CD+/DNA/Tris. O
padréao de reflexdo de Bragg relativo a organizacéo lamelar da DOPE a -30C € o

indicado como 1,4.
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3.3. DETERMINACAO DA pH-SENSIBILIDADE DOS LIPOSSOM AS
CONTENDO O COMPLEXO B-CD*/DNA

Apbs o procedimento de auto-titulacdo dos lipossomas foram obtidas curvas de
variacdo do didmetro das vesiculas e do potencial zeta em fun¢édo do pH (Figuras
27 e 28). Quanto aos lipossomas brancos pode-se observar o aumento do
didmetro das vesiculas a medida que o pH diminuiu, indicando que ocorre uma
desestabilizacdo da bicamada lipidica devido a protonagdo do constituinte
CHEMS. Préximo ao pH = 4,0, o didametro das vesiculas se mostrou muito grande
em relacdo aos demais indicando que ndo havia mais lipossomas intactos, mas
agregados lipidicos, fato confirmado visualmente pela precipitacdo do material.

Os dados obtidos a partir da titulagcdo dos lipossomas brancos em fungao
do potencial zeta também confirmaram que com a diminuicdo do pH ocorre uma
desestabilizacdo da bicamada lipidica decorrente da protonagdo do constituinte
CHEMS, o que é representado pelo aumento dos valores do potencial zeta, ou
seja, valores menos negativos do que aquele apresentado na amostra original
com pH =7,4. Também com essa amostra foi observada a precipitacdo de material
em pH préximo de 4,0.

Os dados obtidos apos as titulacbes dos lipossomas contendo o
complexo PB-CD'/DNA se mostraram bastante semelhantes aqueles dos
lipossomas brancos. O ponto de intersecao das tangentes das curvas de variagcéo
do diametro em funcéo do pH para as amostras de lipossomas brancos e aqueles

contendo o complexo B-CD*/DNA indica que os valores de pH no qual ocorre um
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aumento brusco do didmetro das vesiculas € de 5,7 e 5,3, respectivamente.
Também foi observada a precipitacdo dos lipossomas pH-sensiveis contendo o0
complexo B—-CD*/DNA em pH proximo de 4,0. Em relacdo a variacdo do potencial
zeta para a amostra de lipossomas pH-sensiveis contendo o complexo
B-CD'/DNA, observa-se também um comportamento semelhante aos lipossomas
brancos, ou seja, ocorre um aumento dos valores do potencial zeta a medida que
0 pH diminui, decorrente da protonagcao do constituinte CHEMS. As duas curvas
da figura 28 ndo apresentam diferencas estatisticas ( ANOVA p > 0,05), portanto
esse estudo sugere que a presenca do complexo B—CD*/DNA nos lipossomas pH-
sensiveis ndo promove modificacdes na bicamada lipidica capazes de alterar a

pH-sensibilidade.
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Figura 27:Variacdo do diametro de lipossomas pH-sensiveis em funcéo do pH.
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Figura 28 :Variacdo do potencial zeta de lipossomas pH-sensiveis em funcdo do

pH.
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CONCLUSAO GERAL E PERSPECTIVAS

Com o objetivo de estudar as interacbes entre os componentes dos
lipossomas pH-sensiveis foram realizadas anélises de DSC e difracdo de raios —X
gue revelaram a existéncia de interacdes entre DOPE e o complexo [3-
ciclodextrina  catibnica/DNA levando a ocorréncia de  modificacdes
supramoleculares, eventos importantes para se compreender a eficiéncia dos
lipossomas pH-sensiveis em estudos biologicos. Entretanto, o estudo da
determinacdo da pH-sensibilidade revelou que as interacdes existentes entre o
complexo [-ciclodextrina catibnica/DNA e a bicamda lipidica ndo comprometem o
comportamento da pH-sensibilidade dos lipossomas.

Portanto, como perspectiva desse trabalho, faz-se necessario dar
continuidade a investigagao das transi¢cdes de fase apresentadas por esse sistema
lipidico contendo o complexo B-ciclodextrina catidbnica/DNA quando em contato
com as proteinas do meio biologico. Essa investigagdo € importante para o

entendimento e otimizacao dos estudos de transfecgéo.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
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Baixar livros de Meio Ambiente
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Baixar Monografias e TCC
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