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Resumo

A abordagem da engenharia genética em animais envolve diversos tipos de
tecnologias direcionadas para a producdo de Animais Geneticamente Modificados
(AGMs). Uma etapa essencial para a producao de AGM consiste no carreamento in
vitro de material genético em células somaticas. Contudo, as técnicas desenvolvidas
para o carreamento génico nao tém sido eficientes devido as falhas na transfeccéo e
integracdo do transgene que estdo relacionados a diversos fatores. Atualmente,
novas alternativas surgiram para a entrega eficiente de DNA exdgeno, como a
utilizacdo de nanocarreadores, devido sua capacidade de interagdo com material
genético e internalizacdo celular. O objetivo deste estudo € sintetizar e caracterizar
nanoparticulas (NPs) de quitosana visando aplicacbes em transfeccdo de células
somaticas. A sintese da NP de quitosana foi realizada pelo método de gelificacdo
ibnica. O plasmideo utilizado foi o PEF- GFP clonado na E. coli stbl3 e purificado
seguindo o protocolo do kit QIAprep® Spin Maxprep. As NPd foram caracterizadas
pela técnica de DLS que revelou uma variacdo de tamanhos de acordo com as
propor¢Oes utilizadas desde nanoparticulas com 117,7nm a 313,9nm. Dentre os
tratamentos testados, optou-se pela propor¢gédo de 6/1/1 com NP livres variando o
diametro médio de 124,7 a 142,7 nm para a realizacdo dos ensaios de transfeccao.
O nanocomplexo contendo DNA plasmidial/TPP/NPs de quitosana apresentou
didmetro variando de 387,2nm e 284,4nm e o nanocomplexo DNA plasmidial/ NPs
de quitosana apresentou diametro variando de 351,9nm e 369,7nm. Foram
realizados varios ensaios de transfeccao alterando producdo de NPs com e sem
TPP, tempo de exposicao, pH, potencial Zeta e uso de meios DMEM ou PBS/SFS. O
tratamento em que os nanocomplexos foram preparados com TPP, usando PBS/
SFB, pH 6,5 e as células HEK 293 ficaram expostas por 24 horas aos
nanocomplexos apresentaram uma melhor eficiéncia de transfeccédo (8,25%) em
relacdo aos outros tratamentos. Portanto, os resultados demonstraram que o pH e o
tempo de exposicdo aos nanocomplexos influenciam na taxa de transfeccdo celular
utilizando NP de quitosana. Palavras Chaves: Nanotecnologia, nanoparticulas de

quitosana e carreamento génico.



Abstract

The approach of genetic engineering in animals involves several types of
technologies directed to the production of Genetically Modified Animals (AGMs). An
essential step for the production of AGM is the in vitro transport of genetic material
into somatic cells. However, the techniques developed for gene loading have not
been efficient due to the failures in transfection and transgene integration that are
related to several factors. Currently, new alternatives have emerged for the efficient
delivery of exogenous DNA, such as the use of nanocarriers, due to their ability to
interact with genetic material and cellular internalization. The aim of this study is to
synthesize and characterize the of nanoparticles (NPs) of chitosan for transfection
application. The synthesis of NP of chitosan was performed by the ionic gelation
method. The plasmid used was PEF-GFP cloned in E. coli stbl3 and purified
following the QlAprep® Spin Maxprep kit protocol. NPs were characterized by the
DLS technique that revealed a variation of sizes according to the proportions used
from nanoparticles with 117.7nm to 313.9nm. Among the treatments tested, the ratio
of 6/1/1 with free NP varied from 124.7 to 142.7 nm for the transfection assays. The
nanocomplex containing plasmid DNA / TPP / NPs of chitosan had a diameter
varying from 387.2nm and 284.4nm and the nanocomplex DNA plasmid / chitosan
NPs presented a diameter varying from 351,9nm and 369,7nm. Several transfection
assays were performed altering production of NPs with and without TPP, exposure
time, pH, Zeta potential and use of DMEM or PBS / SFS media. The treatment in
which the nanocomplexes were prepared with TPP using PBS / SFB, pH 6.5 and the
HEK 293 cells were exposed for 24 hours to the nanocomplexes showed a better
transfection efficiency (8.25%) in relation to the other treatments. Therefore, the
results demonstrated that the pH and time of exposure to the nanocomplexes
influence the cellular transfection rate wusing chitosan NP. Key words:
Nanotechnology, chitosan nanoparticles and gene loading.
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1. INTRODUCAO

A engenharia genética € uma das areas da biotecnologias que mais vem
se destacando nas ultimas décadas (DAIGNEAULT, et al., 2018; ISHINO, et al.,
2018; WANG, et al., 2018). Os genomas dos organismos podem ser alterados pela
insercéo, delecdo ou inativagdo do material genético, e assim produzir organismos
geneticamente modificados (OGM) (CALIO e BERTONCINI, 2017). Técnicas mais
recentes de engenharia genética envolvem a edicdo do genoma e podem ser
usadas para fixar alelos desejaveis em uma populacdo, contribuindo para o
melhoramento genético (BASTIAASEN et al., 2018) sem a necessidade de gerar
OGM. Avancgos na manipulagdo genética in vitro de organismos permitiu a produgao
de OGMs que beneficiam diversas éareas, como as industrias farmacéutica,
biomédica e agricola. A manipulacdo genética em varias espécies é possivel devido
a semelhanca no funcionamento da maquinaria celular responsavel pela transcricdo
e traducéo do DNA entre elas (CALIO e BERTONCINI, 2017).

A modificacdo genética dos animais tem sido usada na pesquisa médica
para criar modelos para estudo de doencas humanas. Esses modelos ajudam a
identificar as vias da doenca e permitem a avaliacdo de novas terapias. A andlise da
func@o génica pode ser conduzida em animais geneticamente modificados (AGMs)
para se obter informacdes importantes para aprofundar o entendimento do
desenvolvimento biolégico (GUSMAQ; SILVA; MEDEIROS, 2017). Além disso,
animais transgénicos tém sido utilizados na producdo de proteinas de cunho
terapéutico, e podem ser uteis para a producdo de xenotransplantes (SELF, et al.,
2018; SONG, et al., 2018). Na agricultura, estudos estdo sendo desenvolvidos para
produzir AGMs resistentes a doencas, produzir alteracdes desejaveis para as taxas
de crescimento ou taxa de conversao alimentar, producdo de carne mais magra, e
melhorar as propriedades antimicrobianas do leite para animais recém-nascidos
(BATERSON, et al, 2001; COUTINHO, et al, 2010; PAULA, et al., 2017).

A abordagem da engenharia genética em animais envolve diversos tipos
de tecnologias direcionadas para a producdo de AGMs. Esse foco de producao se
deu a partir dos estudos de Gordon et al.(1980); Gordon e Ruddle, (1981), o qual

desenvolveu modelos de estudo transgénico em camundongos, que foram depois
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realizados também em outras espécies. Algumas das metodologias mais
empregadas para este fim consistem da microinjecdo de construtos de DNA em
oocitos fertilizados; transferéncia génica mediada por células tronco embrionarias
geneticamente modificadas, e a transferéncia génica em od6citos e embrides
mediada por retrovirus (GORDON & RUDDLE 1981, HAMMER et al. 1985,
GOSSLER et al. 1986, HOFMANN et al. 2003, 2004). Em animais domésticos, como
bovinos, a transferéncia nuclear com células sométicas (TNCS, chamada também de
clonagem animal) geneticamente modificadas tem sido a metodologia de escolha
(Keefer 2015).

Os vetores para entrega génica em células soméaticas tém como objetivo
a alteracdo génica. No entanto, as técnicas desenvolvidas para o carregamento de
genes nao téem sido eficientes devido a falhas de transfeccdo e integracao,
tornando um desafio a producdo de vetores seguros e eficazes para a entrega de
genes alvos. Atualmente, novas alternativas surgiram para a entrega eficiente de
DNA exdgeno, como o uso de vetores nao virais, devido sua baixa imunotoxicidade
(RAMAMOORTH & NARVEKAR, 2015).

A utilizacdo de nanotecnologias vem crescendo a cada dia e ganhando
espaco em diversas areas, tais como industria téxtil, eletrdnicos, agricultura,
biomedicina, industria farmacéutica e meio ambiente (TAVARES, 2011; FARIA-
TISCHER e TISCHER, 2012; DURAN e MARCATO, 2013; NEVES, 2013). A
nanotecnologia € considerada como um dos mais importantes avan¢gos nhas
tradicionais areas do conhecimento e constituem um dos principais focos das
atividades de pesquisa, desenvolvimento e inovacdo em todos o0s paises
industrializados (AOUADA, 2009). Neste contexto, materiais na escala nanométrica
podem ser utilizados para o direcionamento de material genético em células
somaticas, gametas e em embrides (BARKALINA et al.,, 2015; HASANZADER et
al.,2016; ZANIBONIA et al., 2016; SILVA et al., 2017; NEAGOE et al., 2012; NUNES
et al., 2010, MUNK et al. 2016).

As nanoparticulas podem ser um método alternativo de modificagédo
genética, uma vez que materiais na escala nanométrica podem ser utilizadas como
ferramentas para o carreamento de DNA exdgeno para dentro de células somaticas,
Assim, a nanotecnologia pode contribuir em diversas areas como na producdo de
animais geneticamente modificados e na terapia genica, entre ouros. O presente

trabalho objetivou sintetizar e avaliar nanoparticulas de quitosana visando a
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producdo de um nanocarreador alternativo de DNA plasmidial portando gene
reporter eGFP (proteina verde fluorescente) em células somaticas.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. TRANSFECCAO DE CELULAS SOMATICAS

Células sométicas podem ser transfectadas e selecionadas durante
cultivo in vitro. Diversas técnicas e com estratégias diferentes estdo disponiveis e
permitem o carreamento do DNA para dentro da célula. Contudo, todos possuem

suas limitacoes.

2.1.1. LIPOFECCAO

A lipofeccao é a técnica que utiliza os lipossomos, capazes de transportar
genes para o interior das células. Lipossomos séo vesiculas coloidais microscopicas,
sua estrutura é formada através da automontagem de lipidios anfifilicos formando
uma bicamada lipidicas concéntricas, intercaladas por um meio aquoso (Figura 1)
(TAN et al.,, 2014a; BALBINO et al.,, 2012). Esse sistema lipossomal podem
encapsular substancias hidrofilicas no compartimento aquoso e substancias
lipofilicas inseridas ou absorvidas na membrana. Por serem biodegradaveis,
biocompativeis e ndo imunogénicos sdo altamente versateis para pesquisa,
terapéutica, aplicacbes alimentares e aplicacdes analiticas (MORAES et al., 2013;
TAN et al., 2013).

H.O, excess

Lipid Planar bilayer Liposome

Figura 1: Representacédo esquematica da estrutura de um lipossoma. Fonte: TORRE & PINHO,2015.



18

Os lipossomas podem ser classificados de acordo com sua composicao e
modo de preparo em unilamelar (Possui apenas uma camada dupla e o tamanho da
vesicula é de 100nm), multilamelar (mais de uma lamela) e multivesicular (mais de
um nudcleo aquoso) (Figura 2). Quanto ao método preparo podem ser definidos
como: REV (vesiculas obtidas por evaporacdo em fase reversa), FPV (vesiculas
obtidas em prensa de French) e EIV (vesiculas obtidas por injecdo de éter)
(BATISTA, et al., 2007).

Multillamelar

0
T ©® Oo @
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Figura 2: Representacéo esquematica de diferentes tipos de lipossomas (a). microspoia eletrénica de
transmissao de lipossomas multilamelares (b), lipossomas unilamelares pequenos (c) e lipossomas
multivesiculares (d). Fonte: TORRE & PINHO, 2015.

Em 1964 os lipossomos foram caracterizados por Bangham & Horne que
observaram através do auxilio do microscépio eletrénico a formacédo de vesiculas
compostas de bicamadas fechadas intercaladas por compartimento de &gua,
caracteristica pela qual faz o lipossomo uma ferramenta para o transporte de
nucleotideos as células (BALBINO et al. 2012).

Os primeiros estudos utilizando o lipossomos foi em 1989 realizados por
Felgner e Ringold que relataram um método de acdo para oS reagentes com
lipossomo, baseado na ligacdo de uma fita de DNA linear em quatro lipossomos.
Esses fusionam com a membrana celular e o DNA é liberado para o citoplasma
(Figura 3). Contudo a técnica apresentava algumas desvantagens e lacunas tais
como o auto custo de lipossomo para formar o complexo, considerar o equilibrio das
cargas lipidicas entre as bicamadas interna e externa e ndo levar em consideragéo
as implicacdes geradas pelas diferencas estruturais entre o DNA linear e o DNA
circular enovelado (GROLL, 2003).
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Figura 3: Mecanismo de transfecc¢éo proposta por FELGNER e RINGOLD (1989).

Para a eficacia da lipofeccdo devem ser considerados algumas
condi¢cbes, tais como a condensacdo de DNA na estrutura do lipoplexo e sua
protecdo contra degradacdo por nucleases intracelulares e extracelulares; adesao
do complexo DNA-lipidio a membrana celular; internalizacdo do lipoplexo via
endocitose; desestabilizagdo da membrana endocitética ou endossémica pelo
lipoplexo; escape do DNA da endocitose compartimento; transporte de DNA para o
ndcleo; dissociacdo do DNA do componente lipidico catibnico e expressao génica
bem sucedida. As interacfes entre o lipossomo catidnicos e o DNA acontece por

ligacBes eletrostaticas devido a diferencas de carga entre eles (DUZGUNE, 2003).

2.1.2. ELETROPORACAO

A eletroporacao consiste em um método fisico baseado na entrega génica
a celula alvo, oriunda de descargas elétricas de alta tencdo necessarias para
introduzir o material genético, seja DNA ou RNA (Acido ribonucleico) (POTTER;
HELLEF,2011). Essa técnica foi estabelecia por Neumam et al. (1982) que ao
utilizarem descargas elétricas de alta voltagens, percebeu a formacédo de poros na
membrana plasmatica das células, onde seria possivel a passagem de
macromoléculas para o citoplasma. Entretanto para que essas macromoléculas
(DNA/RNA) sejam introduzidas nas células sdo necessarias além da permeabilizardo

da membrana, outras condi¢cdes para que isso ocorra. Essas condi¢bes sdao:
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migracdo do DNA/RNA em dire¢do a membrana, interagdo do material genético com
a membrana, entrada no citoplasma, migracao até o nucleo e a passagem através
do envelope nuclear (ROSAZZA et. al, 2011; WU e YUAN, 2011).

A eletroporacdo abrange uma grande variedade de células, incluindo as
células que sdo resistentes a outros métodos de transfeccdo. Podem ser
empregadas para analisar a expressao transitria de genes clonados e também
auxilia na descricdo de linhagens de células que carregam copias ligadas ao gene
de interesse (POTTER; HELLEF,2011).

Apesar de apresentar alta frequéncia de transformacéo e ser considerada
uma técnica simples em comparacdo com as demais técnicas, a eletroporacao
possui algumas desvantagens tais como o alto indice de mortalidade das células, o
tipo e o tamanho das células influenciam nas condi¢cdes da voltagem. Deve- se levar
em consideracdo a concentracdo de células a serem usadas, uma vez que baixas
densidades celulares rendem baixa eficiéncias de transfec¢cdo enquanto que altas
densidades favorecem processos indesejados de fusdo entre as células (NEUMAM
et. al,1982).

2.1.3. TRANSFECCAO POR POLYETHYLEMINE (PEI)

A polietilenoimina, ou PEI, € um polimero catibnico caracteristica pela
qual permite sua ligacdo com o DNA que possui caga negativa formando complexos.
Essa propriedade faz com que a PEI seja utilizada para entrega de DNA no interior
das células sendo considerada um padrdo ouro para transfeccéo in vitro (MOHAN, et
al., 2012). O tipo de célula alvo, o peso molecular, ramificacdes, razdo N/P entre 0s
grupos amina da polietilenimina (N) e os grupos fosfato do acido nucleico (P), e
tamanho do complexo, sdo fatores que influenciam na eficiéncia da PEI (THOMAS,
et al, 2005).

Apés a formacdo do complexo PEI-DNA ocorre a endocitose do complexo
pelas células, dentro das células estes complexos migram para nucleo, onde o DNA
é liberado (Figura 4) (SILVA, 2017).
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Figura 4: Modelo para a incorporacéo de complexos de PEI/DNA por células aderentes. Fonte:
DEMENEIX, BEHR, 2005.

O método PEI apresenta algumas vantagens como a sua baixa
citotoxicidade para grande parte das células. Porém algumas condicbes devem ser
levados em consideracdo para que a PEIl seja realizada de forma obter niveis
satisfatorios de transfeccao, entre elas deve-se estabelecer qual a concentracéo de
PEI é a mais adequada, além de qual o tempo de incubacdo necessario para a este

polimero ultrapassar a membrana citoplasmatica das células (SILVA, 2017).

2.2. MICROINJECAO PRO- NUCLEAR
A microinjecdo pro-nuclear € uma técnica que no principio foi
desenvolvida em camundongos e envolve a introducéo direta de um construto de

DNA dentro do pré nucleo de um odcito fertilizado (Figura 5) (CHRENEK, 2017).
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Figura 5: Técnica de microinjecdo. Fonte: BERTONCINI, 2009.

Para desenvolvimento da técnica geralmente um plasmideo é construido,
no qual um gene ou um cDNA de interesse sdo colocados sob controle de um gene
heter6logo promotor, que sera responsavel pela expressdo do transgene. A
transfeccdo ocorre por meio da microinjecdo desse cassete transgénico dentro do
pro-nucleo de um odcito fertilizado (zigoto). Em seguida, esse DNA exdgeno vai se
integrar de forma aleatéria e geralmente na forma de blocos, podendo conter
multiplas coépias do fragmento de interesse (SOSA et al, 2010). Apés
desenvolvimento desse embrido até a fase de blastocisto, 0 mesmo é transferido
para um animal receptor, gerando possivelmente um animal transgénico. Esse
animal é caracterizado como hemizigoto, pelo fato do DNA exdgeno estar presente
em apenas um dos cromossomos, ndo existindo nenhum alelo correspondente no
cromossomo homologo.

Entre as vantagens, pode-se considerar este método como sendo
simples, porém laborioso, na qual a transfeccdo ocorre de forma mais direta. Além

disso, ndo existe um limite ao certo em relacdo ao tamanho do inserto de DNA a ser
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utilizado na técnica, porém sabe-se que fragmentos maiores integram em menor
quantidade de cépias. E a técnica pode ser aplicada em uma vasta variedade de
espécies, como coelhos (CHRENEK, 2017), vacas (YUM et al, 2016), peixes
(AVSAR-BAN et al, 2013), camundongos (MASHIKO et al, 2013), entre outras.

Em relacdo as desvantagens, como citado anteriormente a técnica é
considerada laboriosa, pois os zigotos devem ser contidos com auxilio de uma
micropipeta e seus pronucleos microinjetados um de cada vez de forma manual ou
automatica (CHRENEK, 2017). Em determinadas espécies, como bovinos e suinos,
0 prondcleo ndo estd visivel, requerendo maiores manipulagcdes. Além disso, €
possivel que o inserto integre-se em um local que ndo permita sua devida
expressado, ou entdo que ele cause alguma mudanca nos processos fisioldgicos do
animal. E possivel também que durante a realizacdo da microinjecio o DNA dos
animais progenitores seja prejudicado, o que implicara em falhas no
desenvolvimento do embrido. Outra limitagdo consiste da impossibilidade de
aplicacao da técnica em estagios mais avancados do desenvolvimento embrionario
e também de ocorrer, ocasionalmente, a integracdo do fragmento em mais de um
local e em mais de uma cOpia, 0 que refletira em um padrao variavel de expressao
do transgene na prole (WAKCHAURE et al, 2015).

Dentro desse contexto, a microinjecdo pro-nuclear apesar de ter a grande
vantagem de poder ser aplicada em diversas espécies ela também conta com uma
baixa taxa de sucesso na producdo de animais transgénicos, em torno de 3 a 5%
(CLARK E WHITELOW, 2003). Outro fator correlacionado que também prejudica a
adocdo e aplicacdo da técnica consiste no requerimento de equipamento de

micromanipulacao.

2.3.CLONAGEM ANIMAL (Transferéncia nuclear com células somética).

Associada a producao in vitro de embrides, a producdo de animais
domésticos transgénicos foi estimulada pelo advento da clonagem animal realizada
com linhagens de células somaticas doadoras de nlcleo modificadas
geneticamente. O primeiro exemplo foi em 1997, com o nascimento de duas ovelhas
clones transgénicas para o fator IX de coagulacdo humano (SCHNIEKE et al., 1997),
nascidas logo apos a ovelha Dolly (WILMUT et al., 1997). O maior beneficio da

técnica € permitir o uso de células que foram adequadamente selecionadas com a
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manipulacdo genética desejada e assim garantir a presenca da constru¢do génica
em toda a prole, evitando a produgcédo de animais quimeras ou portadores de
modificacdes indesejaveis resultantes da insercdo aleatdria do inserto em regides
codificantes do genoma (BRESSAN et al, 2013).

Contudo, a clonagem é considerada uma técnica complexa devido as
diferentes metodologias utilizadas gerando uma ampla variagdo dos resultados no
que diz respeito ao desenvolvimento embrionario in vitro até o pds-nascimento. No
geral a técnica apresenta as seguintes etapas: retirada do nucleo do oécito receptor
denominada enucleacéo, preparacdo e transferéncia do nucleo da célula doadora
para espaco perivitelino, fusdo entre as membranas do odcito e da célula, ativagédo
do complexo reconstruido, cultivo temporario dos embriGes reconstruidos e
transferéncia para a receptora ou armazenagem em nitrogénio liquido (NIEMANN et

al., 2008).
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Figura 6: Etapas da técnica de clonagem. Fonte: TRECENTI & ZAPPA. 2013.

A conversao de células somaticas em um estado de totipoténcia atraves
da reprogramacéo celular é uma importante etapa para o sucesso da clonagem
animal e consequente produgédo de animais clones (LIANG et al., 2018). Contudo
sua eficiencia é baixa devido a problemas como uma falha na reativacdo

transcripcional dos genes embrionarios durante a reprogramacéo celular do nucleo



25

doador somatico (AKAGI et al., 2013; KIM et al., 2012) resultando em baixa taxa de
nascimento e sobrevida nos primeiros meses apo6s nascimento (POWELL et al.,
2004).

A SCNT foi demostrada previamente em anfibios Briggs e King (1952) e
Gurdon et al. (1958), onde permitiu analisar a habilidade do nucleo oocitario em
reprogramar totalmente o ndcleo da célula somética a totipoténcia. Essa técnica
apresenta algumas limitacGes tais como: dilemas sociais em aceitar produtos da
pecuaria clonada e seus descendentes na cadeia alimentar, alto custo do
desenvolvimento da técnica (US $ 15.000 a US $ 20.000 cada) e baixa taxa de
sucesso (MOORE & HASLER, 2017).

2.4. TRANSFERENCIA DE GENES MEDIADA POR CELULAS TRONCO
EMBRIONARIAS
Essa tecnologia foi desenvolvida em torno do ano 1980 com os trabalhos
de GOSSLER et al (1986). As células tronco, sdo células pluripotentes, sendo
caracterizadas por serem indiferenciadas, mantendo a capacidade de se diferenciar
em qualquer tipo de tecido durante o desenvolvimento embrionario. O principio desta
técnica consiste em retirar células da massa celular interna de um blastocisto, que
sdo células ainda indiferenciadas, e introduzir DNA exdégeno de interesse. Em
seguida, essas células sdo reintroduzidas em determinado embrido ainda em
estagio inicial de desenvolvimento para colonizar os tecidos e esse embrido entao é
transferido para o Gtero de um animal receptor que sera responsavel pelo seu
desenvolvimento até o nascimento. O embrido gerado correspondera a um animal
quimera, ou seja, um animal composto por duas populacbes celulares
geneticamente distintas entre elas (LEVINE E GRABEL, 2017). A partir desse animal
quimera, sao realizados cruzamentos para que entdo possa ser obtido um animal
transgénico, e a partir disso a modificacdo genética pode ser propagada como parte
do genoma do animal criando linhagens especificas para a modificacdo de interesse
(Figura 7) (SOSA et al, 2010).
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Figura 7: Transferéncia de genes mediada por células tronco embrionérias: Fonte: EIBE (1998).

Esta metodologia teve uma aplicacdo expressiva na producdo de animais
knockouts, na qual um vetor era construido com o objetivo de permitir a precisa
remocao de um ou diversos énxons de um gene, levando a auséncia de producéo
da proteina final ou de uma producdo ndo funcional da proteina, que foi
especialmente importante em estudos de expressdo génica em processos de
desenvolvimento (WAKCHAURE et al, 2015). Além disso, a técnica também foi
utilizada na modificacdo de genes criando apenas uma Unica mudanca de
nucleotideo, produzindo o animal knockin. (SOSA et al, 2010).

Portanto, algumas das vantagens oferecidas por esta técnica incluem o
uso de gene targetting, possibilitando a insercdo de DNA direcionada a um local
especifico, induzindo a remoc¢édo de um dos genes originais da célula e substitui-lo
por uma outra versao modificada do mesmo gene. Além disso, também €& possivel
detectar as células que incorporaram o transgene ainda nos estagios iniciais, pois 0s
vetores carreiam genes de resisténcia de antibidtico ou sensibilidade, facilitando a
selecdo apenas de células recombinantes (WAKCHAURE et al, 2015). Gene de
resisténcia para neomicina fosfotransferase (neo), fosfotransferase da higromicina
(hph), puromicina Nacetiltransferase (puro) e xantina/guanina fosforribosiltransferase
(gpt) estéo entre os genes mais comumente usados como marcadores (SOSA et al,
2010).

Além disso, pode-se citar também a deteccdo precisa de mutacbes no
gene através da recombinacdo homologa e a maior eficiéncia das células tronco
embrionarias de realizarem esse processo em comparacdo as demais ceélulas
(WAKCHAURE et al, 2015).

Em relacdo as desvantagens, a metodologia apresenta limitacdo de ser

aplicada apenas em pequenos roedores, visto que nenhuma linhagem competente
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de células tronco embrionérias foi descrita para outra espécie de mamifero, mas
ainda sao estudados maneiras de estabelecer linhagens de células de ruminantes a
partir das experiéncias e conhecimentos obtidos através do isolamento e
manutencéo de células humanas (CALIO, 2017).

Em contraste com a técnica de microinjecdo pro-ndclear, em que
diversas cépias de um mesmo fragmento de transgene séo inseridas aleatoriamente
no genoma, nessa técnica o gene de interesse é modificado em seu local original no
cromossomo. Portanto, o nivel de expressdo do gene alvo que foi modificado tera o

mesmo padréo de expressao do gene original.

2.5. TRANSFERENCIA GENICA MEDIADA POR LENTIVIRUS

A metodologia de transferéncia génica em embrides mediada por
retrovirus teve inicio baseada nos achados de JAENISCH em 1976. Os lentivirus
sdo membros da familia Retroviridae, que sao caracterizados pelo uso da
transcriptase reversa viral e integrase para insercao estavel da informacdo genomica
viral no genoma do hospedeiro (SAKUMA et al, 2012).

Existem dois diferentes sistemas de vetores retrovirais: o y-retroviral, que
séo vetores derivados de virus da leucemia murina (MLV) e os vetores Lentivirais
(LV) derivados principalmente do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), sendo
esse 0 mais utilizado hoje pelo fato das particulas Lentivirais serem capazes de
promover a integracdo genémica mesmo em células que ndo estdo se dividindo e
realizam essa infec¢do lentamente, 0 que torna o processo menos citotéxico e de
maior viabilidade para producdo in vitro. Além disso, seu padrdo de integracéo,
diferentemente dos vetores derivados do MLV, tendem a apresentar menor risco em
relacdo a mutacdo no local de insercdo e também sdo capazes de produzir maior
titulo de vetores quando comparado aos MLV (MERTEN et al, 2016).

O HIV tem um genoma de RNA de sentido positivo de cadeia simples de
aproximadamente 9 kb de comprimento que codifica nove proteinas virais. Os trés
maiores janelas de leitura aberta codificam suas trés principais proteinas estruturais:
Gag, Pol e Env. O gene gag codifica proteinas do ndcleo viral. O gene pol codifica
um conjunto de enzimas necessarias para a replicagdo viral e o env codifica a
glicoproteina de superficie viral gp160 (TISCORNIA et al, 2006).

Os vetores Lentivirais originados do HIV utilizados em pesquisa sdo da

terceira geracdo e compostos por quatro plasmideos: um deles composto pelos
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genes gag e pol, responsavel pela formacdo de proteinas estruturais e enzimas
virais, outro expressando o gene rev, que codifica um regulador pés-transcripcional,
outro carreando o gene env codificando a glicoproteina do virus da estomatite
vesicular (VSV-g) do envelope, devido sua estabilidade durante o processamento e
seu grande espectro de transducdo, e um ultimo plasmideo consistindo do cassete
de expressao do transgene, associado a um promotor heterélogo (SAKUMA et al,
2012; MERTEN et al, 2016).

Para aumentar a seguranca, oS vetores de terceira geracdo também
tiveram a regido promotora (U3) de 3’ LTR removida para adicionar a propriedade
SIN (Self inactivating), diminuindo assim o risco de replicagdo de Lentivirais
competentes e diminuindo a interferéncia do promotor (ESCORS E BRECKPOT,
2010).

Entre as vantagens apresentadas pelo trabalho com Lentivirais pode-se
citar a facilidade de execucdo técnica do sistema, assim como a ocorréncia da
integracdo gendmica (KAESTNER et al, 2015), o que permite a propagacao do
transgene de forma estavel para as geracfes subsequentes por longo periodo e com
uma expressdo constante, como j& foi observado no trabalho de
CHANDRASHEKRAN et al (2014) em que foi demonstrada a expresséo da proteina
GFP em uma gama de tecidos murinos por até trés geracdes. Além disso, o sistema
de transfeccdo mediada por lentivirus também apresenta a vantagem para trabalhar
com células eucaridticas, visto que o mecanismo de infeccdo é lento trazendo menor
toxicidade para as células, e também com a nova engenharia utilizada na terceira
geracdo de vetores garante a menor probabilidade de recombinacao genética entre
0s vetores, aumentando maior seguranca durante a sua manipulacao e aplicacéo.

Ja em relacdo as desvantagens do sistema, a principal limitacdo envolve
o tamanho limitado do transgene utilizado para insercdo, sendo mais indicado
trabalhar com tamanhos de até 10kb (CLARK E WHITELOW, 2003; SOSA et al,
2010). O tamanho utilizado geralmente é inversamente proporcional a quantidade de
transgenes integrados. Outro fator pertinente consiste no fato que a insercao do
transgene possa ocorrer apenas em uma parte das células ou tecidos e também a
expressdo do material genético possa sofrer interferéncia das sequéncias virais
(WAKCHAURE et al, 2015).
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2.6.NANOTECNOLOGIA

Um dos principais eixos inseridos recentemente nas atividades de
pesquisa € o0 uso das nanotecnologias, sendo considera uma promessa para 0
século XXI com aplicagbes na industria de cosméticos, eletrbnicos, farmacéutica,
médica, agronegocio, despoluicdo ambiental e outras (AOUADA, 2009). Na
nanotecnologia os materiais utilizados apresentam escalas manométricas de 1 a 100
nandémetros, que é considerado o mesmo que um bilionésimo de metro, ou seja, 10-
9 m (Figura 8) (NEVES, 2013). No entanto, na &rea farmacéutica e biomédica

particulas de até 100nm séo considerados nanomateriais (WONG et al, 2017).
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Figura 8: Escala manométrica. Fonte WONG et al, 2017.

O termo nanotecnologia surgiu em meados de 1974 essa palavra vem do
grego onde nano significa ando fundido com tecnologia. Apesar de estar em seu
estagio embrionario vem sendo muito utilizadas por empresas e em pesquisas como
mencionado anteriormente (LIMA, 2014).

A nanotecnologia envolve a participagdo de varias areas, sendo assim
considerada multidisciplinar abrangendo profissionais como fisicos quimicos,
engenheiros e farmacéuticos (HAMIDI; AZADI; RAFIEI, 2008). Com a

nanotecnologia surge um novo nivel de dominio da matéria, 0 que permite criar
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novas estruturas organizadas a partir da escala molecular, dotadas de novas
propriedades fisico-quimicas (GALEMBECK; RIPPEL, 2004).

Recentemente paises como os Estados Unidos, seguidos da Alemanha e
Japdo tem investido grandes quantias em dinheiro no desenvolvimento de
nanotecnologia com o intuito de fabricar novos materiais e desenvolver novos
produtos e processos baseados na crescente capacidade tecnolégica moderna de
manipulacdo atémica e molecular, com destaque para o Japao e os Estados Unidos
como lideres no ranking dos investimentos. (PASCHOALINO et al., 2010; NOVAES,
2016).

2.6.1. NANOPARTICULAS POLIMERICAS

Biopolimeros € o nome dado aos polimeros usados como biomateriais e
podem ser de origem natural ou sintética, biodegradaveis ou néo. Eles possuem
caracteristicas especificas para aplicacbes in vivo, sendo compativeis com a
diversidade e complexidade destes ambientes. Biopolimeros por serem biomateriais,
tém funcdo de interagir com sistemas bioldgicos para permitir avaliacao, tratamento,
aumento ou substituicdo de orgaos ou funcdes do corpo (GHORMADE et al.,2011;
TIAN et al., 2011).

As nanoparticulas poliméricas podem ser classificadas em nanocapsulas
ou nanoesferas (Figura 9). Elas se diferenciam quanto a sua composicdo e
organizacao estrutural. As nanocapsulas sao definidos como sistemas reservatorios,
possuem um involucro polimérico disposto em volta de um nucleo oleoso, sendo
possivel a identificacdo de um nucleo diferenciado, que pode ser sélido ou liquido
(COSTA, 2013) As nanoesferas, ndo apresentam 6leo em sua composi¢cao, e sua

matriz € mais homogénea, sistema matricial, onde ndo & possivel identificar um
nucleo diferenciado (AZEVEDO, 2003; AOUADA, 2009).

Matriz Polimérica

/ Parsdle Polimérica Nucleo clecso

NANOESFERAS NANOCAPSULAS

Figura 9: Diferencas entre nanoesferas e nanocapsulas. (AOUADA, 2009).
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Para fins de careadores de moléculas bioativas a utilizacdo de
nanoparticulas oferece diversas vantagens tais como: protecdo do elemento que
esta sendo carregado, direcionamento a sitios especificos, estabilidade fisica e
biolégica suficiente para reter o elemento e promover a liberacdo controlada, boa
tolerabilidade dos componentes, simplicidade do processo de formulacdo e
possibilidade do escalonamento do processo (CERIZE,2012; ASAI, 2012). Devido a
reduzida solubilidade e biodisponibilidade cerca de 40% das moléculas
farmacologicamente ativas descobertas ndao séo aproveitadas. Para solucionar esse
problema sao utilizados carreadores micrométricos e nanomeétricos, capazes de
modularem a liberacdo com alto grau de reprodutibilidade, sendo uma altenativa
altamente eficaz (VILLANOVA et al., 2010). Na area farmacéutica e biomédica, para
que seja considerada uma nanoparticula o tamanho da mesma tem que ser menor
que 1um (STAMFORD-ARNAUD, 2012).

Nanocarrecadores sdo nanoestruturas associadas ou envolta a uma
substéancia ativa (nanomedicamento) que possuem diametro entre 10 e 800 nm e
sdo capazes de transportar e direcionar este nanomedicamento a um alvo especifico
do organismo no qual deve agir, executando uma liberacdo controlada. Esses
nanocarreagores podem ser formado por: nanoparticulas metalicas; nanoparticulas
de ceramica, micelas; vesiculas; lipossomos; dendrimeros, nanoparticulas virais,
conjugados farmaco-polimero; conjugado proteina-polimero, nanotubos de carbono,
entre outros (VILLANOVA et al., 2010; CERIZE, 2012).

As NPs poliméricas podem ser obtidas através da sintese de polimeros
sintéticos ou naturais. Os poliacrinatos e policaprolactona (PCL) sao ditos como
polimeros sinteticos, jA a gelatina, albumina e a quitosana sdo considerados
polimeros naturais (AOUADA, 2009).

Entre as NPs poliméricas, a quitosana € um material que vem se
destacando e sendo muito utilizada (DAMIAN et al., 2005; BRUNEL et al., 2009;
JONASSEN et al., 2012; BERILLO et al., 2014). Uma grande variedade de métodos
de sintese e aplicacbes de nanoparticulas de quitosana é encontrada na literatura
sendo a mais utilizada a tecnica de gelatilizag&o ionotropica ( BORGES et al.,2007;
AJUN et al.,2009; DU et al., 2009).
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2.6.2. QUITOSANA

A quitosana é um polissacarideo natural formada por unidades de N-
acetil-D-glicosamina e D-glicosamina, unidas por ligagbes B-1,4, formando uma
longa cadeia linear (CASETTARI et al., 2012; NEVES, 2013; GANGULY et al.,
2014), é obtida através da desacetilagdo da quitina,por isso suas estruturas sdo bem
semelhantes (Figura 10). Para o processo de desacetilacdo da quitina muitas
reacdes consecutivas sdo necessarias, por isso, a sua completa desacetilizacdo é
pouco frequente. Por isso, a quitosana possui em torno de 50-60% de grau de
desacetilagdo. A diferenciacdo ente a quitina e a quitosana € fornecida pela
solubilidade, j4 que a quitosana é soluvel em solu¢des aquosas diluidas de varios
acidos (acido acético e cloridrico sdo os mais empregados).E a quitina apresenta
uma limitada solubilidade (CAMPANA-FILHO et al.,, 2007). Esse processo de
desacetilagdo pode ser realizado através de processos quimicos ou microbiolégicos

(utilizando enzimas especificas ou microorganismos) (BLANCO, 2015).

CH3 CH3
o o
. CH,0H NH CH,0H NH
R} o HO— — 0 HO o
HO- o 0 Ho o o
NH CH,0H NH, CH,0H
o
CH3 Quitina
Desacetilagao
alcalina ou
enzimatica
Y CHa
$o
. CH40H NH, CH;0 NH
.0 o HO a0 HO o
HO o O Ho o/ — &
NH, CH,0H Hj CH,0H
Quitosana

Figura 10: Desacetilagdo da quitina formac¢éo da quitosana. Fonte: OLIVEIRA JUNIOR, 2006.

A quitina é o polissacarideo mais abundante e largamente distribuido na
natureza, (CANELLA; GARCIA, 2001), e é encontrada no exoesqueleto dos
crustaceos, insetos, artropodes e na parede celular de fungos especialmente nas
espécies do género Mucor (DAMIAN; BEIRAO; TEIXEIRA, 2005). A quitosana e a
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quitina por possuirem caracteristica atoxicas, biodegradaveis, biocompativeis e por
serem produzidos por fontes naturais renovaveis chamam a atencdo dos
pesquisadores, com isso suas propriedades vém sendo exploradas em aplicacdes
industriais e tecnoldgicas ha quase 70 anos (AOUADA,2009).

A quitosana possui algumas propriedades que podem variar amplamente,
tais como: pureza, viscosidade, grau de desacetilacdo, peso molecular e estrutura
polimorfa devido as diversas variaveis de processamento, entre elas, temperatura,
tempo de reacdo e composicdo dos reagentes, influenciando as caracteristicas do
produto final. Preparagdes comerciais de quitosana tém valores com peso molecular
entre 10 a 4 e 10 a 5 Dalton (KUMAR, 2000).

O grau de desacetilacdo é uma das caracteristicas mais importantes da
quitosana. Ele determina o conteddo de grupos aminicos livres no polissacarideo
diferenciando-o da quitina e influenciando principalmente a sua solubilidade.
Comercialmente as quitosanas disponiveis tem uma média peso molecular variando
entre 3800 e 20.000 daltons e 66% a 95% deacetiladas. (AGNIHOTRI,
MALLIKARJUNA; AMINABHAVI, 2004). Para conhecer o teor de grupos N-
desacetilados e, consequentemente, de grupos -NH2 presentes na cadeia polimérica
das amostras de quitosana € necessario determinar as propriedades deste
polissacarideo que esta fortemente relacionado com este parametro. A medida que
a reacao de desacetilacdo, os grupamentos acetamido (-NHCOCH3) da quitona séo
transformados, em graus variados, em grupos amino (NH2), dando origem a
quitosana. (GOY, 2004).

A caracterizacdo do grau de desacetilacdo é fundamental j& que permite o
uso do biomaterial nas suas varias formas de aplicacdes como microparticulas, géis,
membranas e como veiculo de liberacdo de farmacos (LARANJEIRA; 2009).
Algumas técnicas podem ser utilizadas para medir o grau de desacetilacdo da
quitosana, tais como: titulacdo condutométrica e potenciométrica (LAUS et al.,
2010), analise elementar (ANTONINO, 2007), espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (RMN 1H) e de carbono (RMN 13C) (GARCIA et
al., 2008), espectroscopia de absor¢céo na regido do infravermelho (ROSA, 2009),
cromatografia gasosa (DAMIAN et al., 2005), cromatografia de permeacao em gel,
titulacdo potenciométrica (OLIVEIRA JUNIOR, 2006), entre outras.
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Desmineralizacdo em solugédo de HCI

Desproteinizagdo em solugédo de NaOH
Despigmentagdo por branqueamento
QUITINA

Desacetilagao em solugdo de NaOH (40-50%) a quente

|

QUITOSANA

Figura 11: Esquema da obtencéo de quitina e quitosana. Fonte: AOUADA, 2009.

Para realizar a caracterizagdo da massa molar da quitosana alguns
métodos podem ser empregados como cromatografia de permeacdo em gel
(METHACANON et al., 2003), cromatografia de excluséo por tamanho (NGUYEN et
al., 2009) e viscosimetria capilar (CANELLA e GARCIA, 2001). Sendo esta ultima,
uma das técnicas mais empregadas para determinar a massa molar de polimeros
em solug@es diluidas, pelo fato de ser uma tecnica que ndo exige uma aparelhagem
complexa e de alto custo. Esses parametros como o grau de desacetilacdo e o0 peso
molecular influenciam na formacdo do complexo quitosana/DNA (KOPING-
HOGGARD et al., 2004).

A quitosana apresenta propriedades biol6gicas que possibilitam sua
aplicacao nas areas médicas e farmacéutica como pode ser visto na tabela 1 (XIA et
al., 2010).



Tabela 1: Aplicacdes biomédicas da quitosana.

Campo Aplicacéo
Agente antimicrobiano e conservante;
Alimenticio Aceleracao da absorcao de Calcio e Ferro;

Fibra dietética;

Reducéo do colesterol

Farmacéutico e
Medicinal

Efeito protetor contra infec¢des bacterianas;

Estimulador do Sistema Imune;

Antitumoral;

Carreador de drogas e DNA;

Aceleracao da cicatrizagao;

Pele artificial;

Cosmeético;

Suturas cirurgicas;

Inibidor de placa dentéria;

Antioxidante

2.6.3. GELIFICACAO IONICA
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A quitosana apresenta habilidade de formar sais na presenca de acidos

fazendo com que ela seja reativa e soluvel (CAMPOS et al. 2004), podendo assim

gelatinizar em contato com polianions especificos, (QI et al, 2004; QI et al, 2005; DU
et al,2008; DU et al, 2009; DUDHANI e KOSARAJU et al, 2010). Devido a sua

simplicidade a tecnica de gelatinizagdo ionotropica vem sendo muito utilizadas na

producdo de nanoparticilas.

O processo consiste na adicdo dos componentes em temperatura

ambiente nas diferentes fases. Neste contexto tratase de uma fase alcalina (pH 7-9)

contendo tripolifosfato (TPP) que € adicionada lentamente em uma fase acida (pH 4-

6) contendo quitosana. As NPs sdo formadas espontaneamente apés a mistura das

duas fases através de ligagdes inter e intramoleculares formadas entre os fosfatos

do TPP e os grupos amino da quitosana (Figura 12 e 13) (AOUADA, 2009).
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Gelatinizacao

Tripolifosfato

uitosana I6nica :

G de sodio - TPP

Componente carregado Componente carregado
positivamente negativamente

Polianion
Reticulacao ionica

|

Coagulacao
Sistemas coloidais estaveis

Figura 12: Processo geral de gelificacéo ibnica. Fonte: LIMA, 2013
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Figura 13: Processo de Gelificacdo ibnica da quitosana com tripolifosfato de sodio. Fonte: NEVES,
2013

O TPP tem a capacidade de formar géis com a interagdo de suas cargas
negativas e a dos grupos aminos da quitosana (Figura 14) e por se um polieletrélito
atoxico é usado para a formacdo da NPs. A densidade de carga da quitosana e do
TPP podem ser utilizadas para controlar esta interacdo, a qual depende

principalmente, do pH da solugéo (BERGER et al., 2004).
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Figura 14: Interacdo entre as cargas negativas do TPP e a dos grupos aminos da quitosana. Fonte:
BERGER et al., 2004

O método de gelificacdo ibnica apresentam vantagens para a obtencéo
de NPs, tais como: obtencdo espontanéa das nanoparticulas sob condicbes de
controle amenas que nao envolvem altas temperaturas, utilizacdo de solventes
organicos ou técnicas de sonicacdo e os componentes utilizados séo de baixo custo
e de facil acesso (CALVO et al., 1997).

A manipulacéoe o controle da formacédo de NPs de quitosana-TPP de alto
rendimento com tamanho nanométrico e densidade de carga predeterminada, pode
ser obtida através da variacdo das condi¢cdes do processo como concentracdo de
quitosana, razdo em massa de quitosana e TPP e valores de pH (AOUADA, 2009).

3.6.4. CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

3.6.4.1. ESPALHAMENTO DE LUZ DINAMICO (DLS)

O espalhamento dinamico de luz (DLS), é uma tecnica baseada no
movimento Browniano e no efeito Doppler induzido por um feixe de laser, que
permite determinar o tamanho, distribuicdo de tamanho e forma das particulas em

suspensao (BABICK, et. al, 2012; LIU, et. al, 2015). Um laser monocromatico inside
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sobre uma suspensao de particulas em movimento browniano, isso faz com que as
particulas figuem exitadas criando uma mudanca Doppler (diferenca da luz difusa
com a luz néo difundida), fornecendo informacdes sobre o tamanho, a distribuicéo, a
forma e a estrutura das particulas. O movimento browniano € inversamente
proporcional ao tamanho da paticula, quanto maior o didmetro da particula menor
sera 0 movimento browniano (CUMMINS,KNABLE,YEH,1964; WEBER e
SCHWEIGER, 1998).

O Potencial Zeta estéa relacionado com as cargas presentes na superficie
das particulas denominado potencial elétrico, sendo calculado pela medida do
potencial elétrico aplicado na superficie de cisalhamento. Essa superficie esta
relacionada ao fato de que quando as particulas estdo em um meio aquoso
possuem uma caga superficial que forma uma camada diferente do meio
dispersante, e ao se movimentarem (movimento browniano) os ions préximos a sua
superficie dentro do limite da camada se movem juntamente com a particula.
Contudo, os ions gue estédo fora dessa camada nao irdo se mover com a particula,
originando a denominada superficie de plano hidrodinamico de cisalhamento
(MORAES, 2009; PAPINI, 2003) (Figura 15).
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Figura 15: Potencial Zeta. Fonte: Zeta Potential Overview, da empresa Brookhaven Instruments
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3.6.4.2. MICROSCOPIA DE FORGA ATOMICA (AFM)

O Microscopio de Forca Atdbmica surgiu para suprir as barreiras do
microscopios de varredura por sonda (STM) quanto a condutividade das amostras
gue podem ser analisadas. A Microscopia de Forca Atdmica tem como principio
fornecer imagens de pequenas areas, da ordem de 5 nm2 mostrando-se apenas 40
ou 50 atomos, ou ainda, imagens com 100 pum2 ou maiores podem ser medidas,
mostrando-se as formas de duzias de células vivas ao mesmo tempo, é possivel
estudar também todo o tipo de material isolante, jA que este ndo utiliza corrente de
tunelamento, mas forcas de interacdo atbmica, para produzir imagens microscépios
de varredura por sonda (PINTO et al.,2013).

AFM é uma técnica que apresenta diversas vantagens tais como: alta
resolucdo, imagens em 3 dimensdes, sem a utilizacdo de material condutor para
recobrir a amostra, facil preparacdo da amostra, possibilita a quantificacéo direta da
rugosidade da amostra, permite a medida da espessura de filmes ultrafinos sobre
substratos e andlise por fractal. E possivel fazer imagens da superficie imersa em
liquidos etc. Para a determinacdo e fornecimento novos materiais essas vantagens
que a AFM séo extremamente importantes para areas como a Ciéncia dos Materiais
e a Engenharia dos Materiais entre outras (NUNES,2017).

A técnica da AFM consiste na aproximacdo da ponta sobre a amostra (a
uma distancia da ordem de alguns angstroms), ocorre a interacdo primeiro atomos
da ponta com os atomos que compde a superficie da amostra. Durante a varredura,
a haste sofre deflexdes por causa da interacdo atdmica, desviando o laser que
incide sobre ele (Figura 16). O laser é detectado por um fotodiodo que envia essas
informacBes de desvio da haste para o controle de realimentacdo que ajusta a
posicdo da amostra (e/ou da ponteira) e para o computador onde é construida a
topografia digitalizada da superficie da amostra (HAUGSTAD, 2012).
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Figura 16: llustracéo principio do funcionamento do AFM. Fonte: HAUGSTAD, 2012.

3.6.5. NANOTOXIDADE

A nanotoxicologia € um ramo emergente da nanotecnologia e da
toxicologia, conhecida como a ciéncia que estuda os efeitos de nanomaterais em
organismos vivos, e a elucidacdo da relacdo entre as propriedades fisico-quimicas
(como o tamanho, a forma, o revestimento, a composicdo e a agregacdo) de
nanoparticulas e a sua toxicidade (FISCHER; CHAN, 2007).

O aumento do uso de NPs para aplicacdes industriais e biomédicas, bem
como em produtos de consumo, resultou em sérias preocupacfes quanto a sua
seguranca para salde humana e meio ambiente. Como ha a possibilidade das NPs
penetrarem em tecidos, células e organelas, devido ao seu tamanho reduzido, este
materiais podem causar causar efeitos indesejaveis na saude. Em particular, os
nanomateriais podem afetar negativamente as partes suscetiveis da populacéo,
contaminar o meio ambiente, resultando em consequéncias deletérias imprevistas.
Contudo essa interacdo nao € indiscriminada, pois depende das propriedades fisico-
guimicas das NPs bem como da identidade de moléculas funcionais presentes na
sua superficie. Com isso cria-se um grande interesse em compreender 0S
mecanismos que revelam o comportamento e o destino (biodistribuicdo) das NPs
apos introdugdo no organismo humano, para assim desenvolver nanossistemas
adequados para veiculo de farmacos e prevenir potenciais efeitos téxicos (FADEEL,;
BENNETT, 2010).

As NPs podem ser absorvidas pelo corpo através da inalacéo, ingestao
ou através de penetracdo dérmica e as diferencas nas propriedades fisico-quimicas

entre NPs e particulas maiores determinam seu comportamento como aerossol, sua
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biodistribuicdo no corpo apoés a translocacdo do portal de entrada, suas interacfes
celulares e seus efeitos, conforme indicado na Tabela 2 (OBERDORSTER, 2009) .

Tabela 2: Nanoparticulas versus particulas maiores: caracteristicas, biocinética e efeitos (trato
respiratério como portal de entrada). Fonte: OBERDORSTER, 2009

Nanoparticulas (<100 nm)

Particulas maiores (> 500 nm)

Caracteristicas gerais
Ratio: numero / area de superficie por
volume

Aglomeracéo no ar, liquidos

Deposicao no tracto respiratorio

Adsorgdo de proteinas lipidios / in vitro.
Translocacgdo de 6rgdos-alvo secundéarios

Autorizacéo

Mucociliar

ALV. macréfagos
Células epiteliais
Circulagéo linfatica
Circulacdo sanguinea
Neurbnios sensoriais (absor¢cdo  +
transporte)

Adsorgéo de proteinas lipidios/in vivo

Captagéo de/de entrada de célula

Mitocondrias
Nucleo

Efeitos directos (ressalva: quimica e

Alto
Provavel (dependente do
meio: superficie)

trato

Difusao: durante

respiratorio
Sim; importante para
biocinética

Sim

Provavelmente sim
Pobre

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim (caveolae Clatrina labio.
jangadas; difuséo)

Sim

Sim (<40 nm)

Baixo

Menos provavel
Sedimentacéo, impactacéo,
interceptacéo;

ao longo do trato respiratorio.

Menos eficaz

Geralmente ndo (para figado
sob 'sobrecarregado’)

Eficiente

Eficiente

Principalmente sob sobrecarga
Sob sobrecarga

Sob sobrecarga

Nao

Alguns
Principalmente células
fagociticas

Néo

Nao



dose!)

Em 6rgdos-alvo secundarios

No portal de entrada (tracto resp.)
Inflamacéo

Stress oxidativo

Ativacédo de vias de sinalizacdo
Genotoxicidade primaria

Carcinogenicidade

3. OBJETIVOS

3.1.0bjetivo geral

Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Alguns

Sim

Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
N&o

Sim
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Sintetizar e caracterizar NPs de quitosana carreando DNA plasmidial

portando gene reporter GFP como método alternativo de transfeccdo de células

somaticas.

3.2.0bjetivos especificos
. Avaliar a sintese de NPs de quitosana;

. Caracterizar o tamanho e o potencial Zeta das NPs de quitosana;

. Avaliar a complexagdo das moléculas de DNA plasmidial as NPs de quitosana;

. Investigar a capacidade das NPs de quitosana atuarem como carreadores na

transfeccdo de DNA plasmidial em células humanas (HEK293-Human Embryonic

Kidney 293 cells);

. Avaliar a citotoxicidade do nanosistema (DNA plasmidial complexado as NPs

de quitosana), em células HEK 293.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. DENILEAMENTO EXPERIMENTAL

O presente estudo foi realizado na Embrapa Gado de Leite no laboratério

de Reproducdo Animal e no laboratério de Nanotecnologia, constituidos de quatro
etapas principais como mostras a figura 17.

- Caracterizagéo de = Viabilidade
Selecéo do vetor Transfeccdo (HEK
L nanoparticulas —) 293) —) celu!le_a; (az;ll de
ripan

Ensaio de i
e DLS (diametro e E”“:;:::ﬁge' &e
eletroforese em potencial Zeta) (complexacéo)
gel

/ \

Microscopia de Citometria de

fluorescéncia fluxo (expresséo

(expresséo do do GFP)
GFP morfologia)

AFM (morfologia)

Figura 17: Desenho geral dos estudos de transfeccéo génica utilizando nanoparticulas de quitosana
em diferentes modelos biolégicos> HEK 293.

4.2.CLONAGEM E EXTRACAO DE DNA PLASMIDIAL

Primeiramente foram selecionados alguns plasmideos que foram
disponibilizados pelo laboratorio de Reproducdo animal da Embrapa Gado de Leite,
em seguida foram submetidos ao ensaio de eletroforese em gel de agarose
utilizando 2ul do tampao de carregamento (Loading dey, Promega) 1ul do padrao

composto de fragmentos de DNA conhecidos (1kb plus, Invitrogen), 1ul da amostra
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contendo o plasmideo. Os plasmideos utilizados foram os seguintes: PEF-GFP,
PSZ-GREEN, PAC-GFP, PGK-GFP, PCMV-GFP e PLL, 3.7 (Tabela 3).

Tabela 3: Descricdo dos plasmideos utilizados, quanto a seu tamanho, proteina que expressa e
enzima de restricao.

Plasmideo Proteina Enzima de restricdo  Tamanho
PEF-GFP GFP Not | 5051 bp
PSZ-GREEN szGREEN Not | 3330 bp
PAC-GFP GFP Xbal 5400 pb
PGK-GFP GFP Xhol 7486 bp
PCMV-GFP GFP Not 1 4479 bp
PLL 3.7 GFP Not | 7649 bp

A clonagem foi realizada utilizando uma estirpe de E. coli Stbl3 e sua
transformacdo com os plasmideos foram realizadas segundo o método de choque
térmico (FURLANETO, 2006). A eficiéncia da transformacgéo foi avaliada usando o
Kit Invitrogen™ One Shot™ StbI3™, segundo recomendagdes dos fabricantes. As
bactérias foram descongeladas em gelo, em seguida, adicionou-se 5ul (100 ng) do
plasmideo em um frasco contendo a solucdo de bactéria. Apds 30 minutos, a
bactéria foi submetida ao choque-térmico a 42°C por 45 segundos e mantida em
gelo durante 2 minutos. Posteriormente, o meio de transformacéo foi adicionado e as

bactérias foram mantidas a 37°C no shaker por uma hora. Na sequéncia, as
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bactérias foram cultivada sem placas em meio LB &gar (Luria Bertani). As placas
foram incubadas a 37°C overnight. Entdo, uma colbnia isolada foi selecionada e
transferida para o meio LB que foi incubado a 37°C no shaker overnight. Uma
aliquota da bactéria foi congelada a — 80°C e a outra foi usada para a extragdo do
plasmideo.

A extragdo do DNA foi realizado seguindo o protocolo do kit QlAprep®
Spin Maxprep, de acordo com as recomendacdes do fabricante. O sedimento de
DNA obtido foi resuspendido em TE (Tris-EDTA) - ph 8,0, e armazenado em -20°C
até o uso. Foram feitas aliquotas de 1pul para a quantificacdo no Espectrofotdmetro
(Nanodrop).

A andlise da integridade e grau de pureza do plasmideo selecionado, foi
feita através da eletroforese em gel de agarose a 1% (p/v) utilizando o ensaio de

restricdo com a enzima Not 1 (Jene bioscience).

4.3. SINTESE DAS NANOPARTICULAS DE QUITOSANA

As NPs livres foram sintetizadas pelo método de gelificacdo idnica
(CALVO et al., 1997), baseado na interacdo eletrostatica entre grupamentos amino
catibnicos da quitosana (cation NHs+) e os fosfatos do TPP, carregados
negativamente permitindo assim a formacéo de nanoparticulas esféricas (FAN et al.,
2012).

Os materiais e reagentes utilizados foram quitosana de baixo peso
molecular (50.000 — 190.000 Da), com grau de desacetilacdo 75-85% (Sigma-
Aldrich), &cido acético (Sigma-Aldrich) e tripolifosfato de sodio (TPP) (Sigma-
Aldrich).

Primeiramente foi preparado 30 ml de solucdo de quitosana (SIGMA
48869-2509) constituida de 0,062g de quitosana dispersa em 600 pl de acido acético
2% e 29,4ml de agua ultra pura (MiliQ). A quitosana foi solubilizada durante 24 horas
em agitacdo moderada. Apds esse periodo, o pH da solucdo foi ajustado para 4
utilizando-se solucéo estéril de NaOH (5M).

Uma segunda solucao foi preparada com TPP (1 mg/mL) em 15 mL de
agua ultra pura (MilliQ). A solucdo foi mantida em constante agitacdo durante 30

minutos.
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Para a formacdo das NPs, o procedimento foi baseado em manter a
solucdo de quitosana em constante agitacdo magnética durante todo o processo de
gotejamento da solucdo de TPP utilizando uma seringa estéril de 10 mL, acoplada a
haste do agitador magnético a uma distancia de aproximadamente 14 cm. Apos o
gotejamento a solucdo foi mantida sob agitacdo constante por 30 minutos. Houve
variagdo na proporgao de solugdo de quitosana e TPP para encontrar a melhor
relacdo dos reagentes para producao de uma nanoparticula estavel.

Os nanocomplexos contendo NP de quitosana e DNA plasmidial foram
preparados de duas maneiras: (i) Foram utilizados 6 ml da solugéo de quitosana em
constante agitacdo durante o gotejamento simultaneo de 1 ml da solucéo de TPP e
1ml da solucéo de plasmideo. (ii) Foram utilizados 6 ml da solucdo de quitosana em
constante agitacdo durante o gotejamento de 1ml da solucdo de plasmideo. A
solucéo de DNA plasmidial foi preparada diluindo 160 pg do plasmideo em 840 pl de

agua ultrapura.

4.4. CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS E NANOCOMPLEXOS

As NPs livres e os nanocomplexos contendo DNA plasmidial foram
caracterizadas quanto ao tamanho e indice de polidispersdao através de
espectroscopia de espalhamento de luz dindmico (DLS), e potencial Zeta pelo
método de mobilidade eletroforética, com a utilizacdo do equipamento Zetasizer®
(Nano-ZS da Malvern). Foram analisadas amostras diluidas em agua, em DMEM e
DMEM com soro fetal bovino. As leituras foram realizadas em triplicata, no
Laboratério de Nanotecnologia para Saude e Producdo Animal, da Embrapa Gado
de Leite de Juiz de Fora, MG.

A andlise de complexacao dos plasmideos as NPs foi feita pela técnica de
retardo em gel de eletroforese a 1%. Foram preparadas trés amostras: (i) 0,5 pl
(1500 ng/ul) do plasmideo, tampédo de carregamento e agua, (i) 0,7 ul (1500 ng/ul)
do plasmideo, tampdo de carregamento e agua (ii)10 pl (16 pg/8ml)
nanocomplexo. A corrida em gel de eletroforese foi realizada por 2 horas a 80 W.

As imagens do AFM foram gravadas no modo de toque em um Nanosurf
easyScan 2 (Nanosurf Instruments) no ar. As amplitudes de oscilacdo livres do
cantilever foram tipicamente 50 mV para o nano livre ou 90 mV para o nano comp. e

o tamanho de varrimento da sonda de microscopio foi 10x10 pm e 20x20 pm. A



47

resolucédo do AFM foi de 512x512 pixels. O comprimento e o raio da ponta foram de
225 dm e <10 nm, respectivamente. Uma gota da suspensdo de nanoparticulas foi
colocada sobre uma mica. Em seguida, a amostra foi desidratada sob atmosfera de
nitrogénio.

Foram avaliados também a estabilidade dos nanocomplexos por meio de

analises no DLS e gel de agarose durante o 1°, 8°, 16° e 24° dias.

4.5. CULTURA DE CELULAS HEK 293

Foram utilizadas as células de linhagem Hek 293. As células foram
adquiridas do Banco de Células do Laboratério de Reproducdo da Embrapa Gado
de Leite e cultivadas em incubadoras com atmosfera hiumida e com presséao de CO2
de 5%, em garrafas para cultura (T25 cm?) com meio DMEM, suplementado com

2mM L-glutamina, 1% de penicilina e 10% de soro fetal bovino.

4.6.ENSAIOS DE TRANSFECCAO IN VITRO
4.6.1. PRIMEIRO ENSAIO (TRANSFECCAO EM CELULAS HEK 293)

A transfeccdo das células HEK 293 foi realizada em placas de 24 pocos,
com densidade de 2x 108 células por poco contendo 500ul de meio, cada tratamento
estava em duplicata em cada placa.

Os tratamentos tiveram variacdo de tempo de exposicdo das células ao
nanocomplexo (3, 6 e 24 horas), tanto para a utilizacdo de nanoparticulas
sintetizadas com e sem TPP, quanto para a utilizacdo de meio com soro fetal bovino
e sem soro fetal bovino (Figura 18). Foram adicionados 25 pl dos complexos em
cada tratamento nos pocos contendo as células. O controle positivo utilizado foi o
reagente FUGENE HD (Promega). O pH do meio foi aferido antes e depois da
transfeccdo. Apos um periodo de 24 e 28 horas as células foram visualizadas no
microscoépio de fluorescéncia e avaliadas em citbmetro de fluxo utilizando o filtro. As
células transfectadas expressando GFP emitiram fluorescéncia a 509 nm que foram
captadas pelo filtro FL1 (fluorescéncia verde - 530/30 nm) do citbmetro de fluxo. A
porcentagem de células expressando a proteina exégena foram determinadas com o
auxilio do software BD FACS Suite.
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Figura 18: Primeiro ensaio de transfec¢do composto pelos tratamentos variando tempo de 24, 3 e 6
horas, presenca e auséncia de TPP, e de SFB.

4.6.2. SEGUNDO ENSAIO (TRANSFECCAO UTILIZANDO DIFERENTES
TIPOS DE PH EM CELULAS HEK 293).

Primeiramente foi realizado diferentes propor¢des do nanocomplexo com
meio DMEM, mantendo a propor¢gdao de 1 ml dos nanocomplexos e variando a
guantidade de DMEM e em seguida aferiu o pH de cada proporcéo. Posteriormente
foi realizado a transfeccdo em células HEK 293 placas de 6 pocos e foi colocado 1ml
das proporcbes nos diferentes pocos. As células ficaram expostas aos
nanocomplexos durante 3 horas e o meio foi substituido por meio completo sem os
nanocomplexos. Aferiu o pH do meio que retirou dos pocos apds a transfeccao.
Apoés 24h as células foram observadas no microscopio de fluorescéncia.

Um outro estudo foi realizado utilizando PBS com 10% de SFB e os
nanocomplexos nas transec¢cbes. Para ajustar o pH utilizou um sal bésico
encontrado na formulacdo do PBS, fosfato de sddio dibasico (NazHPO4) em uma
concentracdo de 358,14 g/mol. Os tratamentos nesse ensaio foram: 150ul do
nanocomplexos em 3 ml de PBS/SFB sem ajustar o pH (4,7), 150ul do
nanocomplexos em 3 ml de PBS/SFB com pH ajustado para 6, 6,5 e 7 e o controle
positivo utilizado foi o reagente FUGENE HD (Promega). A transfeccao foi realizada
em placas de 24 pocos, com densidade de 2x 10° células por pogco (HEK-293)
contendo 500pl da solugédo de PBS/SFB com os nanocomplexos nos diferentes pH,
cada tratamento estava em duplicata em cada placa. Apds 24h as células foram

analisadas no microscopio de fluorescéncia e no citdbmetro de fluxo. Foram utilizadas



uma 1ml solugcdo PBS/SFP/nanocomplexos para analisar o potencial Zeta nos
diferente pH.
5.6.3. TERCEIRO ENSAIO (TRANSFECCAO UTILIZANDO DIFERENTES PH
EM CELULAS HEK-293).

O terceiro ensaio foi realizado de acordo com o item 3.4.2, porém foi
acrescentado um tratamento em que as NPs de quitosana foram mantidas em pH 6,5
com a concentracdo de nanocomplexos em dobro da utilizadas nos demais
tratamentos (3 ml/ 300 pl), alterando a exposicdo aos nanocomplexos em todos 0s

tratamentos por 24 horas e eliminando o tratamento com pH 6.

5. RESULTADOS

5.1. CLONAGEM E EXTRACAO DE DNA PLASMIDIAL

No teste preliminar para escolha do plasmideo, foram avaliados e
testados 6 plasmideos pelo método de eletroforese em gel de agarose, onde
observou-se que quatro dos plasmideos (PSZ- GREEN, PAC-GFP, PGK-GFP e
PLL3.7) ndo estavam purificado devido presenca de bandas inespecificas (Figura
19). Somente os plasmideos PEF-GFP e PCMV-GFP apresentaram pureza
adequada. Esses plasmideos foram analisado no espectrofotometro (NanoDrop®
ND-1000 UV-Vis) como mostra a tabela 4. O plasmideo selecionado para o presente
estudo foi o PEF-GFP que apresenta o gene que codifica a proteina verde
fluorescente (Green Fluorescent Protein, GFP) sob o controle do promotor EFla
(Figura 20).

Tabela 4: Analise espectrométrica dos plasmideos PEF-GFP e PCMV-GFP.

Plasmideo 260/280 260/230 ng/ul

. ________________________________________________________________________________________________________________________________|]
PEF-GFP 1,91 2,24 613,2
PCMV-GFP 1,90 2,51 410,7
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Figura 19: Ensaio de eletroforese em gel dos plasmideos selecionados para testar a integridade de
cada um deles. Os plasmideos selecionados foram: PSZ-GREEN (1), PAC-GFP(2), PGK-GFP(3), e

PLL, 3.7 (4), PEF-GFP(5) e PCMV-GFP(6).
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Figura 20: Mapa do vetor plasmidial PEF- GFP, usado no estudo.
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Apoés o ensaio com a enzima de restricdo Not 1, verificou-se por meio do
gel de agarose a 1% que o plasmideo apresentou tamanho e pureza adequados

(Figura 21), concluindo que a clonagem foi obtida com sucesso.
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Figura 21: Ensaio de restricdo utilizando a enzima Not 1 para avaliar a integridade do plasmideo PEF-
GFP por ensaio de eletroforese em gel agarose a 1%.

5.2.SINTESE E CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

As NPs sintetizadas foram analisadas quanto a seu diametro médio,
indice de polidispersdo (PDI), potencial Zeta utilizando-se o0 equipamento
Zetasizer®, Nano-ZS da Malvern.

Ao realizar a sintese de NPs de quitosana livres, variou-se as propor¢cdes
de solucdo de quitosana e TPP que foram analisadas quanto ao didmetro médio, o

PDI e o potencial Zeta, pelo DLS, como mostrado pela Tabela 5.
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Tabela 5: Valores de diametro médio, PDI e Potencial Zeta das nanoparticulas de quitosana livres em

diferentes proporc¢des.

Proporcées Diametro (nm) PDI Zeta (mV)
Q: 6ml/ T: 2ml 1247 0,3 28,4
Q: 10ml/ T: 6ml 127,7 0,3 48,4
Q: 12ml/ T: 3ml 130,5 0,4 45,9
Q: 15ml/ T: 3ml 130,6 0,4 46,9
Q: 15ml/ T: 6mL 135,5 0,4 42,9
Q: 15ml/ T: 6ml 117,7 0,4 32,2
Q:15ml/ T: 10ml 313,9 0,4 25,1

Legenda da tabela: Q: solucéo de quitosana (2,06 mg/ml) e T: solucdo de TPP (1 mg/ml) em H20

As NPs de quitosana complexadas com o plasmideo PEF-GFP foram

preparadas utilizando-se somente a solucdo de quitosana e a solugdo contendo o

plasmideo. Foram feitas analises no DLS e obtidos os seguintes resultados

demonstrados na Tabela 6.
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Tabela 6: Valores de diametro médio, PDI e Potencial Zeta das nanoparticulas de

quitosana livres e complexadas com TPP e sem TPP na propor¢éo de 6:1:1.

Amostra Didmetro (nm) PDI Zeta (mV) Proporcdes de
solucdo de
guitosana/ TPP/
plasmideos (ml)
NANO. LIVRE 1427 0,7 28,4 6/2
NANO. COMP C/ 387,2 0,5 9,04 6/1/1
TPP
NANO. COMP. 351,9 0,7 9,04 6/1/1
SITPP
NANO. LIVRE 1247 0,3 28,4 6/2
NANO. COMP. 284,4 0,6 27,5 6/1/1
C/ TPP
NANO. COMP. 369,7 0,5 27,5 6/1/1
SITPP

Legenda da tabela: solucdo de quitosana (2,06 mg/ml), solucdo de TPP (1 mg/ml) e solucédo do

plasmideo (160 pg/ul)

A Tabela 7 mostra o comportamento das NPs complexadas com DNA

plasmidial em meio DMEM com soro e sem soro, quanto ao didametro médio, PDI e

potencial Zeta.
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Tabela 7: Valores de didmetro médio, PDI e Potencial Zeta das nanoparticulas
complexadas em meio DMEM com soro e sem soro.

Amostra Diametro PDI Zeta (mV) Proporcdes Dispersante
(nm) de solucao

de quitosana/

TPP/
plasmideos
(ml)
NANO COMP 828,1 0,5 -1,06 6/1/1 DMEM
C/ITPP
NANO COMP 2036 0,6 -2, 68 6/1/1 DMEM
S/ TPP
NANO COMP 2279 0,2 -3,64 6/1/1 DMEM +
S/TPP SORO
NANO COMP 61,69 0,8 -4,74 6/1/1 DMEM +
C/ TPP SORO

A morfologia das NPs foram avaliadas utilizando o AFM. De acordo com
as Figura 24, pode-se observar que a adicdo do plasmideo ao sistema provocou um
crescimento destas esferas, levando a formacdo de nanoparticulas de quitosana

composta com tamanhos que variaram entre 209 a 329 nm (Figura 22).
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Figura 22: Imagem 3D obtida Microscopia de For¢ca Atdmica das nanoparticulas de quitosana
complexadas com O plasmideo PEF-GFP que provocou um crescimento destas esferas composta
com tamanhos que variam entre 209 a 329 nm.

Na Figura 23 pode-se observar os resultados da complexacdo do DNA as
NPs. Os numeros 1 e 2 representam o plasmideo livre na concentracdo de 0,5ul e
0,7ul respectivamente. E o numero 3 representa a NP de quitosana complexada com
o plasmideo.

Figura 23: Corrida em agarose, avaliagéo da incorporacao de plasmideo a nanoparticula de
quitosana. 1 e 2 representam o plasmideo livre na concentracéo de 1500 ng/ul e o nUmero 3
representa a NP de quitosana complexada com o plasmideo na concentragao de 160 pg/ml.
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A estabilidade das NPs livres e complexadas ao DNA plasmidial foram
estudas através de analises no DLS nos 1°, 8° e 16° dias, como mostra a Tabela 8.

Tabela 8: Ensaio de estabilidade das nanoparticulas, analisadas no DLS.

DIA NOME SIZE PDI ZETA
1 NANO L 150,5 0,6 +39,6
1 NANO C 3317 0,7 +34,4
8 NANO L 160,7 0,6 +39,5
8 NANO C 319,5 0,6 +44,1
16 NANO L 171,6 0,6 +28,7
16 NANO C 267,1 0,7 +19,2

Foram realizadas analises estatistica utilizando o programa GraphPad
Prism 5.0. Ndo houve diferenca significativa quanto ao didmetro médio dos
nanocomplexos entre os dias 1 a 16 (P>0,05; Figura 24) e quanto ao potecial Zeta
houve diferenca significativas entre os dias 1 e 0 16 (P< 0,0014) e tambem entre o
dia 8 e 16 (P< 0,0014) (Figura 25).
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Figura 24: Analise do didmetro média dos nanocomplexos durante os dias 1, 8 e 16. N&o houve
diferenca significativas entre os tratamentos.
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Figura 25: Analise do potencial Zeta dos nanocomplexos durante os dias 1, 8 e 16. Houve diferenca
significativa entre os dias 1/8 e 8/16. Diferencas significativas entre os tratamentos indicados por **
P< 0,0014.

Adicionalmente, foi realizado o ensaio de eletroforese em gel para
avaliacdo da estabilidade dos complexos (Figura 26). Foram utilizados 10 pl de NPs
de quitosana livres, mais 2ul do tampédo de carregamento (1), 10ul (160 pug/ml) do
nanocomplexo mais 2ul do tampdo de carregamento (2) e 10 pl (20 ng/ul) do
plasmidio PEF-GFP. Como observado na figura no poco 2 ndo houve migracdo do
plasmideo pelo gel como no pocgo 3, isso indica que 0o nanocomplexo se manteve

estavel durante os 16 dias de armazenamento..

Figura 26: Ensaio de eletroforese em gel de NPs de quitosana livre (1), nanocomplexos (2) e
plamideo livre (3), para verificar a estabilidade do nanocomplexo nos dia 1°(A), 8° (B) e 16° (C).
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5.3. ENSAIOS DE TRANSFECC}AO IN VITRO
Apds os ensaios pilotos de transfec¢cdo de DNA plasmidial utilizando NP
de quitosana em pH 7,4, as células foram analisados no microscopio de
fluorescéncia e no citbmetro de fluxo. Contudo, néo foi observada a expressao de
GFP.

Nimesh, et al., 2010 descreveu uma taxa de eficiéncia de transfeccdo no
pH 6,5 de 26, 3% e uma taxa menor de eficiéncia no pH 7,1 e 7.4 de 9,2 e 0,2 %
respectivamente. Com base nessa informacédo foi realizado um novo ensaio de
transfeccao testando diferentes propor¢gdes de nanocomplexos/DMEM (Figura 27),
observou-se que houve um baixa expressdo do GFP (Figura 28). Adicionalmente foi

observado alteracdo do pH ap0s a transfeccao (Tabela 9).

o
o
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Figura 27: Ensaio de transfeccao testando diferentes propor¢des de nanocomplexos/DMEM com
diferentes pHs, em células HEK 283.
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Figura 28: Células HEH 293 Transfectadas com nanocomplexos e analisadas no microscépio de
fluorescéncia para analisar a expressédo do GFP nas seguintes proporgdes 1/7 (A, A’), 1/8 (B, B’), 1/9
(C,C),1/10 (D, D’), 1/11 (E, E’) e 1/12 (F, F’), no aumento de 10x.

Tabela 9: Variagdo do pH antes e apds a transfec¢cdo em diferentes propor¢des de hanocomplexos e
DMEM.

Propor¢des nano/DMEM pH ajustado Apos a transfeccgéo
o e =

1/8 6.33 7.33

1/9 6.42 7.48

1/10 6.55 7.55

1/11 6.58 7.64

1/12 6.60 7.68

O ensaio de transfecgdo utilizando PBS/SFB/nanocomplexos foram
analisados no microscopio de fluorescéncia e na citometria de fluxo. Nao foram

observadas células fluorescentes quando analisados no microscopio de
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fluorescéncia, porém utilizando a citometria de fluxo (Figura 29) detectou-se a
expressdo do GFP nas células mantidas no pH de 6,5 por 24 h em contato com 0s

nanocomplexos.
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Figura 29: Influéncia de diferentes pHs na transfeccdo com nanocomplexos em HEK-293. Citograma bidimencional em dot plot de SCC (escala logaritima) X

FSC (escala linear).
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Dentre os grupos com NP, o tratamento com pH 6,5 em que as células
foram mantidas por 24h em contato com 0s nanocomplexos teve maior taxa de
expressdo de GFP (Figura 30). Por outro lado, o tratamento pH4,7 apresentou
menor taxa de expressao quando comparado aos tratamentos pH 6,5 24h e pH 7
(P<0,005). O controle positivo teve maiores taxas de transfeccdo quando

comparados todos os tratamentos (P<0,0001).
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Figura 30: Intensidade de Fluorescéncia (%) nos diferentes tratamentos em funcéo da variagdo do
pH e tempo de exposi¢do aos hanocomplexos. Diferencgas significativas entre os grupos expostos ao
nanocomplexos e ao controle sdo indicados por *** P< 0,0001; ** P< 0,001; *P<0,005.

Foram realizadas andlises do potencial Zeta das NPs nos diferente pHs
no DLS (Figura 31) e notou-se que no menor pH 0s nanocomplexos apresentavam
carga superficial positiva e com o0 aumento do pH a carga superficial apresentava-se

negativa
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Figura 31: Variacdo do potencial Zeta na solu¢do contendo nanocomplexos e PBS/SFB. A medida
qgue o pH aumenta a carga passa a ser negativa.

No terceiro ensaio também ndo foram observadas células fluorescentes
quando analisados no microscopio de fluorescéncia. Corroborando com esses
achados, por meio da técnica de citometria de fluxo detectou-se a expressdo do
GFP (0,97 a 7, 57%). Contudo ndo houve diferenca significativa (P< 0,05) entre os
tratamentos (4,7: 6,5: 6,5*: 7) (Figura 32).
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Figura 32: Intensidade de Fluorescéncia (%) nos diferentes tratamentos em funcéo da variacdo do pH
e diferenca de concentragdo de nanocomplexo (pH6,5*). Diferencas significativas entre os grupos
expostos ao hanocomplexos e ao controle séo indicados por * P<0,05.
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6. DISCUSSAO

A necessidade de buscar novos meios de transfectar células somaticas
ocorre devido ao baixo indice de transfeccdo (MITTERMEYER et al., 2012). Um dos
meios alternativos é a utilizacdo de nanocarreadores como sistema de carreamento
de genes.

As nanoparticulas de quitosana tem sido bastante estudada nos ultimos
tempos devido ao seu baixo custo de producdo o, a abundancia de matéria-prima e
0 aproveitamento dos subprodutos da pesca de crustaceos tornam o processo de
producdo de quitosana ecologicamente interessante e economicamente viavel. Além
disso, as nanoparticulas possuem tamanho reduzido, afinidade por acidos nucleicos
(YADAV et al., 2011; EDSON e KWON, 2016; SANDRESCHI et al., 2016).

O presente estudo identificou uma proporcdo mais adequada de TPP,
DNA plasmidial e quitosana para a producédo de nanocomplexos que proporcionasse
0 uso de nanocomplexos de quitosana como carreadores de vetores de DNA para o
interior de células soméaticas. Assim, esse nanossistema pode ser uma alternativa
aos métodos tradicionais de transfeccéo de células somaticas.

Diversos trabalhos vém utilizando nanoparticulas de quitosana como
carreadores de farmacos e de DNA plasmidial, por ser um polimero altamente
catibnico facilitando assim sua interagdo com o DNA. Kong, et al, 2017,
apresentaram resultados eficazes com a utilizacdo de nanoparticulas de quitosana
conjugada com peptideo e complexada com DNA plasmidial como um carreador
para transfectar astrocitos. Baghdan, et al, 2018, desenvolveram uma nanoparticula
de quitosana complexada com DNA plasmidial e encapsulada em lipossomas, onde
foram observados resultados positivos na transfeccdo em células HEK-293.

As nanoparticulas sintetizadas neste trabalho foram produzidas pelo
método de gelificacdo ibnica, baseado nas interacdes eletrostaticas entre os grupos
amino da quitosana (carregados positivamente), os grupos fosfato do TPP
(carregados negativamente) e os grupos fosfato do DNA plasmidial. A quitosana
apresenta ponto isoelétrico de 6,5, sendo nesse pH insolivel em agua necessitando
de um meio acido para que seja capaz de protonar 0s grupamentos amino,
conferindo assim carga positiva a molécula (AHMED e ALJAEID, 2016).

Alguns fatores como o0 grau de desacetilacdo e peso molecular da
quitosana, pH, interacbes de proteinas, taxa de carga de quitosana para DNA
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(Relacdo DNA/Quitosna), influenciam diretamente no diametro e formagédo das
nanoesferas. Isso ocorre porque quanto menor o valor do pH da solugdo de
quitosana, menor o diametro da particula, jA que as cadeias de quitosana se tornam
lineares e disponibilizam melhor o NH3+ para reticulacdo com o fosfato do TPP e
com o DNA plasmidial (MATTU et al.,, 2013). Adicionalmente, eficiéncia de
transfeccdo também é influenciada pelo meio de cultura, uma vez que a quitosana é
mais protonada em pH acido, promovendo assim a ligacdo ndo apenas ao DNA
carregado negativamente, mas também as células com as superficies carregadas
negativamente (NIMESH, 2010).

Em relacdo ao didmetro médio, o DLS revelou uma variagdo de tamanhos
de acordo com as proporc¢des utilizadas desde nanoparticulas com 117,7 nm a 313,9
nm. Dentre os tratamentos testados, optou-se pela proporcdo de 6/1/1 (quitosana:
TPP: DNA plasmidial) com nanopatrticulas livres variando o diametro médio de 124,7
a 142,7 nm para a realizagdo dos ensaios de transfec¢céo. Esses valores permitem
gue as nanoparticulas apresentem eficiéncia mais elevada na transfeccéo, ja que
NPs menores que 200 nm tendem a ter uma eficiéncia mais elevada na entrega de
material genético para células (WEN FAN et al., 2012). O PDI das nanopatrticulas
variaram de 0,3 a 0,7, indicando a producdo de dispersdes homogénea (abaixo de
0,3) e heterogénea (acima de 0,3) (XU, 2015). O Potencial Zeta variou de +27 a
+28mV, o0 que corrobora com resultados prévios ja que a quitosana € um polimero
cationico (LEBRE, et al., 2015; PANT e NEGI, 2018).

No trabalho realizado por ALEXANDRINO et. al. (2017), os autores
obtiveram NPs pelo método de gelificacdo idbnica variando o tamanho de 461,9 nm a
139,8 nm usando duas concentracdes de quitosana diferentes de 2g/L e 10g/L. O
presente estudo utilizou 0 mesmo método, porém com diferentes concentracdes de
quitosana. Além disso, no presente estudo foram obtidos tamanho menores de NPs
mais indicados para ensaios de transfeccdo celular. Outro estudo realizado por
PILON, et al. (2015) obtiveram NPs de 111,72nm de tamanho, apés variagdo da
concentracéo de acido citrico da solucdo de quitosana de 2,0 para 4,.0 mg mL-1.

O nanocomplexo contendo DNA plasmidial/ TPP/NPs de quitosana
apresentou didmetro variando de 387,2nm e 284,4nm e o nanocomplexo DNA
plasmidial/ NPs de quitosana apresentou diametro variando de 351,9nm e 369,7nm.
Os nanocomplexos apresentaram diametro maior que as nhanoparticulas livres

(diametro das NPs livres 142,7nm e 124,7nm) indicando que o DNA plasmidial foi
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encapsulado pelas nanoparticulas. O PDI variou de 0,5 a 0,7 indicando uma
disperséo heterogénea. O potencial Zeta foi menor (menos positivo) em relagéo as
nanoparticulas livres (28,4mV NPs livres, 9,04 mV NPs complexadas com TPP e
27,5mV NPs complexadas sem TPP). Isso ocorreu, provavelmente, devido a carga
negativa do DNA plasmideo.

Ao realizar os ensaios no DLS das nanoparticulas complexadas no meio
de cultura DMEM, observou-se um aumento no diametro das nanoparticulas,
chegando a apresentar algumas particulas com diametros de 2.036 nm, constituindo
uma solucdo heterogénea, devido o PDI acima de 0,5. Esse aumento pode ser
explicado pela interacdo entre as proteinas séricas negativamente carregadas e as
particulas carregadas positivamente, esse fato também foi relatado no trabalho de
LEBRE, et al, 2016). Em meio de cultura o potencial Zeta apresentou-se negativo,
um fator limitante para a transfeccdo pois, uma das barreiras que o nanocomplexo
tem que enfrentar € a passagem pela membrana plasmatica, que € carregada
negativamente, decorrente da presenca seperficial de glicoproteinas, glicerolfosfatos
e proteoglicanos sulfatados. Devido a isso um nanocomplexo com a carga superficial
negativa tende a ser repelido dificultando assim sua internalizacdo na célula
(PEREIRA et al, 2014; NAMVAR, et al,2015). Por outro lado, NPs carregadas
negativamente podem ser internalizadas ap0s interagdo com sitios catidnicos da
membrana celular (WILHELM et al., 2003).

A imagem de AFM mostrou que a adicdo do plasmideo ao sistema
provocou um crescimento das nanoesferas, levando a formacdo de nanoparticulas
de quitosana composta com tamanhos que variaram entre 209 a 329 nm. Valores
estes que corroboram com o encontrado no DLS, de 331,7 nm.

Andlises de gel de eletroforese demonstraram que os plasmideos livres
migraram mais que aqueles que estavam associados as NPs. O DNA associado aos
agentes transfectantes ficaram retidos nos pocos de gel de agarose, sendo um
indicativo que houve a complexacdo do plasmideo as NPs. A banda mais fraca
observada no poco de DNA/NPs pode ser devido a baixa concentracdo de DNA
plasmidial na amostra devido ao efeito de diluigéo.

O ensaio de estabilidade mostrou que n&o houve diferenga estatistica em
relacdo ao didametro médio das nanoparticulas, contudo houve diferenga estatistica
em relacdo ao potencial Zeta, esse fato pode estar relacionado a diversos fatores,

tais como interacdes com particulas presentes na dispersdo, quebra da cadeia



67

polimérica, aumentando assim a superficie de contato, entre outros. Os resultados
do ensaio de gel de agarose revelou que os nanocomplexos se mantiveram estaveis
apos 16 dias.

No primeiro ensaio de transfeccdo nao foi constatada expressdo do GFP
nas células. Esse fato pode estar relacionado a dois fatores: o primeiro deles € o
potencial Zeta ter apresentado valores negativos quando na presenca do meio de
cultura, dificultando a passagem dos nanocomplexos pela membrana celular devido
a repulsdo eletrostatica. Um outro fator, poderia ser o pH, que segundo NIMESH,
et.al (2010), o pH do meio afeta diretamente na eficiéncia de transfeccao utilizando
nanoparticulas de quitosana. Esse trabalho encontrou uma melhor eficiéncia de
transfeccdo em pH 6,5, contudo nesse pH a viabilidade celular diminuiu em relacéo
ao pH de 7,1. No presente estudo o pH final do meio com os nanocomplexo foi de
7,0.

O segundo ensaio de transfeccéo foi realizado a fim de se ajustar o pH
para o ideal utilizando diferentes proporcdes entre 0s hanocomplexos com 0 meio
DMEM. Contudo, devido a presenca de carbonatos no meio o pH alterou para neutro
influenciando na taxa de transfeccéo, o qual foi menor.

No terceiro ensaio foi utilizado PBS/SFB/nanocomplexos houve uma
melhora na taxa de transfeccdo, percebendo assim que o potencial Zeta, pH e
tempo de exposicdo estdo diretamente relacionados na eficiéncia de transfeccao, ja
gue o tratamento em que as células ficaram exposta por 24 horas apresentaram
uma melhor eficiéncia de transfeccéo em relagcédo aos outros tratamentos.

O quarto ensaio de transfeccdo génica ndo mostrou diferenca significativa
entre os tratamentos, contudo pode-se observar uma tendéncia a uma melhor
expressao do GFP no tratamento utilizando o pH 6,5 com uma concentracdo maior
dos nanocomplexos. Isso pode ser atribuido ao fato do pH acido influencie na
desintegracdo do nanocomplexos e consequente liberagcdo do material genético no
interior das células (PEREIRA, et al., 2014).

O estudo tem como perspectivas investigar diferentes tempos de
exposicao associados a variados valores de pH para utilizagdo de nanocomplexos

de quitosana que promovam a transfeccéo celular sem induzir citotoxicidade.
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7. CONCLUSOES

A partir do método de gelificacdo i6nica utilizando a proporcao de 6/1/1/ de
solucdo de quitosana, TPP e plasmideo foi possivel desenvolver nanocomplexos
com baixo didmetro necessario para aplicagfes de transfeccdo génica. Através do
ensaio de complexagcdo pode-se ter indicios da incorporacdo do plasmideo as NPs
de quitosana.

Em pH neutro os nanocomplexos foram capazes de liberar o material genético
no interior das células, porém a eficiéncia de transfeccao foi baixa.

O potencial Zeta, pH e tempo de exposicdo estdo diretamente relacionados
na eficiéncia de transfeccdo, sendo que o potencial Zeta positivo, o pH 6,5 (acido) e
o tempo de exposicdo maior aumentaram a eficiéncia da transfeccao.

O trabalho colaborou com a padronizacado da sintese de NPs de quitosana
visando aplicacdes em transfeccdo génica, uma vez que diferentes condi¢bes de

transfeccao influenciam na transfeccao.
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