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RESUMO — Um problema recorrente no desenvolvimento de vacinas de DNA e terapia
genética é a baixa eficiéncia de transferéncia génica. Isso ocorre devido as diversas
barreiras fisicas, enziméticas e difusionais que o DNA precisa superar para chegar ao
nucleo da célula. Este trabalho tem por objetivo o desenvolvimento de novos vetores nao-
virais de entrega génica, formados por DNA plasmidial (pDNA), nanoparticulas de ouro
(NPAu) e a proteina protamina na forma de complexos terndrios. NPAu’s foram
primeiramente sintetizadas por reducdo com citrato de sodio apresentando didmetros
entre 21 e 57 nm, e potencial zeta entre -63 e +43 mV, dependendo das condi¢cbes de
sintese. Vetores formados por pDNA:protamina:NPAu foram entdo produzidos e
caracterizados por espalhamento dindmico de luz e potencial zeta, sendo obtidos
complexos com tamanhos entre 111 e 441 nm e potenciais zeta entre -127 e +28 mV,
dependendo das relacGes massicas de cada componente, tamanho das NPAu’s e das
forcas idnicas e pH do tampao utilizados. Em breve essas nanoparticulas serao avaliadas
em suas eficiéncias de transfeccdo de células in vitro.

1. INTRODUCAO

A terapia génica pode ser definida como o processo de tratamento de determinadas doencas
através do transporte de material genético terapéutico para células especificas, suplementando ou
substituindo a expressao de genes defeituosos (Stone, 2010). Nesse contexto, a escolha do carreador
ou vetor que realizara este transporte tem papel fundamental (Khan. 2013), sendo baseada em fatores
como o tipo de doenca que se deseja tratar, o tipo de célula que se deseja atingir e considerando a
necessidade de expressdo do gene de interesse a longo ou curto prazo (Auduoy et al., 2002).

Podemos classificar, de maneira geral, 0s vetores de entrega génica como virais ou ndo-virais.
Vetores virais sdo virus modificados geneticamente de modo a conterem o material genético de
interesse e, através de suas caracteristicas naturais, sdo capazes de realizar o transporte génico de
maneira extremamente eficiente, obtendo assim, elevados niveis de transfeccdo. No entanto, estes
vetores apresentam diversas restricdes, tais como limitada capacidade de carreamento de DNA,
estarem associados ocasionalmente a respostas imunologicas e inflamatorias graves, além de serem
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custosos e complexos de produzir (Wiethoff et Middaugh, 2002). Por outro lado, vetores nao-virais
consistem em todas as outras formas fisicas e quimicas de internalizar o material genético. Mais
significativamente, complexos formados com DNA, gue simulam o comportamento viral (carreadores
artificiais), tem recebido atencdo especial, principalmente devido a sua facilidade de preparo, uso e
maior seguranca, apesar dos baixos niveis de transfeccdo geralmente obtidos. A baixa eficiéncia é
resultado das inUmeras barreiras fisicas, enzimaticas e difusionais encontradas durante o processo de
transporte génico ao nucleo das células. Surge, consequentemente, o desafio de desenvolver
carreadores artificiais que consigam alcancar, ou até mesmo superar a eficiéncia de transfec¢do dos
vetores virais, sendo ndo-imunogénicos e possiveis de preparar em uma escala de uso clinico, de
maneira economicamente viavel (Mastrobattista et al., 2006).

Dentre as indmeras possibilidades para o desenvolvimento de vetores nao-virais, dois
compostos serdo abordados nesse estudo, devido as suas vantagens especificas e que podem ser
combinadas: o uso de nanoparticulas de ouro e da proteina protamina. NPAu’s tém sido intensamente
estudadas devido as suas numerosas funcGes bioldgicas e facil metabolizagdo, representando baixa
citotoxicidade. As nanoparticulas deste material apresentam outras vantagens como boa estabilidade,
alta habilidade de carrear genes, afinidade bioldgica, além de apresentarem caracteristicas protetoras
contra nucleases (Sun et al., 2013, DeLong et al., 2009). J& a protamina € uma proteina catiénica
(ponto isoelétrico em torno de 12), extraida do esperma de salmdo, que apresenta como principal
funcdo a ligacdo, protecdo e condensacdo com o DNA, além de ser conhecida por transportar DNA do
citoplasma para o interior do ndcleo das celulas. Além disso, quando estas duas ferramentas séo
combinadas, a protamina intermedia a ligacdo entre o0 DNA e as NPAu’s e garante a protecdo do
DNA contra nucleases (DeLong et al., 2009). Estes dois compostos, portanto, apresentam
caracteristicas interessantes e que podem ser exploradas para o uso em terapia génica.

Deste modo, o objetivo principal deste trabalho € estudar sistematicamente a formacdo de
vetores ndo-virais formados por nanoparticulas de ouro, protamina e DNA plasmidial especificamente
desenvolvido para fins de entrega génica, bem como a caracterizacdo fisico-quimica destes complexos
formados com diferentes caracteristicas de NPAu’s. Nesse contexto, estd sendo desenvolvido um
estudo sobre a sintese de nanoparticulas de ouro com diferentes tamanho e potencial zeta, que serdo
utilizadas para a formacdo do vetor proposto, permitindo correlacionar suas propriedades fisico-
quimicas com a eficiéncia de entrega génica para celulas cultivadas in vitro.

2. METODOLOGIA

2.1. Sintese das Nanoparticulas de Ouro

As nanoparticulas de ouro foram sintetizadas de acordo com o protocolo proposto por
Turkevich et al. (1951) através da reducdo do ouro por citrato de soédio. De acordo com este método,
95 mL de uma solucédo de 0,267 mM de cloreto de ouro (Il1) trihidratado (HAuCl,.3H,0O) foram
aquecidos até a ebuligdo, a 100 °C, sob vigorosa agitacdo. Ao atingir esta temperatura, adicionou-se 5
mL de uma solucdo de 34 mM de citrato de sddio tribasico dihidratado (ambas as solugdes preparadas
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em agua milli-Q). A reacdo ocorreu por 15 minutos e, ap0s esse periodo, permitiu-se resfriar o ouro
coloidal a temperatura ambiente. O volume da amostra foi completado com &gua de mesma pureza,

para repor o volume de liquido evaporado durante o processo, obtendo-se uma solu¢do com 5 mg de
ouro em 100 mL de agua.

De modo a obter nanoparticulas de ouro com diferentes caracteristicas de tamanho e potencial
zeta, variamos a quantidade de citrato de sodio adicionada. O mesmo volume de 5 mL foi adicionado,
porém de solucdes mais ou menos concentradas do composto em questdo. Foram testadas relagdes
molares de 1:1,3; 1:2,8; 1:3,5; 1:4,0 e 1:13,4, além da citada inicialmente, 1:6,7. Estudamos portanto
o efeito da adicéo de diferentes proporcGes ou razdes molares do agente redutor citrato de sddio sobre
o didmetro hidrodindmico médio (DHM) e carga superficial das NPAu’s, medidos através da técnica
de espalhamento dinamico de luz (Dynamic Light Scattering — DLS) e potencial zeta (PZ), utilizando
0 equipamento Zetasizer ZS90 (Malvern Instruments, EUA).

Para concentrar as nanoparticulas sintetizadas que foram usadas nos complexos ternarios,
aliquotas de 1 mL foram colocadas em tubos Eppendorf e centrifugadas a 10.000g por 45 minutos, a 4
°C. Ao fim deste tempo, cuidadosamente, 800 uL do sobrenadante foram retirados utilizando-se uma
micropipeta. O volume restante foi vortexado de modo a ressupender as nanoparticulas e obter uma
solugéo cinco vezes mais concentrada.

2.2. Purificacdo do DNA Plasmidial

Para a formacdo dos complexos ternarios pDNA-protamina-NPAu, foi utilizado o plasmideo
modelo pVAX1GFP, descrito detalhadamente por Azzoni et al. (2007). O pDNA, de tamanho 3697
pb, foi especificamente desenvolvido para vacinas de DNA e contém um promotor do
citomegalovirus humano (CMV), gene reporter da proteina verde fluorescente (green fluorescent
protein — GFP), gene de resisténcia a Kanamicina e origem de replicacdo procariota pMBL1. A figura 1
esquematiza a composicao do plasmideo:

Spe 1(51)
pUC origin Nde 1(286)
CMV promoter
Hind 11 (713)
BamH 1 (731)
Spe 1(737)
Eco R 1 (754)
pVAXIGFP
Nee 1(762)
3697 bp

GFP

M Bam I (1485)
Xba 1(1491)
BGH polyA signal

Bpu AI(1717)

Kan promoter

Figura 1 — Mapa do plasmideo pVAX1GFP, contendo os diversos elementos genéticos que o compde.
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Bactérias E. Coli (DH5a) previamente transformadas com o plasmideo foram cultivadas em
frascos Erlenmeyer de 2 L, contendo 150 mL de meio LB (Luria-Bertani) e Kanamicina (30 ug/mL)
sob uma agitacdo de 225 rpm e 37 °C overnight. Ap6s o crescimento, o pDNA foi recuperado e
purificado através do kit Illustra plasmidPrep Midi Flow Kit (GE Healthcare). Posteriormente, a
concentracdo, bem como o grau de pureza da solucdo contendo o plasmideo foram determinadas no
espectrofotdbmetro DS-11, DeNovix. A concentracdo obtida foi de 394 ng/uL e a razdo de absorbancia
a 260 nm/280 nm foi de 1,95, evidenciando uma elevada pureza do material genético de interesse.

2.3. Formacao dos Complexos Ternarios pDNA-protamina-NPAu

Para a formacdo e caracterizacdo dos complexos, foram utilizadas, além das soluces de
NPAu’s com diferentes tamanhos de particula, a solucdo de pDNA purificado, e duas solucgdes
previamente preparadas de sulfato de protamina de concentracdo 10 e 1,0 mg/mL, bem como solucao
tampdo Hepes, de concentracdo 40 mM e pH 6,5.

Cinco proporgdes méssicas de pDNA, protamina e NPAu’s, respectivamente, foram escolhidas
para serem utilizadas na formacdo de diferentes complexos ternarios: 1:0:4; 1:0,5:4, 1:5:4; 1:20:4;
1:5:8. Além disso, variando-se as caracteristicas das NPAu’s em paralelo pode-se testar também sua
influéncia na formacdo e caracteristicas de tamanho e potencial zeta dos complexos formados em
diferentes propor¢des massicas.

Para cada complexo, adicionou-se primeiramente a um tubo Eppendorf um volume determinado
de tamp&o de modo que, ao final da adi¢do dos trés componentes, obtivéssemos 50 uL de complexo, o
volume necessario a se obter 1 ug de pDNA e a proporcdo desejada de protamina. Antes de adicionar
as NPAu’s, no entanto, incubavamos o pDNA, a protamina e 0 tampdo por 10 minutos, permitindo
que interagissem. Em seguida, adicionava-se 0 volume necessario para atingir a propor¢do desejada
de ouro e incubava-se por mais 10 minutos. Entdo, 950 uL de &gua ultrapura (milli-Q) era por fim
adicionada e o volume total de 1 mL de complexo era transferido para as cubetas de andlise de
didametro no DLS. Ap0s isso, um novo complexo com as mesmas proporc¢des foi formado atraves do
mesmo método e das mesmas quantidades, desta vez para ser submetido a analise do potencial zeta.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizacao das NPAu’s

No objetivo de nosso estudo, buscamos avaliar e comparar o desempenho de entrega génica de
nanoparticulas ternarias formadas pela complexacdo de pDNA, protamina e ouro (NPAuU’s) no sentido
de correlacionar essa eficiéncia com as caracteristicas das particulas, como tamanho, polidispersidade
e carga. Por esse motivo, logo de inicio buscamos adaptar e desenvolver metodologias de sintese de
NPAu's de forma a podermos testar diferentes tamanhos dessas particulas na formacdo dos
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complexos ternarios.

A Figura 2 ilustra o perfil de didmetros hidrodinamicos médios de NPAu’s obtidos a partir da
adicdo de diferentes proporc6es molares de citrato de sodio adicionado ao cloreto de ouro durante a
reagdo de sintese.
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Figura 2 — Diametro hidrodindmico médio de NPAu’s em funcdo da razdo molar entre cloreto de ouro
(1) e citrato de sodio utilizada nas sinteses. As barras representam o desvio padréo de trés replicatas.

Tanto para os valores maiores como para 0 menor valor de concentracao de citrato de sodio, 0s
didmetros das nanoparticulas metalicas apresentam tendéncia a um maior valor, estando de acordo
com as primeiras observacdes de Turkevich. O citrato, além de agente redutor, apresenta também um
importante papel na estabilidade das particulas. fons citrato rodeiam as NPAu’s, mantendo-as estaveis
e, portanto, a auséncia destes causa aglomeracdo do ouro, apresentando valores de diametro maiores.
Por outro lado, o excesso de citrato de sodio também causa um aumento das nanoparticulas de ouro,
pois, a partir da proporcao 1:6,7 percebe-se uma segunda rota de formacgdo das nanoparticulas. Para
propor¢des menores que esta, durante a sintese, observa-se que a solucdo se torna, num primeiro
momento, azul e, ao final, vermelha. Para propor¢des maiores, no entanto, a solugdo se torna
vermelha sem esta etapa intermediaria. Ocorrem dois mecanismos distintos, portanto: um em que as
particulas nucleiam, se aglomeram e depois se separam (propor¢es menores) e outro que segue a rota
classica de cristalizacdo: nucleacdo e crescimento (propor¢cdes maiores), conforme descrito
previamente por Ji et al., 2007. Sendo assim, obteve-se um valor minimo de diametro hidrodindmico
médio para quantidades mais baixas, porém ndo na menor testada. Na propor¢do molar 1:2,8, obteve-
se 0 menor valor, de 21 nm, enquanto os maiores valores foram na proporcdo de 1:13,4, com 57,3 nm.

Para uma melhor compreensdo dos efeitos da adi¢do de citrato supracitados, deve-se analisar a
Figura 3, que apresenta os valores de potencial zeta de acordo com as razdes molares dos reagentes.
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Figura 2 — Potencial zeta de NPAu’s em fungdo da razdo molar entre cloreto de ouro (I11) e citrato de
sodio utilizada nas sinteses. As barras representam o desvio padréo de trés replicatas.

Como se pode observar, para quantidades baixas de citrato de sodio, hd& um aumento
consideravel no valor do potencial zeta, chegando a valores positivos e, ap6s uma acentuada
diminuicdo (podendo chegar a menos gque -60 mV), uma nova perda de estabilidade, com propor¢6es
molares maiores e valores de potencial zeta mais proximos de zero. Tal efeito é interessante ao
permitir a formacdo de nanoparticulas de ouro de diferentes tamanhos (21 e 57 nm) e potenciais zetas
proximos (-19 e -11 mV), como podemos observar ao sintetizar AuNPs nas proporcdes 1:2,8 e 1:13,4,
respectivamente.

3.2. Caracterizacao dos Complexos Ternarios pDNA:Protamina:NPAu

A partir das caracteristicas obtidas em diferentes sinteses de NPAu’s, utilizamos duas delas para
a formacado e caracterizacdo dos complexos ternarios. Foram escolhidas as nanoparticulas de tamanho
proximo a 20 nm e 60 nm, sintetizadas com as propor¢des 1:2,8 e 1:13,4, respectivamente. Deste
modo, poderiamos analisar o efeito do tamanho das nanoparticulas de ouro sobre os complexos,
mantendo um valor de potencial zeta proximo entre si, negativo. Este potencial zeta é do maior
interesse para os estudos realizados, pois a carga positiva da proteina protamina permitiria uma
melhor mediagéo da formagéo do complexo, atraindo tanto pDNA quanto NPAu’s. As Tabelas 2 e 3
apresentam, respectivamente, o diametro hidrodindmico médio e o potencial zeta de complexos
formados a partir de diferentes propor¢des massicas de pDNA:protamina:NPAu para estes dois tipos
de ouro coloidal escolhidos. Como os valores de didmetro das nanoparticula de ouro apresentaram
leves variagdes de sintese para sintese, os valores exatos para as NPAu’s (DHMypay) utilizadas sdo
apresentados juntamente com a Tabela.
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Tabela 1 — Diametro hidrodinamico médio (DHM) de complexos ternarios formados com diferentes
proporgdes méssicas de pDNA, protamina e NPAu

Proporg&o massica DHMnpay = 26 nm DHMuypay = 70 nm
(pDNA:protamina:NPAu) DHM (nm) DHM (nm)
1:0:4 138+£1,2 111+9,6
1:.0,5:4 182 + 20 158 + 42
1:5:4 441 £51 310+ 101
1:20:4 38577 314 £ 80
1:5:8 354 £43 277 £29

O aumento de tamanho das NPAu’s ocasionou uma diminui¢do no tamanho dos complexos em
todos os casos. Para compreendermos melhor os efeitos das diferentes proporcdes massicas, bem
como das diferentes nanoparticulas de ouro sobre a formacdo dos complexos, deve-se levar em
consideracdo também o potencial zeta destes complexos, apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Potencial zeta (PZ) de complexos ternarios formados com diferentes propor¢des massicas
de pDNA, protamina e NPAu

Proporcio massica DHMppau = 25,9 nm DHMpypau = 70,4 nm
(pPDNA:protamina:NPAu) PZ (mV) PZ (mV)
1:0:4 -123+2,5 -80 £ 8,4
1:.0,5:4 -127 £ 9,3 -23+ 26
1:5:4 +5,8 +23 -46 + 20
1:20:4 +16 £ 13 +11+5,0
1:5:8 -9,3+23 +28 + 23

Apesar dos altos valores de desvio padrdo obtidos em algumas condigdes, observa-se que a
adicdo de protamina em pequenas quantidades, representada pela propor¢éo 1:0,5:4, provoca pouca
alteracdo no tamanho dos complexos ternarios, se comparada aos outros casos. Além disso, esta
mesma variacdo na adicdo de protamina provocou pouca ou praticamente nenhuma (caso da NPAu
menor) mediacdo de ligacdo de NPAu com pDNA, evidenciado pelos valores proximos de potencial
zeta. O aumento da sua proporgao, no entanto, causa dois comportamentos diferentes, dependendo do
tamanho das NPAu’s. Para didmetros maiores da nanoparticula de ouro, o potencial zeta voltou a
diminuir, evidenciando possivelmente que maiores quantidades de ouro se ligaram ao complexo. Um
novo aumento da protamina causa aumento do potencial zeta para os dois casos, demonstrando uma
maior influéncia da proteina do que dos outros dois componentes. Futuramente, pretendemos
aumentar ainda mais a proporcéo massica da protamina no complexo, na busca por particulas menores
(200 — 400 nm) e de alto valor de potencial zeta (20 — 30 mV), mais adequadas para a transfecc¢ao de
celulas em cultura.
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4. CONCLUSOES

Com o0s mecanismos de sintese e as caracteristicas das nanoparticulas de ouro bem
estabelecidos, foi possivel estudar o efeito de NPAu’s com diferentes caracteristicas sobre 0 processo
de formacdo de complexos ternarios formados com protamina e pDNA. Observou-se que, além das
proporgdes, o tamanho das nanoparticulas de ouro também tem uma influéncia caracteristicas do
complexo, assim, nanoparticulas de maior tamanho causam uma diminuicdo no didmetro dos vetores
formados, bem como um aumento no potencial zeta, na maioria das vezes.

As préximas etapas desse estudo envolvem avaliar a eficiéncia de transfeccdo em células de
mamifero dos complexos caracterizados. Através da quantificacdo por citometria de fluxo da
expressao da proteina reporter GFP, contida no pDNA, sera possivel determinar o nivel de
transfeccdo alcancado pelos complexos ternarios formados. Assim, espera-se obter relagcdes que
permitam compreender como essas caracteristicas influenciam no transporte do complexo do exterior
da célula até sua entrada ao nucleo, ajudando na compreensdo desses mecanismos.
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