1- INTRODUCAO

1.1 - Sistemas artificiais para entrega de genes

Atualmente, inimeros sistemas de entrega de genes sdo estudados quanto a sua
especificidade de agdo sobre as células (Zuhorn et al., 2007; Torchilin, 2005). Tais sistemas
baseiam-se em dois modelos bastante conhecidos: vetores virais e ndo virais. Vetores virais,
constituidos por virus e os mais utilizados para transfeccdo génica apresentam alta eficiéncia
de entrega de seu material genético para a célula hospedeira (Zuber et al., 2006) quando
comparados com vetores ndo virais - também conhecidos por vetores inertes (Laporte et al.,
2006; Pack et al., 2005; Safinya, 2001). Porém, o uso repetitivo desses carreadores bioldgicos
ird eventualmente gerar diversos problemas que poderiam ser evitados com o uso dos vetores
inertes, que ndo sdo patogénicos e apresentam baixa toxicidade (Chittimalla et al., 2007;
Medina-Kauwe et al., 2005; Oku et al., 2001). Diversos tipos de moléculas ou particulas
catidnicas capazes de ligar DNA e transporta-lo as células tém sido propostas (Ewert et al.,
2008; Bondi et al., 2007; Roy et al., 2005; Zhang et al., 2004). Dentre elas estdo aquelas
formadas por lipides catidnicos sintéticos em forma de fragmentos de bicamadas ou
lipossomos ou os polieletrdlitos ou polimeros carregados positivamente que servem como
veiculo para a entrega de genes (Petri & Carmona-Ribeiro, 2007).

Vérios estudos descrevem as barreiras extra e intracelulares enfrentadas pelos
complexos vetor-DNA para atingir o nicleo da célula. Estas barreiras envolvem a degradacao
do DNA no plasma, a evasdo do DNA no endossomo e sua estabilidade no citoplasma
(Hoekstra et al., 2007; Ahmad et al., 2005; Wiethoff & Middaugh, 2003; Brown et al., 2001),
uma vez que estes fatores influenciam diretamente a taxa de transfeccdo (Hoekstra et al.,
2007; Rao & Gopal, 2006). De acordo com Rejman et al. (2004) o tamanho dos vetores é de

suma importancia para sua internalizacdo na célula, sendo um pré-requisito para o processo de



endocitose que esta diretamente relacionado com a eficiéncia da transfeccdo. O estudo
concluiu que particulas maiores (> 500 nm de didmetro) levam um tempo maior para alcancar
0 compartimento lisossomal em contraste com as menores (< 200 nm de didmetro). Estas
observacdes sdo importantes para entender porque particulas maiores apresentam uma taxa
maior de tranfeccdo. Embora a internalizacdo das particulas maiores possa ser menor em
comparagdo com as menores, a liberacdo dos genes no citoplasma deve ser muito maior,
devido ao seu prolongado tempo de residéncia neste compartimento, evitando, desta maneira,
a rapida degradacéo lisossomal (Rejman et al., 2004).

Vetores artificiais catibnicos precisam, ainda, de determinacgdo sistematica e detalhada
de seus efeitos in vivo referentes a biocompatibilidade e biodegradabilidade (Mastrobattista et
al., 2006; Pack et al., 2005), para apresentarem seguranca e eficiéncia com baixa toxicidade

na entrega de genes (Agarwal & Mallapragada, 2008).

1.2 - Moléculas anfifilicas e auto-associacéo

Anfifilicos em solucéo aquosa podem se auto-associar originando diferentes estruturas
supramoleculares como as micelas, estruturas do tipo bastdo, bicamadas, vesiculas, fases
hexagonais (invertidas ou ndo), entre outras formas possiveis. Os principais fatores que
determinam a auto-associacdo sdo as forcas de interacdo de van der Waals, o efeito
hidrofébico, as pontes de hidrogénio, as interacGes eletrostaticas e o parametro de
empacotamento critico ou parametro geométrico N (Israelachvili, 1992; Gennis, 1989; Evans

& Wennerstrom, 1994).



onde, v é o volume da porcao hidrofobica da molécula do surfactante; | € o comprimento da

cadeia apolar e ao é a area 6tima da cabega polar.

A Tabela 1 ilustra a associagao entre Ns e os agregados supramoleculares formados. A
medida que o pardmetro geométrico aumenta, as dimensfes da estrutura supramolecular

formada também aumentam.

Tabela 1: Agregados supramoleculares de anfifilicos (Israelachvili, 1992).

Lipidio N, Forma do Estrutura formada
empacotamento
Cone Micela esférica

Lipidios de cadeia simples (surfactantes) com area da
cabeca polar grande: <1/3
SDS e CTAB em baixa concentracéo de sal.
Lipidios de cadeia dupla com &rea de cabeca polar Tronco de cone !3ic_amadz§s
grande, cadeias fluidas: flexiveis, vesiculas

Fosfatidilcolina (lecitina), fosfatidilserina,
fosfatidilglicerol, fosfatidilinositol, acido fosfatidico,
esfingomielina, diexadecilfosfato, sais de
dialquildimetilaménio.

1/2-1

. . ) Cilindro Bicamadas planas
Lipidios de dupla cadeia com area de cabega polar -

pequena, lipidios aniénicos em alta concentracéo
salina, cadeias saturadas rigidas:
Fosfatidiletanolamina, fosfatidil serina | * Ca?*.
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O tamanho e forma do agregado de anfifilico sdo dependentes dos parametros
moleculares (volume da porcdo hidrofobica da molécula, comprimento de cadeia e area da
cabeca polar) e variaveis intensivas (temperatura e forca iénica). O modelo de auto-associacédo
de Israelachvili prevé o agregado Otimo para um determinado conjunto de parametros
moleculares e variaveis intensivas usando um critério de minimizacao de energia livre para o

mondmero no agregado (Israelachvili et al., 1977).

De um ponto de vista termodindmico, a principal forca que dirige a formacéo e
estabilizacdo de agregados de anfifilicos hidratados é o efeito hidrofébico. Essa forca é de

natureza entropica, pois permite uma maior organizacao das moléculas anfifilicas em forma



de agregados, mas as custas de um aumento da entropia da agua (solvente), e é resultado de
uma coer¢do ou de uma compressdo desfavoravel localizada sobre as moléculas de agua ao
empacotarem em torno de um hidrocarboneto nao polar. A energia livre de auto-associacgdo de
surfactantes em solucGes diluidas € constituida de trés termos: i) a contribuicdo hidrofébica
devido as cadeias apolares; ii) o termo de superficie atribuido aos grupos polares; iii) o termo
de empacotamento que requer que o interior hidrofébico do agregado exclua agua (Evans &

Wennerstrém, 1994).

As micelas sdo estruturas altamente dindmicas, e o equilibrio entre mondémero e
agregado é um processo rapido (tempo de meia vida da ordem de microsegundos). A natureza
da dindmica destes agregados também se reflete nas propriedades de movimento dos
monomeros dentro da micela. Eles podem rotacionar ao longo do seu eixo molecular, difundir
lateralmente ao longo da superficie micelar e sofrer movimento segmental (cadeias
alquilicas). Em comparacdo com outros agregados, como bicamadas ou monocamadas, as

micelas sdo menos empacotadas e estaveis.

A formacdo de micelas usualmente € um processo altamente cooperativo e é
caracterizada por mudancas abruptas em uma grande variedade de propriedades das solugdes.
As propriedades mais frequentemente utilizadas para se definir os valores de concentragéo
micelar critica (cmc) séo a tenséo superficial, condutividade e turbidez (ou espalhamento de
luz) (Jones & Chapman, 1995). A Figura 1 mostra um diagrama esquematico de algumas

destas propriedades em funcéo da concentragéo total de surfactante em solugéo.
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Figura 1: Representacdo esquematica da mudanca de algumas propriedades fisicas de solugdes de anfifilicos em
funcdo da sua concentracéo (Caetano, 2001).

As moléculas do anfifilico se adsorvem na interface com o grupo hidrofébico para fora
da &gua e o grupo hidrofilico da solu¢do. Como as forcas de interacdo das moléculas de agua
com o grupo hidrofébico é menor que as interacGes entre as moléculas de agua, a adsor¢do do
anfifilico causa uma reducdo na tensdo superficial da solucdo. O gréfico da tensdo superficial
em funcdo da concentracdo do anfifilico mostra uma queda significativa da tensdo superficial
como apresentado na Figura 1. Apds a formacdo de micelas a concentracdo superficial do
anfifilico se estabiliza assim como a tensdo superficial, permitindo determinar a cmc pelo
ponto de inflexdo das duas semi-retas do grafico de tensdo superficial em funcdo da

concentracdo do anfifilico.

Apesar das micelas serem utilizadas como sistema-modelo para membranas naturais,
os lipossomos sdo considerados como sistemas gque mais se aproximam das membranas,
devido ao fato destas estruturas se organizarem em forma de bicamadas que é, em principio,
semelhante a porcéo lipidica das membranas celulares, nas quais estdo incorporadas as
proteinas (Singer & Nicolson, 1972; New, 1990). Lipossomos podem ser definidos como
vesiculas lipidicas, formadas espontaneamente quando os lipidios estdo dispersos em meio
aquoso, podendo apresentar tamanhos diferentes e ser constituidos por vérias bicamadas
lipidicas (multilamelares) (New, 1990). Os lipossomos sdo caracterizados por sua composi¢do

lipidica, seu didmetro médio e pela heterogeneidade dos tamanhos destes agregados em



solugédo (Gennis, 1989; Santos & Castanho, 2002). A semelhanca entre os lipossomos e as
membranas naturais contribui para que os primeiros sejam empregados para administracéo de
medicamentos, sendo um método vantajoso nas aplicacdes medicinais, pois reduzem as

dosagens a serem utilizadas e diminuem os efeitos alérgicos, toxicos e colaterais das mesmas.

Os lipidios nas bicamadas podem apresentar fases distintas, dependendo da
temperatura. Esta dependéncia esta relacionada com a possibilidade das cadeias dos &cidos
graxos em adotar conformacdes diferentes com o aumento da mesma (New, 1990). Desta
maneira, ao ser atingida uma determinada temperatura, ha a transicdo de uma fase gel ou
solida muito ordenada, para uma fase liquido cristalina onde o grau de liberdade das
moléculas individuais ¢ maior; esta condicao resultante é descrita como sendo fluida (New,
1990). Esta temperatura, caracteristica para cada lipideo, é conhecida como temperatura de
transicdo de fase (Tc), sendo influenciada pelo comprimento da cadeia alifatica, pelo grau de
insaturacdo da mesma ou pela estrutura do grupo polar. O entendimento da transi¢do de fase e
fluidez das membranas é importante na preparacao e exploracdo de lipossomos, desde que o
comportamento de fase da membrana de lipossomos determina propriedades tais como
permeabilidade, fusdo, agregacdo e ligacdo a moléculas, as quais podem afetar a estabilidade
dos lipossomos e seu comportamento em sistemas bioldgicos (Plagemann & Woffendin,
1988). A maioria dos lipidios nas membranas bioldgicas parece estar na fase liquido
cristalina; geralmente os sistemas naturais ndo apresentam transi¢fes de fases bem definidas
como os lipidios puros, sendo, porém, transi¢fes largas que abrangem uma faixa grande de

temperaturas.

Bicamadas fechadas delimitando um compartimento aquoso interno (vesiculas) podem
ser formadas em agua pela auto-associacdo de lipides que também sdo moléculas anfifilicas

(como exemplo, a molécula de fosfatidilcolina, Figura 2).
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Figura 2: Estrutura da fosfatidilcolina, fosfolipide natural capaz de formar bicamadas.

Para anfifilicos formadores de bicamadas, o valor de v/agl deve ser préximo de um,
caracterizando geometrias moleculares aproximadamente cilindricas. Por essa razdo, lipidios
com duas cadeias sdo provaveis formadores de bicamadas, e de fato a maioria deles forma

bicamadas.

A duplicacdo da cadeia também afeta outras propriedades do agregado, tanto estaticas
como dindmicas. Primeiro, aumenta a hidrofobicidade do lipidio, que diminui drasticamente
sua concentracdo micelar critica (cmc). A cmc de lipidios formadores de micelas esta por
volta de 107 a 10 enquanto a de lipidios formadores de bicamadas est4 entre 10° e 10™° M.
Segundo, aumenta o tempo de residéncia, tr, das moléculas dentro do agregado. Para lipidios
formadores de micelas, o tempo de residéncia é aproximadamente 10 s, enquanto que para
lipidios formadores de bicamadas este tempo é de aproximadamente 10* s (Israelachvili,

1992).

Os lipossomos podem ser caracterizados pela sua forma e pelo tamanho, sendo que
este Ultimo varia de acordo com o método de preparacdo empregado. Existem varios métodos
de preparacdo que podem levar a formacao de vesiculas multilamelares e unilamelares (com
diferentes diametros) (New, 1990; Allen et al., 1988; Wu & McConnell, 1975). Como

exemplos tém-se:

e Sonicacdo em banho, que forma vesiculas multilamelares (Kunitake et al., 1977);



e Sonicacdo por tip, que forma vesiculas unilamelares pequenas e/ou fragmentos de
membranas (Mortara et al., 1978; Kano et al., 1979; Pansu et al., 1990; Carmona-

Ribeiro et al., 1991);

e Vaporizacdo cloroférmica, que gera vesiculas unilamelares grandes (Carmona-Ribeiro

& Chaimovich, 1983; Carmona-Ribeiro et al., 1984);

e Injecdo etandlica seguida de didlise para eliminacdo do etanol, que forma vesiculas

unilamelares pequenas (Batzri & Korn, 1973);

¢ Injecdo etérea, que forma vesiculas unilamelares grandes (Deamer & Bangham, 1976).

Em relacdo a preparacdo da dispersdo lipidica, a sonicacdo por tip foi o método
utilizado no presente trabalho para produzir pequenos fragmentos abertos de bicamadas de
DODAB em solucdo aquosa de baixa forca idnica. Estes fragmentos, assim como as vesiculas
que os originaram sdo coloidalmente estaveis devido a repulséo eletrostatica (Pansu et al.,
1990; Carmona-Ribeiro et al., 1991). As principais evidéncias para a existéncia dos
fragmentos foram: i) a auséncia de resposta osmdtica da dispersdo, indicando auséncia de
compartimento aquoso interno (Carmona-Ribeiro et al., 1984); ii) imagem da disperséo obtida
através de microscopia eletronica de transicdo (TEM) (Carmona-Ribeiro et al., 1991); iii)
microscopia eletronica de transmissdo em amostras congeladas ou crio-TEM (Figura 3)
(Hammarstrom et al., 1995; Andersson et al., 1995); iv) espalhamento de luz quase-elastico e
espectroscopia de ressonancia paramagnética eletronica (Pansu et al., 1990; Feitosa & Brown,
1997); v) coexisténcia de fases fluida e solida na bicamada para dispersdes sonicadas de
DODAB atribuindo-se a fase fluida aos arranjos lipidicos na borda dos fragmentos (Cocquyt
et al., 2004); vi) solubilizacdo de drogas hidrofobicas em dispersdes de fragmentos de
bicamada que ndo ocorre nas vesiculas fechadas correspondentes (Vieira & Carmona-Ribeiro,

2001; Pacheco & Carmona-Ribeiro, 2003).



Figura 3: Microscopia eletronica de transmissdo de amostras congeladas (crio-TEM) de fragmentos de DODAB
obtidos por sonicacdo com “tip”. Somente fragmentos de bicamada de DODAB sao encontrados em dispersdo. A
barra no lado direito superior da imagem representa 100 nm de tamanho (Andersson et al., 1995).

1.3 - Brometo de dioctadecildimetilam6nio (DODAB) e sua interacdo com DNA

De um ponto de vista fisico-quimico, a interacdo entre DNA e lipidios ou surfactantes
catidnicos pode ser vista como uma interacdo entre dois polieletrolitos de carga oposta
dirigindo a formacdo de um complexo mantido a custa da formacéo de pares iénicos (Liu &
Lu, 2007; Dias et al., 2002; Barreleiro et al, 2002); estes, por sua vez, sdo conhecidos como
"lipoplexes™ (Wasungu et al., 2006; Davis, 2002; Han et al., 2000) e entregam &cidos
nucleicos as células, ocorrendo posteriormente a endocitose do sistema (Wrobell et al., 1995).
Essa interacdo induz uma mudanca conformacional nas moléculas de DNA caracterizada por
alta cooperatividade envolvendo a transi¢cdo bobina-glébulo para o DNA (Horer & Enache,
1995; Melnikov et al., 1995; Remy et al., 1994). As mudancas conformacionais do DNA
induzidas por agentes cationicos podem ser estudadas por microscopia de fluorescéncia para
avaliar o grau de compactacdo do DNA (Gaweda et al., 2008).

Apesar do avanco quanto a se desvendar alguns aspectos estruturais da interacédo, de
um modo geral, a interacio DNA/anfifilicos catibnicos ainda &€ pouco compreendida.
Particularmente importante € a caracterizagdo do sistema DNA/bicamadas catidnicas dada a

perspectiva de seu uso em transferéncia de genes (Dias et al, 2005).
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Informacdes de relevante importancia sdo aquelas referentes a organizacdo do DNA
nas células. Em relacdo ao DNA eucariotico ele estd enrolado ao redor de nucleoproteinas,
chamadas histonas (1, 2A, 2B, 3 e 4), formando os nucleossomos. O enrolamento do DNA ao
redor do nucleossomo contribui para sua compactacao, diminuindo sua extensdo linear. Um
trecho distendido de 200 pares de bases de DNA teria um comprimento de cerca de 68 nm. O
enrolamento deste DNA ao redor de um octdmero de histonas enovela esse DNA em torno de
particulas protéicas de aproximadamente 10 nm de didmetro. Na cromatina, os nucleossomos
estdo dispostos de modo a formar um solendide com aproximadamente 36 nm de didmetro
com 11 nm de espessura para cada camada de nucleossomos; estando essas camadas
empilhadas umas sobre as outras (Figura 4) (Stryer et al., 2004). Desta forma, DNA com
comprimento da ordem de metros pode ser compactado em um nucleo celular de 10 um de

didmetro médio (Kornberg & Lorch, 1999).

Linker DNA Histones
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Figura 4: Estrutura de um nucleosomo formado pela associacao de nucleoproteinas - histonas (1, 2A, 2B, 3 e 4),
local onde o DNA esté organizado em células eucaridticas (A) e organizacdo dos nucleossomos na cromatina (B)
(Stryer et al., 2004).

Conforme citado anteriormente, a auto-associacao de lipides catidnicos em dispersao

aquosa resulta em estruturas de bicamada fechada ou aberta dependendo do método de
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preparacdo (Carmona-Ribeiro, 1992; Israelachvili, 1992). Os grupos da cabeca polar
localizam-se na superficie das membranas, em contato com o meio externo, enquanto as
cadeias hidrocarbdnicas formam o centro hidrofébico da membrana, que esta protegido da

agua.

Na figura 5, apresenta-se a estrutura quimica do DODAB (A), lipide catiénico que se
autoassocia em dispersdo aquosa como bicamadas catidnicas fechadas (B) ou abertas (C)

dependendo do método de preparacéo.

Figura 5: Estrutura quimica da molécula de DODAB (A), bicamadas fechadas formadas por vortexagdo acima
da Tc em &gua (B) e fragmentos de bicamada obtidos por sonicagdo com tip também acima da Tc (C).

Desde sua introdugdo como um lipide sintético formador de bicamada, 0 DODAB tem
mostrado potencial para diversas aplicagcbes importantes uma vez que interage bem com
biomoléculas importantes de carga oposta como proteinas (Lincopan et al., 2006-a) e acidos
nucléicos (Lincopan et al., 2006-a; Miguel et al., 2003; Kikuchi & Carmona-Ribeiro, 2000;
Behr, 1993) e superficies e particulados negativamente carregados em geral como wafers de
silicio (Pereira et al., 2006), filmes poliméricos (Pereira et al., 2002), silica (Moura &
Carmona-Ribeiro, 2003; Rapuano & Carmona-Ribeiro, 2000; Rapuano & Carmona-Ribeiro,

1997), celulas (Tépias et al., 1994; Carmona-Ribeiro et al., 1997; Campanha et al., 2001) ou
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particulas poliméricas de carga oposta (Pereira et al., 2004; Tsuruta et al., 1995; Carmona-
Ribeiro & Midmore, 1992).

Cérdenas et al. (2005) utilizaram DNA fita simples (ss-DNA) e fita dupla (ds-DNA)
extraido de salmdo para interagir com brometo, cloreto ou fluoreto de cetiltrimetilaménio -
CTAB, CTAC e CTAF (tensoativos semelhantes ao DODAB, mas com apenas uma cadeia
hidrocarbénica) e demonstraram que a estabilidade dos complexos DNA/camada catidnica é
influenciada pela densidade de cargas dos componentes dos arranjos. A molécula de DNA
adsorve sobre superficies hidrofébicas independentemente da conformacdo (fita simples ou
dupla) e do comprimento, provavelmente devido ao ganho entropico com o deslocamento das
moléculas de agua da superficie hidrofobica. Em geral, ss-DNA adsorve em uma extensao
mais ampla do que ds-DNA devido a maior exposi¢do de dominios hidrofébicos e a camada
adsorvida é mais fina do que aquela formada por ds-DNA.

De acordo com Mitrakos & Macdonald (2000), quanto maior a cadeia de nucleotideos,
maior a dificuldade de pareamento com anfifilicos catidnicos e portanto, menor a eficiéncia

de incorporacdo em vesiculas, com menor eficiéncia de transfeccéo génica.

1.4 - Particulas utilizadas para a imobilizacdo de DNA

Inimeros estudos demonstram a utilizacdo de particulas-suporte utilizadas para a
imobilizacdo de biomoléculas, entre elas DNA. A necessidade de deteccdo de uma
determinada sequéncia de DNA tem se tornado cada vez mais necessaria em estudos
genéticos, patologicos, ensaios de seguranca alimentar e muitos outros usos no ambito das

aplicacdes biotecnoldgicas e biomédicas.

Particulas hidrofilicas de silica recobertas por bicamada lipidica (Moura & Carmona-
Ribeiro, 2003; Salay & Carmona-Ribeiro, 1999; Rapuano & Carmona-Ribeiro, 1997) sdo um

Otimo suporte para a imobilizacdo de proteinas. A silica, por ser um material biocompativel,
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também pode ser utilizada como base para a construgédo de vetores inertes usados para terapia
génica (Luo & Saltzman, 2006).

Com o intuito de mimetizar os nucleossomos das células e posteriormente imobilizar
DNA, Zinchenko et al. (2007-a) utilizaram nanoparticulas (NP) catidnicas de varios tamanhos
(10 a 99 nm) formadas por silica recoberta com poli(L-lisina) e a partir destas foi possivel a
interacdo com DNA fita simples do bacteriéfago T4 (T4-DNA). O estudo concluiu que a
maior adsorcdo de DNA ocorre sobre as maiores particulas testadas (99 nm). Ainda neste
contexto, os autores verificaram que o numero de nanoparticulas complexadas por cadeia de
DNA aumenta com o aumento da concentracdo de particulas. Ainda, com o aumento da
densidade numérica de particulas, diminui a quantidade de DNA livre em solucdo. A
quantidade de DNA adsorvida por particula é independente da concentracdo de NP, mas
aumenta significativamente com o aumento do tamanho da particula (Zinchenko et al., 2007-
a).

Alguns estudos avaliaram a seletividade e a eficiéncia de hibridizagdo de DNA fita
simples imobilizado sobre particulas poliméricas (Chiari, 2004). Polimeros catidnicos
representam um bom suporte para imobilizacdo de DNA, ja que o &cido nucléico possui
superficie carregada negativamente e a interacdo se da por atracdo eletrostatica (Fox & Ray,
2006). Modificagdes na superficie polimérica também apresentam uma alternativa para a
construcdo de particulas-suporte (Chiari, 2004). Algumas modificacdes podem incluir tanto
ligacdo covalente a determinadas moléculas organicas (Taira & Yokoyama, 2004) quanto
ligacbes ndo-covalentes capazes de melhorar a interacdo entre DNA e particulas-suporte

(Dong et al., 2007), fornecendo assim diferentes tecnologias para a imobilizacdo de DNA.

A utilizacdo de nanoparticulas magnéticas como materiais carreadores é muito
estudada para a fabricacdo de biosensores, imunoensaios e varias outras aplicacdes

envolvendo a imobilizacdo de enzimas, proteinas, transporte controlado de DNA e transporte
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de drogas anticancerigenas. A sintese quimica e a funcionalizacdo de nanoparticulas
magnéticas e nanoparticulas magnéticas cobertas por ouro tornou possivel a imobilizagdo de
oligonucleotideos derivatizados com biotina (covalentemente ligada ao oligonucleotideo)
sobre estas particulas derivatizadas com estreptavidina (Kouassi & lrudayaraj, 2006). Assim,
nanoparticulas de 6xido de ferro (FesO,) recobertas com ouro (Au) e, a seguir modificadas
conforme descrito anteriormente apresentam excelente biocompatibilidade e estabilidade.
Ainda, nesse mesmo estudo, foram usados outros procedimentos como modificagdes da
superficie recoberta com ouro com grupo amina via silanizagdo com 3-aminopropil trimetoxi
silano (APTMS), quimiossor¢do de &cido L-aspartico (LAA) e a carboxilacdo com acido
mercaptoundecanodico. A imobilizacdo de estreptavidina foi mais eficiente quando as
particulas foram funcionalizadas com &cido L-aspartico, devido a disponibilidade de dois
sitios de ligacdo atraves dos grupos carboxila e amina. Este estudo demonstra, ainda, que a
proporc¢do da hibridizacdo esta diretamente relacionada a extensdo da ligacdo das particulas a
estreptavidina e que particulas magnéticas cobertas por ouro sdo ideais como suportes para
biosensores. O sucesso da imobilizacdo e hibridizacdo destas superficies sdo passos
importantes na avaliacdo da sensibilidade e especificidade da amostra (Kouassi & Irudayaraj,

2006).
1.5 - Interacgdes entre DNA e particulas biomiméticas

A imobilizacdo de DNA sobre particulas biomiméticas € um campo de consideravel
interesse em biotecnologia, apresentando inumeras aplicacdes, entre elas, a fabricacdo de Kits
para hibridizacdo de material genético (Zhang et al., 2008; Nakamura et al., 2004),
diagnostico clinico (Wu et al., 2008; Feaver & Mullenix, 2004), chips de DNA (Cosnier &
Mailley, 2008; Takahashi et al., 2005) e terapia génica (Pack et al., 2005).

Uma promissora alternativa para a construgdo de particulas biomiméticas é a utilizacao

de microesferas poliméricas anidnicas de poliestireno sulfato (PSS) recobertas por bicamadas
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catidnicas (Carmona-Ribeiro & Midmore, 1992). A otimizacdo do processo de recobrimento
do particulado polimérico de PSS com uma bicamada cati6bnica de DODAB, a partir de
fragmentos de bicamada de DODAB (DODAB BF) encontra-se descrita em Pereira et al.,
(2004). Fragmentos de bicamada e microesferas de poliestireno interagem em solucdo para
formar latex recoberto com uma bicamada catidnica. Nesse Gltimo trabalho, demonstrou-se a
importancia da forca idnica para obtencdo de um recobrimento homogéneo de cada particula
polimérica com uma bicamada catidnica atraves de um estudo sistematico de efeito de forca
ibnica sobre tamanho e potencial zeta do particulado em presenca de fragmentos de bicamada
de DODAB obtidos por dispersdo ultra-sonica (Pereira et al., 2004). Primeiramente, 0s
fragmentos adsorvem desordenadamente sobre o latex em decorréncia de dois tipos de
interagdo: 1) interagBes hidrofobicas entre suas bordas hidrofobicas e a superficie também
hidrofébica das particulas poliméricas; 2) atracdo eletrostatica entre as particulas anidnicas e
os fragmentos cationicos (Pereira et al., 2004). Diante dessa situacdo, a adicdo de 1 mM de
NaCl final ocasionou homogeneizagdo do recobrimento sobre o particulado possivelmente via
implementacdo da interacdo hidrofébica entre fragmentos adsorvidos adjacentes que entdo se
fundiram para gerar excelente recobrimento continuo de cada particula com uma bicamada

cationica (Pereira et al., 2004).

Recentemente nosso grupo tem explorado o potencial desse tipo de recobrimento
também para revestir superficies planas (Pereira et al., 2006), particulados de silica (Moura &
Carmona-Ribeiro, 2003), particulados de drogas hidrofébicas (Lincopan & Carmona-Ribeiro,
2006; Pacheco & Carmona-Ribeiro, 2003) e outras dispersdes de interesse biotecnolédgico ou

farmacoldgico.

Por outro lado, anfifilicos catiénicos de modo geral sdo reconhecidamente toxicos
tanto para células procari6ticas como para as eucaridticas (Pantani et al., 1995-a; Pantani et

al., 1995-b; Salt et al., 1970). Compostos de aménio quaternario, como o DODAB,
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apresentam alta toxicidade, e esta € decorrente de sua baixa biodegradabilidade (Lincopan et
al., 2006-b; Lv et al., 2006). DODAB pode ser considerado um agente microbicida cuja
citotoxicidade diferencial j& foi estabelecida (Carmona-Ribeiro, 2003). Sua acdo microbicida
usando bactérias Gram-negativas ou Gram-positivas como modelos ja foi caracterizada
(Pereira et al., 2008; Carmona-Ribeiro, 2000; Martins et al., 1997; Sicchierolli et al., 1995;
Tapias et al., 1994) assim como seu efeito sobre a viabilidade de fibroblastos normais e
transformados em cultura (Carmona-Ribeiro et al., 1997). A Tabela 2 ilustra a citotoxicidade
diferencial do DODAB frente a diversas linhagens celulares tanto de procariotos quanto de
eucariotos (Tabela 2). Por exemplo, células de mamifero sdo mais resistentes a DODAB que
bactérias e fungos, sobrando 50% de viaveis de fibroblastos normais em DODAB 1 mM
enquanto que bactérias apresentam 0% de viabilidade em concentra¢gbes micromolares de

DODAB (Tabela 2).

Tabela 2: Citotoxicidade diferencial do DODAB para células procariéticas e eucarioticas
(Carmona-Ribeiro, 2003).

Tipo de célula Concentracao inicial de [DODAB] para 50% de
células viaveis / (células/mL) sobreviventes / (mM)
Fibroblastos de camundongo 1x10" 1,000
Balb-c 3T3 normais (clone A31)

Fibroblastos de camundongo 1x10* 1,000
SVT2 (SV40 transformados)

Candida albicans 2 x10° 0,010

Escherichia coli 2 x10’ 0,028

Salmonella typhimurium 2 x10’ 0,010

Pseudomonas aeroginosa 3x10’ 0,005

Staphylococcus aureus 3x10’ 0,006

Assim sendo, como DODAB foi o composto utilizado para recobrir particulas neste
trabalho, avaliou-se sistematicamente a citotoxicidade dos arranjos PSS/DODAB/DNA sobre
células bacterianas atraves de curvas de viabilidade celular de E. coli, uma bactéria Gram-

negativa, da familia Enterobacteriaceae.
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Na Figura 6, s@o apresentadas particulas anidnicas de poliestireno sulfato que podem
ser obtidas comercialmente em ampla faixa de tamanhos (20-2000 nm) podendo ser utilizadas
para formacdo das bicamadas catibnicas suportadas e adsorcdo de DNA ou outras

biomoléculas de carga oposta como, por exemplo, proteinas (Lincopan et al., 2006-a).

Figura 6: Microscopia eletrénica da particula de poliestireno sulfato utilizada como modelo de particulado
hidrofébico e anibnico para adsorcdo de bicamadas catidnicas de DODAB.

A Figura 7 apresenta um esquema da interagdo entre fragmentos de bicamada de

DODAB e particulas anidnicas de poliestireno sulfato. O resultado € a formacédo de particulas

recobertas por bicamada cati6nica produzidas a partir da interacdo particula/fragmentos em
solugédo de 1 mM de NaCl (Pereira et al, 2004).

Particulas poliméricas aniénicas de Fragmentos de bicamada catiénica
poliestireno sulfato (PSS) de DODAB

+ N
v
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Figura 7: Esquema das interacGes entre os fragmentos de bicamada catibnica de DODAB e particulas
poliméricas de carga oposta. O recobrimento com bicamada continua pode ser obtido em 1 mM de NaCl.
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2 - OBJETIVOS

e Otimizar o recobrimento de diferentes didmetros de particulas de poliestireno sulfato
(PSS) através de sua interacdo com fragmentos de bicamada de DODAB; caracterizar
os arranjos, PSS/DODAB, através de medidas de didmetro médio, distribuicdo de
tamanho e potencial zeta;

e Obter e caracterizar arranjos formados por particulas biomiméticas e diferentes tipos
de DNA atraves de medidas de didametro medio, distribui¢cdo de tamanho, potencial-
zeta e estabilidade coloidal em forma de cineéticas de turbidez a 400 nm em funcéo do
tipo e concentracdo de DNA (DNA dos bacteriofagos lambda, T5 e T2) ou tamanho da
particula-suporte;

e Determinar a citotoxicidade dos arranjos PSS/DODAB/DNA contra a bactéria

Escherichia coli.

3 - MATERIAIS E METODOS
3.1 - Materiais

e Brometo de dioctadecildimetilamdnio (DODAB) (Sigma-Aldrich - St. Louis, MO,
USA, lote 053K3446);

e Poliestireno sulfato (PSS) com didmetros de 83 + 4, 137 + 3, 301 + 6, 526 + 26 e 626
+ 12 nm (Interfacial Dynamics Corporations - Portland, Or, USA, lotes 10-277-71, 10-
307-57, 10-66-58, 10-182-13 e 10-185-22, respectivamente);

e DNA linear dos bacteriéfagos lambda (A-DNA), T5 (T5-DNA) e T2 (T2-DNA),
extraidos da bactéria Escherichia coli (Sigma-Aldrich - St. Louis, MO, USA, lotes
094K9103, 76H8838, 86H8925, respectivamente);

e Escherichia coli (E. coli) ATCC 25522;

e Staphylococcus aureus (S. aureus) ATCC 25523;
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e Caldo Tryptic Soy Broth (TSB) (Merk KgaA - Darmstadt, Germany, lote VM545159
601);

e Agar MacConkey (Merk KgaA - Darmstadt, Germany, lote VM 476868 420);

e Agar Chapman (Merk KgaA - Darmstadt, Germany, lote VM 945369 235);

e Nitrato de mercurio 1 mM;

e Difenilcarbazona (Merck KgaA - Darmstadt, Germany, lote 610L414387);

e Alcool etilico 95% p.a. (Merck S.A., lote 29536);

e Cloreto de Sddio (NaCl) (Merck KgaA - Darmstadt, Germany, lote K28555404 049);

e Agua Milli-Q.

3.2 - Métodos
3.2.1 - Preparo de dispersdes de fragmentos de bicamada catidnica de brometo de

dioctadecildimetilaménio (DODAB)

Lipide catibnico, DODAB, foi pesado analiticamente e transferido para um
erlenmeyer. Depois, foi adicionada solucdo de NaCl 1 mM suficiente para obter-se a
concentracdo desejada (2 mM). Em seguida, este preparado foi submetido a sonica¢do no
equipamento Lab-Line Ultra Tip por 15 minutos, com sonda de um “cell disrupter virsonic -
model 1507, operado a 90 W nominais e temperatura de aproximadamente 70°C. Apds este
procedimento, 0 DODAB foi centrifugado por 1 hora a 10.000 rota¢des por minuto (rpm) para
precipitar particulas de titanio e multilamelas que eventualmente se formam por esta técnica.

A concentracdo de DODAB foi determinada através de microtitulagdo (Schales, O. &
Schales, S.S., 1941) com nitrato de mercdrio. O principio do método consiste em dosar o
contraion, utilizando difenilcarbazona como solucéo indicadora. A solucdo de NaCl também

foi titulada por este método.
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3.2.2 - Diluicéo da solucéo estoque de DNA dos bacteriofagos lambda (1), T5e T2

DNA dos bacteriéfagos A, T5 e T2 na presenca de 1 mM de NaCl foram obtidos
comercialmente em concentragdes estoque de 565, 505, 128,5 ug/mL, respectivamente, sendo
estocados a -20°C. A partir destas concentragdes foram diluidos em concentrages finais de 1

a 10 ug/mL. A Tabela 3 apresenta as propriedades fisicas das moléculas de DNA utilizadas no
trabalho.

Tabela 3: Propriedades fisicas do DNA dos bacteriéfagos A, TS5 e T2.

Tipo de DNA  Peso molecular (Da) Tamanho do DNA (bp)

A 31,5x10° 48.502
T5 68x10° 103.000
T2 110x10° 164.000

3.2.3 - Preparagao das dispersdes de poliestireno sulfato (PSS) e dos arranjos PSS/DODAB

Particulas de poliestireno sulfato com diametros de 83 (PSS83), 137 (PSS137), 301
(PSS301), 526 (PSS526) e 626 (PSS626) nm foram preparadas com as seguintes
concentracdes:  2,6x10™, 9,6x10%°, 2,0x10° 6,6x10° e 4,6x10° particulas/mL,
respectivamente, calculadas a partir do numero inicial de particulas/mL de PSS (dado
fornecido pelo fabricante - ver Tabela 4). A area superficial total foi mantida igual em todas
as disperses (1,43x10° m?). As concentracdes finais de PSS83, PSS137, PSS301, PSS526 e
PSS626 utilizadas em todos os experimentos foram fixadas em 6,6x10%°, 2,4x10%, 5x10°,
1,6x10° e 1,2x10° particulas/mL, respectivamente. Na sequéncia, em diferentes experimentos,
particulas de PSS interagiram por 1 h a 25°C com fragmentos de bicamada cati6nica de
DODAB em concentragdes crescentes de DODAB (1x10™* a 5x10% mM) produzindo os
arranjos PSS83/DODAB, PSS137/DODAB, PSS301/DODAB, PSS526/DODAB e

PSS626/DODAB. Todas as amostras foram preparadas em solugao de NaCl 1 mM.
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Tabela 4: Propriedades das microesferas de poliestireno sulfato (PSS) em agua. As
abreviaturas para cada particulado incluem o diametro médio obtido por microscopia
eletronica fornecido pelo fabricante.

, Diéme_tro Densidade de Area por Area superficial Concen:[ra(;ao

Latex médio carga grupo P de particulas
. especifica X
(nm) superficial carregado (cm?g™) (particulas/mL)
(UC/cm?) (nm?) g

PSS83 83+4 1,84 8,7 685.205 2,69 x 10™
PSS137 137 +3 0,79 20,1 415.124 5,97 x 10%*
PSS301 301+6 1,68 9,5 188.944 5,87 x 10%
PSS526 526 + 26 4,95 3,3 108.122 1,34 x 10"
PSS626 626 + 12 6,43 2,5 90.850 7,44 x 10"

3.2.4 - Determinacdo do diametro médio de particula e potencial-zeta para os arranjos

PSS/DODAB e PSS/DODAB/DNA

Espalhamento de diferentes radiagbes como microondas, infravermelho préximo,
visivel ou ultravioleta, raios X, ou néutrons, permite investigar estrutura e dinamica de
diferentes materiais dispersos em meio liquido (Chu & Liu, 2000). Ao incidir um feixe de luz
sobre uma dispersao coloidal, parte dessa luz pode ser absorvida, parte pode ser espalhada e a
parte restante pode ser transmitida sem alteragdo através da dispersdo (Shaw, 1992). A
turbidez frequentemente associada ao aspecto leitoso de diversas dispersdes coloidais €

definida pela expressao (Shaw, 1992):

It/lo = exp[-T 1]

onde, It é a intensidade da luz transmitida, lo é a intensidade da luz incidente, T é a turbidez e
| € o caminho percorrido pela luz através da dispersdo. Essa turbidez, derivada do
espalhamento de luz pela amostra, pode ser determinada em espectrofotdmetros comuns como
uma espécie de “absorcdo” de luz, ou seja, luz que ndo chega ao detector do aparelho por ter

sido espalhada e que este interpreta como uma *“absorbancia”. Entretanto, frequentemente
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necessita-se conhecer a dispersdo em maior detalhe quanto a tamanho de particulas

individuais ou distribuices de tamanho das particulas.

“Dynamic light-scattering” ou *“quasi-elastic light-scattering” ou *“photon correlation
spectroscopy” (PCS) ou “intensity fluctuation spectroscopy” sdo termos normalmente
utilizados para indicar uma das técnicas mais versateis e Uteis para medir tamanhos de
particula ou distribuicdes de tamanho. Essa técnica se baseia na flutuacdo de intensidades de
luz espalhada pela dispersédo ao longo de tempo que decorre do movimento browniano de suas
particulas. O decaimento da funcdo de autocorrelacdo temporal dessas flutuacbes de
intensidade de luz espalhada é usado para medir diretamente o coeficiente de difusdo
translacional (D), o qual, por sua vez, esta inversamente relacionado ao raio hidrodinamico da
particula (R). Para particulas esféricas em uma dispersédo diluida, a relagdo de Stokes-Einstein

associaD e R:

D = ks T/(6nR)

onde, kg € a constante de Boltzmann, T € a temperatura absoluta e n é a viscosidade do meio.
Assim, para uma particula esférica pode-se determinar seu raio hidrodinamico (o qual inclui

uma camada de solvatacdo) a partir de um experimento de PCS.

Uma caracterizacdo fisica também importante de um particulado em dispersdo refere-
se ao seu comportamento diante de um campo elétrico aplicado. Eletroforese € o fenémeno
segundo o qual particulas carregadas migram ao serem submetidas a um campo elétrico. A
velocidade real é determinada pelo potencial-zeta das particulas, pela viscosidade e
permissividade relativa do meio, e pela intensidade do campo elétrico aplicado. A velocidade
eletroforética em um campo unitario de 1 V/m é chamada de mobilidade eletroforética da
particula. A partir da velocidade eletroforética o potencial-zeta que é o potencial de superficie

junto ao plano de cisalhamento da particula pode ser determinado usando a equacéo de Henry
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valida para valores baixos de potencial-zeta (Henry, 1931) ou usando computacdes exatas de
potencial-zeta a partir da teoria de O'Brien e White que estabelece um elo entre as
mobilidades eletroforéticas medidas experimentalmente e os valores de potencial-zeta em
diversas condicdes experimentais de tamanho de particula e forca idnica do meio (O’Brien &
White, 1978). A mobilidade eletroforética da particula quando o seu raio é relativamente
grande em comparacdo a espessura da dupla camada elétrica (por exemplo, em forca idnica
alta quando o potencial de superficie decai rapidamente com a distancia a partir da superficie

fisica da particula) € dada pela aproximacdo de Smoluchowski (Shaw, 1992):

E=unle
onde, n € a viscosidade do meio, ¢ é a constante dielétrica do meio e pn é a mobilidade

eletroforética.

Nos experimentos, as distribuicGes de tamanho foram obtidas a partir da técnica de
espalhamento quasi-elastico de luz, QELS, usando um equipamento ZetaPlus Zeta Potential
Analyser da Brookhaven Instruments Corporation, Holtsville, NY, equipado com um laser de
570 nm e um detector de luz a 90° para medidas de tamanho. O programa NNLS (“non
negatively constrained least squares method”) entre outros do ZetaPlus, permite obter a
distribuicdo das constantes de decaimento das flutuacGes da luz espalhada (Grabowski &
Morrison, 1983). O coeficiente de difusdo (D) é obtido a partir do angulo de espalhamento e
da constante de decaimento I, pela expressédo D = I'/k?, onde k = (4ITn/ ) sen (6/2), n é o
indice de refracdo do meio, A € o comprimento de onda da luz incidente e 6 é o angulo de
espalhamento. Supondo serem esféricas as particulas da dispersdo, o seu tamanho sera
relacionado com coeficiente de difusdo D, pela relacdo de Stokes-Einstein: d= kyT/3IIn(t)D
(cm?sY), onde ky, é a constante de Boltzmann’s, T é a temperatura em K, n(t) é a viscosidade

do liquido na qual as particulas da dispersdo estdo se movendo e d é o didmetro médio da
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particula (Grabowski & Morrison, 1983). O potencial-zeta (£) das dispersdes foi determinado
a partir do tamanho médio, forca iénica e mobilidade eletroforética (i) tal que a partir da
equacgdo de Smoluchowski teremos { = pu n/e onde n é a viscosidade do meio e € é a constante
dielétrica. O Zeta-Sizer da Brookhaven utiliza-se do chamado “electrophoretic light
scattering” segundo o qual a velocidade das particulas movendo-se em um campo elétrico é
diretamente medida pela mudanca de freqiiéncia da luz laser espalhada, a qual se relaciona

diretamente com a mobilidade eletroforética (Wilson et al., 2001).

Foram realizadas medidas de didmetro médio (D), distribuicdo de tamanho e
potencial-zeta (£) para fragmentos de DODAB, particulas de PSS de varios tamanhos (Tabela
4), arranjos PSS/DODAB e arranjos PSS/DODAB/DNA em cubetas de poliestireno de 2 mL.
O efeito da concentracdo de DODAB sobre didmetro médio, distribuicdo de tamanho e
potencial-zeta dos arranjos PSS/DODAB foi determinado para os diferentes particulados de
PSS. Assim avaliou-se também o efeito da natureza e concentracdo de DNA (A, T5 e T2-
DNA) sobre diametro médio, distribuicdo de tamanho, potencial-zeta e estabilidade coloidal

dos arranjos PSS/DODAB/DNA.

3.25 - Determinacdo de estabilidade coloidal de arranjos PSS301/DODAB e

PSS301/DODAB/DNA através de turbidimetria a 400 nm

A turbidimetria baseia-se na propriedade que as suspensdes coloidais apresentam de
espalharem luz. A turbidimetria mede a radiacdo espalhada que corresponde a uma
“absorbancia” derivada desse espalhamento a qual pode ser determinada usando um
espectrofotdbmetro UV-Vis (Harvey, 2000). Neste experimento, a turbidez a 400 nm foi
determinada através de um espectrofotdmetro Hitachi 2000. As amostras foram colocadas em

cubetas de vidro de 1 mL.
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A estabilidade coloidal dos arranjos PSS301/DODAB e PSS301/DODAB/DNA foi
avaliada atraves de cinéticas de turbidez a 400 nm monitoradas durante 30 minutos a 25°C.
Em uma primeira etapa, particulas de PSS301 (5x10° particulassmL) e DODAB em
concentragdes crescentes (1x10* a 5x102 mM) foram rapidamente misturadas
(aproximadamente 10 segundos) antes que as leituras de turbidez a 400 nm fossem realizadas.
Na etapa seguinte, o arranjo PSS301/DODAB com concentracéo de 5x10° particulas/mL para
PSS301 e 0,02 mM para DODAB interagiu por 1 h a 25°C e, em seguida, diferentes tipos de
DNA (A, T5 ou T2-DNA) foram adicionados na mistura. As concentra¢cdes de DNA variaram

de 1 a10 ug/mL e a turbidez foi lida a 400 nm.

3.2.6 - Fotografia das dispers@es e imagens de microscopia de forca atdmica (AFM) para 0s
arranjos PSS/IDODAB/DNA

A visualizagdo macroscopica das dispersbes de PSS137/DODAB/DNA e
PSS301/DODAB/DNA foram obtidas usando uma cémera digital Sony/Cyber-shot 3.2
megapixels. As concentracdes finais de PSS137, PSS301 e DODAB foram de 2,4x10%
particulas/mL, 5x10° particulas/mL e 0,02 mM, respectivamente. A, T5 ou T2-DNA foram
adicionados em concentragdes crescentes sobre os arranjos PSS/DODAB.

Imagens topograficas de AFM para os arranjos PSS137/DODAB/T2-DNA foram
obtidas usando um sistema de imagem molecular PicoSPM-LE com cantilevers operando no
modo de contato intermitente (modo AAC), com uma freqiiéncia de ressonancia de
aproximadamente 302 kHz. Todas as imagens topogréaficas representam o resultado original e
referem-se a uma area de (10 x 10) pm® com uma resolucdo (512 x 512) pixels. As
concentracdes finais de PSS137, DODAB e T2-DNA foram iguais a 2,4x10 particulas/mL,

0,02 mM e 8ug/mL, respectivamente.
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3.2.7 - Cultivo de Escherichia coli e Staphylococcus aureus

As curvas de crescimento de Escherichia coli (E. coli) e de Staphylococcus aureus (S.
aureus) (Figura 8) foram determinadas por turbidez a 600 nm e por plaqueamento e contagem

de células viaveis.

E. coli S. aureus

Figura 8: Visualizacdo por microscopia eletrdnica das espécies bacterianas Escherichia coli e Staphylococcus
aureus.

As bactérias E. coli ATCC 25922 e S. aureus ATCC 25923 foram reativadas em 3 mL
de caldo Tryptic Soy Broth (TSB) a 37°C por 2 - 5 h. Em seguida, foram semeadas em meio
adequado para cultivo, em placas com agar MacConkey (E. coli) e Chapman (S. aureus).
Foram entdo incubadas a 37°C durante 24 h. Uma alcada de cada cultura foi retirada e cada
bactéria semeada, separadamente, em caldo TSB. Os tubos foram colocados num shaker a 160
rpm com temperatura de 37°C, durante 2 h. Este foi considerado o inoculo de partida. Depois,
0,1 mL deste inoculo foi colocado em tubos contendo 10 mL de caldo TSB e estes, incubados
em shaker a 37°C e 160 rpm por 0, 20, 45, 60, 90, 180, 240 e 300 minutos. Posteriormente,
foram feitas leituras de turbidez contra meio de cultura (branco) em comprimento de onda 600
nm. O plaqueamento das suspensdes (semeadura em placas) foi realizado através do método
de diluigdes em tubos. As suspensdes bacterianas foram cultivadas em triplicata e incubadas a

37°C, por 24 h. A leitura das placas foi feita através da contagem de col6nias em um contador
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de col6nias manual e o resultado expresso em unidades formadoras de coldnias por mililitro

da solugéo (UFC/mL).

3.2.8 - Ensaios de viabilidade celular para os arranjos PSS137/DODAB/DNA e

PSS301/DODAB/DNA contra a bactéria E. coli

E. coli foi reativada por 2 - 5 h a 37°C em 3 mL de caldo TSB. Em seguida, as
bactérias foram espalhadas sobre placas de agar MacConkey e incubadas (37°C/6 h).
Algumas coldnias foram retiradas da placa e incubadas em 50 mL de caldo TSB (160 rpm,
37°C, 2,5 h). A cultura de bactérias foi sedimentada e separada de seu caldo nutritivo por
centrifugacdo a 3000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi substituido por agua estéril e a
cultura foi ressuspendida. O procedimento de centrifugacdo/ressuspensao foi repetido por 3
vezes antes da utilizacdo das bactérias para avaliacdo da viabilidade celular a partir dos
arranjos PSS/DODAB/DNA. Depois disso, o pellet final foi ressuspendido em um volume de
agua estéril suficiente para se obter 0,127 unidades de absorbancia a 600 nm que €
equivalente a 2x10" UFC/mL.

Em uma segunda etapa, 0,5 mL da suspensdo final de células foi adicionado sobre os
arranjos PSS137/DODAB/DNA ou PSS301/DODAB/DNA (as concentracGes finais de
PSS137, PSS301 e DODAB foram de 2,4x10™ particulas/mL, 5x10° particulas/mL e 0,02
mM, respectivamente; A, T5 ou T2-DNA foram adicionados em concentracdes crescentes).
Apos 1 h de interacdo, as misturas foram diluidas (1:1000) e 0,1 mL da mistura final foi
espalhada sobre placas de &gar. Em seguida, as placas foram incubadas por 24 h a 37°C. A
leitura das placas foi feita através da contagem de coldnias em um contador de colbnias
manual e o resultado expresso em UFC/mL. A viabilidade celular (%) foi plotada em funcéo

da concentracdo de DNA para os trés tipos de DNA testados.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Recobrimento de particulas anionicas de poliestireno sulfato (PSS) com fragmentos de
bicamada cati6nica de DODAB

O aumento da concentracdo de DODAB sobre particulas anidnicas de PSS produziu
arranjos estaveis e particulas positivamente carregadas cobertas com uma bicamada. Os
arranjos PSS/DODAB foram preparados em solu¢do de NaCl 1 mM em uma faixa de
tamanhos de particulas que variou de 83 a 626 nm com concentracdes fixas de 6,6x10%,
2,4x10%, 5x10° 1,6x10° e 1,2x10" particulas/mL e em concentracdes crescentes de DODAB
(1x10™* - 5x10% mM). Em seguida, foram caracterizados através de medidas de diametro
médio, distribuicdo de tamanho e potencial-zeta. A Figura 9 mostra a distribuicdo de tamanho

para as particulas de PSS antes do recobrimento com bicamada catiénica de DODAB.
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Figura 9: Distribuicdo de tamanho para particulas de PSS com 83 (A), 137 (B), 301 (C), 526 (D) e 626 (E) nm
de didmetro médio a 6,6x1010, 2,4x101°, 5x109, 1,6x109 e 1,2x109 particulas/mL, respectivamente.
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A Figura 10 apresenta o efeito da concentracdo de DODAB sobre o didmetro médio
(A) e o potencial-zeta (B) para particulas de PSS83. Observa-se que, em torno de 6x10* mM
de DODAB ocorreu maxima agregacdo mostrada por um aumento maximo do diametro
médio da dispersdo. Além disso, a neutralizacdo de cargas foi verificada através de um
potencial-zeta igual a zero. Depois da neutralizacdo, o diametro médio das particulas retornou
ao valor proximo dos valores iniciais com reversao do potencial-zeta, agora positivo,
indicando o recobrimento das particulas poliméricas anibnicas por fragmentos de bicamada

cationica.
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Figura 10: Diametro médio (A) e potencial-zeta (B) para o arranjo PSS83/DODAB. A concentracéo final fixa
de PSS83 foi igual a 6,6x10™ particulas/mL e a érea superficial total da dispersdo foi de 1,43x10°% m% A
concentragdo final de DODAB variou de 1x10™ a 5x102 mM. As amostras foram preparadas em 1 mM de NaCl
e interagiram por 1 h/25°C.

A Figura 11 mostra a distribuicdo de tamanho para os arranjos PSS83/DODAB. A
concentracéo final de PSS83 foi fixada em 6,6x10 particulas/mL. As concentragdes finais de

lipide catidnico foram de 1x10™ (A), 2x10™ (B), 5x10™ (C), 6x10* (D), 1x107 (E), 2x10° (F),
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1x107 (G) e 2x10 (H) mM. Nessas condicdes, observa-se que a minima polidispersidade é

obtida com concentraco final de DODAB igual a 2x102 mM (H).
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Figura 11: Distribuic8o de tamanho para os arranjos PSS83/DODAB. A concentragdo final de PSS83 foi igual a
6,6x10™ particulas/mL. A concentracao final de DODAB foi de 1x10™ (A), 2x10* (B), 5x10 (C), 6x10™ (D),
1x10° (E), 2x10® (F), 1x10 (G) e 2x10?% (H) mM. As amostras foram preparadas em 1 mM de NaCl e

interagiram por 1 h/25°C.

A Figura 12 mostra o efeito da concentracdo de DODAB sobre o didmetro médio (A)

e 0 potencial-zeta (B) para particulas de PSS137 recobertas por fragmentos de bicamada de

DODAB em concentracdes crescentes de DODAB. Ao redor de 6x10“* mM de DODAB

houve méaxima agregac¢do indicada pelo aumento méximo do didmetro médio da dispersdo.
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Consequentemente, a neutralizacao de cargas foi verificada atraves do valor do potencial-zeta.
Depois da neutralizacdo, o diametro médio das particulas retornou ao tamanho médio proximo
dos valores iniciais com reversdo do potencial-zeta, de negativo para positivo, indicando o

recobrimento das particulas de PSS por fragmentos de bicamada catiénica.
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Figura 12: Diametro médio (A) e potencial-zeta (B) para os arranjos PSS137/DODAB. A concentracéo final
fixa de PSS137 foi de 2,4x10" particulas/mL e a area superficial total igual a 1,43x10° m?. A concentracéo final
de DODAB variou de 1x10 a 5x10% mM. As amostras foram preparadas em 1 mM de NaCl e interagiram por
1h/25°C.

A Figura 13 apresenta a distribuicdo de tamanho para os arranjos PSS137/DODAB. A
concentracdo final de PSS137 foi fixada em 2,4x10" particulas/mL. As concentracdes finais
de lipide catidnico foram de 1x10™* (A), 2x10™ (B), 5x10™ (C), 6x10* (D), 1x10° (E), 2x10°®
(F), 1x10? (G) e 2x10 (H) mM. Nota-se que uma baixa polidispersidade pode ser obtida
tanto em baixas concentracdes de DODAB (A e B) como em concentracGes maiores (G e H),

depois da neutralizacdo de cargas.
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Figura 13: Distribuicdo de tamanho para os arranjos PSS137/DODAB. A concentracdo final de PSS137 foi
igual a 2,4x10™ particulas/mL. A concentracio final de DODAB foi igual a 1x10™ (A), 2x10* (B), 5x10™ (C),
6x10™ (D), 1x107 (E), 2x10 (F), 1x10% (G) e 2x10 (H) mM. As amostras foram preparadas em 1 mM de

NaCl e interagiram por 1 h/25°C.

A Figura 14 apresenta o efeito da concentracdo de DODAB sobre o didmetro médio

(A) e o potencial-zeta (B) para particulas de PSS301 recobertas por fragmentos de bicamada

de DODAB em concentracfes crescentes de lipide catidnico. Assim como para os dois

didmetros de particulas de PSS mostrados anteriormente (PSS83 e PSS137), uma

concentracdo de 6x10* mM de DODAB é necessaria para que ocorra maxima agregacio
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mostrada pelo maior aumento do didmetro médio da dispersdo. Conseqlientemente, a
neutralizacdo de cargas foi verificada através do valor do potencial-zeta (proximo a zero).
Depois da neutralizacdo, o diametro médio das particulas retorna ao tamanho médio préximo
dos valores iniciais com reversdo do potencial-zeta, agora positivo, também indicando o

recobrimento das particulas poliméricas anidnicas por fragmentos de bicamada cationica.
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Figura 14: Diametro médio (A) e potencial-zeta (B) para os arranjos PSS301/DODAB. A concentracao final

fixa e a érea superficial total das particulas de PSS301 foram 5x10° particulas/mL e 1,43x10° m?

respectivamente. A concentrago final de DODAB variou de 1x10™* a 5x10 mM. As amostras foram preparadas
em 1 mM de NaCl e interagiram por 1 h/25°C.

A Figura 15 mostra a distribuicdo de tamanho os arranjos PSS301/DODAB. A
concentracdo final de PSS301 foi fixada em 5x10° particulas/mL e as concentragdes finais de
lipide foram iguais a 1x10™ (A), 2x10™ (B), 5x10™ (C), 6x10™ (D), 1x10 (E), 2x107 (F),
1x107(G) a 2x10 (H) mM. Observa-se que uma baixa polidispersidade pode ser obtida tanto
em baixas concentracdes de DODAB (A e B) como em altas concentragfes, acima da

concentracdo necessaria para maxima agregacao (E, F, G e H).
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Figura 15: Distribuicdo de tamanho para os arranjos PSS301/DODAB. A concentracdo final de PSS301 foi
igual a 5x10° particulas/mL. A concentracéo final de DODAB variou na faixa de 1x10* (A), 2x10™ (B), 5x10*
(C), 6x10™ (D), 1x107® (E), 2x107® (F), 1x10(G) a 2x10 (H) mM. As amostras foram preparadas em 1 mM de
NaCl e interagiram por 1 h/25°C.

A Figura 16 apresenta o efeito da concentragdo de DODAB sobre o didametro médio
(A) e o potencial-zeta (B) para particulas de PSS526 recobertas por fragmentos de bicamada
de DODAB em concentragdes crescentes de lipide catidnico. Aqui, a maxima agregacao
ocorreu em uma concentragdo de 1x10° mM de DODAB verificada pelo aumento maximo do
diametro médio da dispersdo com consequente neutralizacdo de cargas. Depois da

neutralizacdo, o diametro medio das particulas retorna ao tamanho médio proximo dos valores
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iniciais com reversdo do potencial-zeta, de negativo para positivo, indicando o recobrimento

das particulas poliméricas anidnicas por fragmentos de bicamada de catidnica.
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Figura 16: Diametro médio (A) e potencial-zeta (B) para os arranjos PSS526/DODAB. A concentracao final
fixa e a area superficial total das particulas de PSS301 foram iguais a 1,6x10° particulas/mL e 1,43x10° m?,
respectivamente. A concentrago final de DODAB variou de 1x10™* a 5x10 mM. As amostras foram preparadas

em 1 mM de NaCl e interagiram por 1 h/25°C.

A Figura 17 mostra a distribuicdo de tamanho para os arranjos PSS526/DODAB. A
concentracéo final fixa de PSS526 foi igual a 1,6x10° particulas/mL. As concentracdes finais
de lipide catidnico foram de 1x10™ (A), 2x10™ (B), 5x10™ (C), 6x10* (D), 1x10° (E), 2x10°
(F), 1x107 (G) e 2x10 (H) mM. Observa-se que, para todas as concentracdes de DODAB
testadas no experimento, a polidispersidade acentuada foi verificada somente na concentracéo
de DODAB necessaria para a maxima agregacéo, que foi igual a 1x10° mM (E). Para as
outras concentracbes de DODAB o sistema apresentou baixa polidispersidade e estreita

distribuicdo de tamanho.
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Figura 17: Distribuicdo de tamanho para os arranjos PSS526/DODAB. A concentracdo final de PSS526 foi
fixada em 1,6x10° particulas/mL. A concentracdo final de DODAB foi de 1x10™ (A), 2x10™ (B), 5x10™ (C),
6x10™ (D), 1x10 (E), 2x107 (F), 1x107 (G) e 2x102 (H) mM. As amostras foram preparadas em 1 mM de
NaCl e interagiram por 1 h/25°C.

Finalmente, a Figura 18 apresenta o efeito da concentracdo de DODAB sobre o
diametro médio (A) e o potencial-zeta (B) para particulas de PSS626 recobertas por
fragmentos de bicamada de DODAB em concentracdes crescentes de DODAB. Nota-se que,
em torno de 1x10° mM de DODAB ocorreu agregacdo maxima indicada pelo méximo
aumento do didmetro médio da dispersdo. Apés a neutralizacdo de cargas, o didmetro médio

das particulas retornou ao tamanho médio proximo aos valores iniciais com reversdo do
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potencial-zeta, agora positivo, indicando o recobrimento das particulas de PSS por fragmentos

de bicamada catidnica de DODAB.
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Figura 18: Diametro médio (A) e potencial-zeta (B) para os arranjos PSS626/DODAB. A concentracéo final

fixa e a éarea superficial total das particulas de PSS626 foram de 1,2x10° particulas/mL e 1,43x10° m?

respectivamente. A concentracéo final de DODAB variou de 1x10 a 5x102 mM. As amostras foram preparadas
em 1 mM de NaCl e interagiram por 1 h/25°C.

A Figura 19 apresenta a distribuicdo de tamanho para os arranjos PSS626/DODAB. A
concentraco final de PSS626 foi fixada em 1,2x10° particulas/mL. As concentracdes finais
fixas de lipide foram de 1x10™ (A), 2x10™ (B), 5x10™ (C), 6x10* (D), 1x107 (E), 2x10° (F),
1x107 (G) a 2x10 (H) mM. Nessas condices, nota-se que, para todas as concentracdes de
DODAB testadas, a alta polidispersidade foi verificada somente na concentracdo de DODAB
necesséria para a maxima agregacao, igual a 1x10° mM (E). Para as outras concentracdes de
lipide catidonico o sistema apresentou polidispersidade baixa e estreita distribuicdo de

tamanho.
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Figura 19: Distribuicdo de tamanho para os arranjos PSS626/DODAB. A concentragdo final de PSS626 foi
igual a 1,2x10° particulas/mL. A concentracdo final de DODAB variou de 1x10™* (A), 2x10™ (B), 5x10™ (C),
6x10™ (D), 1x10 (E), 2x107 (F), 1x107 (G) e 2x102 (H) mM. As amostras foram preparadas em 1 mM de

NaCl e interagiram por 1 h/25°C.

Pode-se estimar a concentracdo teorica de DODAB necessaria para 0 recobrimento de

um particulado de PSS com uma bicamada. Considerando-se que a area por molécula ocupada

pelo DODAB na interface ar-agua é de 0,6 nm? (Claesson et al., 1989), 1,18x10"° moléculas

de DODAB ou uma concentragdo final de 7x10° mM de DODAB seria necesséria para o

recobrimento de particulas de PSS nas concentrages finais utilizadas nos experimentos.
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A Tabela 5 apresenta a concentracdo final de particulas de PSS, a concentracdo de
DODAB necessaria para se obter ¢ igual a zero, a concentracdo de DODAB para ocorréncia
da méxima agregacdo e, finalmente, a concentracdo de DODAB necesséria para Dz minimo
com ¢ positivo (ap6s recobrimento das particulas com bicamada catiénica de DODAB).
Tabela 5: Propriedades fisicas das particulas biomiméticas utilizadas para a imobilizacdo de
DNA. A concentracao tedrica de DODAB para recobrimento das particulas de PSS com uma

bicamada de DODAB é 7x10° mM quando a area superficial total para cada particulado é
1,43x10° m?,

Concentragdo de [DODAB] para  [DODAB] para [DODAB] para D,

Latex particulas ¢=0 maxima agregagdo  minimo e ¢ positivo
(particulas/mL) /mM /mM /mM
PSS83 6,6 x 10™° 8x10™ 6x 10 5x 103
PSS137 2,4 x 10% 8 x 10™ 6 x 10™ 5x 10°
PSS301 5,0 x 10° 6x 10 6x 10 5x 103
PSS526 1,6 x 10° 2x10° 1x10° 10x 10
PSS626 1,2 x 10° 2x10° 1x 10 10x 10

A concentracdo de DODAB necessaria para recobrir todas as particulas de PSS com
uma bicamada catibnica foi ligeiramente acima daquela requerida para deposicdo da

bicamada: 0,02 mM de DODAB foi mais do que suficiente para recobrir uma area superficial

total de 1,43x10_3 m2 de particulas com uma bicamada. A Figura 20 mostra a distribuicao de
tamanho para particulas com 83 (A), 137 (B), 301 (C), 526 (D) e 626 (E) nm de diametro
médio com concentracdes de 6,6x1010, 2,4x1010, 5x109, 1,6x109 e 1,2x109 particulas/mL,
respectivamente, recobertas por 0,02 mM de DODAB. Uma estreita distribuicdo de tamanho
foi obtida para os arranjos PSS/DODAB. Adicionalmente, o didmetro das particulas de PSS

aumentou para 108, 149, 309, 542 e 696 nm, respectivamente.
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Figura 20: Distribuigdo de tamanho para particulas de PSS/DODAB formadas a partir de particulas de PSS com
diametro de 83 (A), 137 (B), 301 (C), 526 (D) e 626 (E) nm em concentracdes de 6,6x10", 2,4x10'°, 5x10°,
l,6x10g e 1,2x10g particulas/mL, respectivamente, apds a interagdio com 0,02 mM de DODAB. Esta

concentracdo de DODAB foi suficiente para cobrir uma area superficial total de 1,43x10_3 m’ de particulas com
uma bicamada.

Desta maneira, em 1 mM de NaCl, particulas biomiméticas foram formadas a partir do
recobrimento de particulas anidnicas de PSS com fragmentos de bicamada catinica de
DODAB. Este procedimento foi demonstrado em trabalhos anteriores atraves da determinacdo
de isotermas de adsorgdo (Carmona-Ribeiro, 1992), microscopia eletronica de transmissao

(Petri & Carmona-Ribeiro, 2007), aumento do diametro médio da particula de 8-10 nm,
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reversdo do potencial-zeta de negativo para positivo e aumento da estabilidade coloidal (Lessa
& Carmona-Ribeiro, 1999). A forga i6nica de 1 mM provida por 1 mM de NacCl foi efetiva
para induzir a autoassociacdo de fragmentos de bicamada adjacentes sobre particulas
poliméricas (Pereira et al., 2004). Na neutralizacdo de cargas, existe uma maxima agregacao
interparticulas e minima estabilidade coloidal. O aumento da concentracdo de DODAB

estabiliza o sistema com tamanho e potencial-zeta consistentes com a deposicao da bicamada.

4.2 - Efeito do tipo e concentracdo de DNA sobre particulas biomiméticas de

PSS137/DODAB

O objetivo do estudo a seguir foi verificar o efeito do tipo e concentracdo de DNA
sobre a estabilidade coloidal dos arranjos PSS137/DODAB/DNA. Desta maneira, trés
diferentes moléculas de DNA (A, T5 ou T2) foram adicionadas sobre particulas biomiméticas
de PSS137/DODAB. As concentracbes finais PSS137 e DODAB foram de 2,4x10%
particulas/mL e 0,02 mM, respectivamente. A concentragdo de DNA variou de 1 a 10 pg/mL.
A caracterizacdo dos arranjos foi realizada através de medidas de didmetro médio,

distribuicGes de tamanho e potencial-zeta ap6s 1 h de interacdo a 25°C.

A Figura 21 apresenta o efeito da concentracdo A-DNA sobre o didmetro médio (A) e
0 potencial-zeta (B) dos arranjos PSS137/DODAB/A-DNA. Nota-se que, 0 diametro médio
atinge um valor maximo na neutralizacdo de cargas, onde ocorre uma maior agregacao
interparticulas, mas com estabilizacdo apos esta situagdo. O potencial-zeta torna-se negativo
com 0 aumento da concentracdo de A-DNA. Aproximadamente entre 5 e 6 ng/mL de A-DNA

foi suficiente para a neutralizacdo de cargas.
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Figura 21: Diametro médio (A) e potencial-zeta (B) para o arranjo PSS137/DODAB/A-DNA, onde as
concentragdes finais fixas de PSS137 e DODAB foram 2,4x10" particulas/mL e 0,02 mM, respectivamente. A
concentracdo de A-DNA variou de 1 a 10 pug/mL. Todas as amostras foram preparadas em NaCl 1 mM e
interagiram por 1 h/25°C.

A Figura 22 apresenta as distribuicbes de tamanho para 0s arranjos
PSS137/DODAB/A-DNA, onde as concentracdes finais de PSS137 e de DODAB foram
fixadas em 2,4x10" particulas/mL e 0,02 mM, respectivamente. As concentracdes finais de -
DNA foram iguaisa 1 (A), 2 (B), 3 (C), 4 (D), 5 (E), 6 (F), 7 (G), 8 (H), 9 (1) e 10 (J) ng/mL.

Observa-se que a polidispersidade aumenta com o aumento da concentracdo de A-DNA.
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Figura 22: DistribuicBes de tamanho para os arranjos PSS137/DODAB/A-DNA, onde as concentragdes finais
fixas de PSS137 e DODAB foram 2,4x10" particulas/mL e 0,02 mM, respectivamente. A concentragdo final de
A-DNA foi de 1 (A), 2 (B), 3(C), 4 (D), 5 (E), 6 (F), 7 (G), 8 (H), 9 (1) e 10 (J) pg/mL. Todas as amostras foram
preparadas em NaCl 1 mM e interagiram por 1 h/25°C.

A Figura 23 mostra o efeito da concentracdo de T5-DNA sobre didmetro médio (A) e
potencial-zeta (B) dos arranjos PSS137/DODAB/T5-DNA. De acordo com a Figura 23, 0
didmetro médio atinge um valor maximo na neutralizacdo de cargas, em torno 7 pug/mL de

T5-DNA. Apos o ponto de neutralizacdo ocorre a estabilizacdo do sistema com reversdo do
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potencial-zeta, que atingiu valores cada vez mais negativos com 0 aumento da concentracdo

de T5-DNA.
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Figura 23: Diametro médio (A) e potencial-zeta (B) para o arranjo PSS137/DODAB/T5-DNA, onde as
concentrac@es finais fixas de PSS137 e DODAB foram 2,4x10% particulas/mL e 0,02 mM, respectivamente. A
concentracdo de T5-DNA variou de 1 a 10 pg/mL. Todas as amostras foram preparadas em NaCl 1 mM e
interagiram por 1 h/25°C.

A Figura 24 mostra as distribui¢cdes de tamanho para os arranjos PSS137/DODAB/T5-
DNA, onde as concentracBes finais de PSS137 e de DODAB foram fixadas em 2,4x10%
particulas/mL e 0,02 mM, respectivamente. As concentragdes finais de T5-DNA foram de 1
(A),2(B),3(C),4(D),5(),6(),7(G),8(H),9(l)e 10 (J) ng/mL. Observa-se que a

polidispersidade aumenta com o aumento da concentracdo de T5-DNA.
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Figura 24: Distribuicdes de tamanho para os arranjos PSS137/DODAB/T5-DNA, sendo as concentraces finais
fixas de PSS137 e DODAB iguais a 2,4x10™ particulas/mL e 0,02 mM, respectivamente. A concentragdo final
de T5-DNA foi de 1 (A), 2 (B), 3(C), 4 (D), 5 (E), 6 (F), 7 (G), 8 (H), 9 (I) e 10 (J) ng/mL. Todas as amostras
foram preparadas em NaCl 1 mM e interagiram por 1 h/25°C.

A Figura 25 apresenta o efeito da concentracdo de T2-DNA sobre diametro médio (A)
e potencial-zeta (B) dos arranjos PSS137/DODAB/T2-DNA. Nota-se que o diametro médio
dos arranjos aumentou gradativamente até atingir o ponto de maxima agregacdo

interparticulas. A concentracdo de 8 ug/mL de T2-DNA foi necessaria para essa maxima
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agregacdo. O potencial-zeta diminuiu gradativamente alcancando valores negativos devido ao

aumento da concentracdo de T2-DNA.

4000

3000+

2000

1000 o

Diametro médio / nm

-30

Potencial-zeta / mV

-60 ‘ : ‘ ‘ !
2 4 6 8 10
[T2-DNA] / pg/mL

o

Figura 25: Diametro médio (A) e potencial-zeta (B) para o arranjo PSS137/DODAB/T2-DNA sendo as
concentracdes finais fixas de PSS137 e DODAB iguais a 2,4x10% particulas/mL e 0,02 mM, respectivamente. A
concentracdo de T2-DNA variou de 1 a 10 pug/mL. Todas as amostras foram preparadas em NaCl 1 mM e
interagiram por 1 h/25°C.

A Figura 26 apresenta as distribuicbes de tamanho para 0s arranjos
PSS137/DODAB/T2-DNA. As concentracdes finais de PSS137 e de DODAB foram fixadas
em 2,4x10% particulas/mL e 0,02 mM, respectivamente. As concentracdes finais de T2-DNA
foram de 1 (A), 2 (B), 3 (C), 4 (D), 5 (E), 6 (F), 7 (G), 8 (H), 9 (I) e 10 (J) ug/mL. Nota-se

que, com o0 aumento da concentracdo de T2-DNA a polidispersidade dos arranjos aumenta.



47

1004 162 jA J 3917 F
JM 829
2812
343
- : | - : ‘
100 179 Bl | 1010 G
l 1259
9180
73 L
ol Sadlll I ‘
100 241 Cl | 9990 _H
g
k=]
[
k=)
a 968 ]
Q
<
0
1004 604 D | 8702 _ //#AL
193 194
0 T T T " T
1004 7498 E| | 8702 J
749 -
224
237
0 T [ { Hreer
o S o) s} S v oS s} S
© S S S © S S g
(] S S ©o S S
© t{? o g

Diametro / nm

Figura 26: Distribuicdes de tamanho para os arranjos PSS137/DODAB/T2-DNA, onde as concentragdes finais
fixas de PSS137 e DODAB foram de 2,4x10™ particulas/mL e 0,02 mM, respectivamente. A concentracéo final
de T2-DNA foi de 1 (A), 2 (B), 3 (C), 4 (D), 5 (E), 6 (F), 7 (G), 8 (H), 9 (I) e 10 (J) ng/mL. Todas as amostras
foram preparadas em NaCl 1 mM e interagiram por 1 h/25°C.

A Tabela 6 mostra o diametro médio, potencial-zeta e polidispersidade para particulas
de PSS137 (2,4x10% particulas/mL), dispersio de DODAB e para 0s arranjos

supramoleculares PSS137/DODAB/A, T5 e T2-DNA em concentragdes crescentes de DNA.
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Tabela 6: Diametro médio, potencial-zeta e polidispersidade para particulas de PSS137
(2,4x10% particulas/mL), disperséio de DODAB e para 0s arranjos supramoleculares
PSS137/DODABI/A, T5 e T2-DNA em concentragdes crescentes de DNA.

Arranjos [DNA] Diametro  Potencial-zeta _

(ug/mL)  médio (nm) (mV) Polidispersidade

PSS137 - 133+1 -35+2 0.059 + 0.007

DODAB (2 mM) - 65+ 2 45+ 2 0.289 + 0.006

PSS137/DODAB (0,02 mM) - 149+ 1 30+2 0.049 £ 0.014

PSS137/DODAB/A-DNA 1 169+1 21+2 0.096 + 0.012

2 230+ 1 22+2 0.152 + 0.017

3 223+ 2 19+2 0.158 + 0.019

4 267 +2 17+2 0.163 £ 0.013

5 3316 £ 175 2+1 0.278 + 0.053

6 2687 + 223 2+1 0.387 £ 0.033

7 244 £ 2 -26+2 0.122 + 0.017

8 213+1 -27+2 0.177 £0.013

9 234+1 -21+2 0.167 £ 0.015

10 198 +3 -22+72 0.183 £ 0.010

PSS137/DODAB/T5-DNA 1 200+ 2 22+2 0.136 + 0.038

2 258 + 2 32+2 0.236 + 0.013

3 457 + 4 28+2 0.281 + 0.008

4 404+ 4 21+2 0.285 + 0.008

5 384+6 16+2 0.247 +0.009

6 467 £ 6 15+4 0.282 +0.013

7 2214 + 67 2+3 0.368 + 0.032

8 333+3 24 +£2 0.229 +0.012

9 313+6 -31+4 0.273 £ 0.017

10 309+ 3 -45+3 0.243 £ 0.009

PSS137/DODAB/T2-DNA 1 174 +2 17+1 0.122 + 0.022

2 269+ 7 22+2 0.293 + 0.015

3 329+2 11+1 0.245 +0.013

4 340+ 7 10+2 0.232 + 0.006

5 1081 + 94 8+2 0.370 + 0.006

6 1644 + 120 -1+2 0.342 + 0.025

7 4918 + 3348 4+2 0.321 + 0.050

8 16669 + 5372 -30+4 0.446 + 0.062

9 2407 + 1229 -46 £ 2 0.367 + 0.024

10 1874 + 721 -49+3 0.346 + 0.045
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De acordo com a Tabela 6, podemos observar que nas concentracdes de 5, 7 e 8
ug/mL de A, T5 e T2-DNA, respectivamente, potenciais-zeta sdo préximos de zero e a
agregacdo é méaxima, verificada pelo aumento maximo do tamanho dos arranjos. Acima
destas concentracfes ocorre uma redispersao, evidenciada pela diminuicdo do tamanho das
particulas, porém, a alta polidispersidade revela a baixa estabilidade coloidal para os arranjos
em concentracbes crescentes de DNA. A menor estabilidade coloidal e a maior
polidispersidade foi observada para 0 DNA de maior peso molecular (T2-DNA) em
concentracfes de DNA acima da neutralizacdo de cargas, ap0s a reversdo do potencial-zeta de

positivo para negativo.

4.3 - Efeito do tipo e concentracdo de DNA sobre particulas biomiméticas de

PSS301/DODAB

Neste experimento demonstrou-se o efeito do tipo e concentracdo de DNA sobre a
estabilidade coloidal dos arranjos PSS301/DODAB/DNA. Desta maneira, trés diferentes
moléculas de DNA (A, T5 ou T2) foram adicionadas sobre particulas biomiméticas de
PSS301/DODAB. As concentragdes finais PSS301 e DODAB foram de 5x10° particulas/mL e
0,02 mM, respectivamente. A concentragdo de DNA wvariou de 1 a 10 pg/mL. A
caracterizacdo dos arranjos foi realizada através de medidas de didmetro médio, distribuices

de tamanho e potencial-zeta apds 1 h de interacdo a 25°C.

A Figura 27 apresenta o efeito da concentracdo de A-DNA sobre o didmetro médio (A)
e 0 potencial-zeta (B) dos arranjos PSS301/DODAB/A-DNA. Neste experimento, a maxima

agregacdo ocorreu quando a concentracdo de A-DNA foi de 5 ug/mL, semelhante ao ensaio
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realizado com particulas de PSS137/DODAB. Observa-se, também, que o potencial-zeta dos

arranjos diminuiu com o aumento da concentragdo de A-DNA.
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Figura 27: Diametro médio (A) e potencial-zeta (B) para o arranjo PSS301/DODAB/A-DNA, sendo as
concentracBes finais fixas de PSS301 e DODAB iguais a 5x10° particulas/mL e 0,02 mM, respectivamente. A
concentracdo de A-DNA variou de 1 a 10 pug/mL. Todas as amostras foram preparadas em NaCl 1 mM e
interagiram por 1 h/25°C.

A Figura 28 mostra as distribuicGes de tamanho para os arranjos PSS301/DODAB/\-
DNA, onde as concentraces finais de PSS301 e de DODAB foram fixadas em 5x10°
particulas/mL e 0,02 mM, respectivamente. As concentracfes finais de A-DNA foram de 1
(A),2(B),3(C),4(D),5(E),6(),7(G),8(H)),9(l)e 10 (J) ng/mL. Observa-se que, a

polidispersidade aumenta com o aumento da concentracdo de A-DNA.
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Figura 28: Distribuicbes de tamanho para os arranjos PSS/DODAB/A-DNA, onde as concentraces finais fixas
de PSS301 e DODAB iguais a 5x10° particulas/mL e 0,02 mM, respectivamente. A concentracdo final de A-
DNA foide 1 (A), 2 (B),3(C), 4 (D), 5 (E), 6 (F), 7 (G) 8 (H), 9 (I) e 10 (J) ng/mL. Todas as amostras foram
preparadas em NaCl 1 mM e interagiram por 1 h/25°C.

A Figura 29 mostra o efeito da concentragdo de T5-DNA sobre o diametro médio (A)
e 0 potencial-zeta (B) dos arranjos PSS301/DODAB/T5-DNA. Nota-se que, 0 aumento

maximo do didmetro médio dos arranjos ocorreu proximo a 6 ug/mL de T5-DNA com a
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méaxima agregacdo interparticulas. Em seguida, ocorreu a reversdao do potencial-zeta que

atingiu valores negativos com o aumento da concentracdo de T5-DNA.
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Figura 29: Diametro médio (A) e potencial-zeta (B) para arranjos PSS301/DODAB/T5-DNA, sendo as
concentracdes finais fixas de PSS301 e DODAB iguais a 5x10° particulas/mL e 0,02 mM, respectivamente. A
concentracdo de T5-DNA variou de 1 a 10 pg/mL. Todas as amostras foram preparadas em NaCl 1 mM e
interagiram por 1 h/25°C.

A Figura 30 apresenta as distribuicbes de tamanho para o0s arranjos
PSS301/DODAB/T5-DNA. As concentragdes finais de PSS301 e de DODAB foram fixadas
em 5x10° particulas/mL e 0,02 mM, respectivamente. As concentracdes finais de T5-DNA
foram iguais a 1 (A), 2 (B), 3 (C), 4 (D), 5 (E), 6 (F), 7 (G), 8 (H), 9 (1) e 10 (J) ng/mL.
Nessas condi¢cdes, o aumento da concentragdo de T5-DNA ocasionou aumento da

polidispersidade.
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Figura 30: DistribuicGes de tamanho para os arranjos PSS/DODAB/T5-DNA, onde as concentracdes finais fixas
de PSS301 e DODAB foram de 5x10° particulas/mL e 0,02 mM, respectivamente. A concentracéo final de T5-
DNA foide 1 (A), 2 (B), 3(C),4 (D),5(E), 6 (F), 7 (G), 8 (H), 9 (1) e 10 (J) ng/mL. Todas as amostras foram
preparadas em NaCl 1 mM e interagiram por 1 h/25°C.

A Figura 31 apresenta o efeito da concentracdo de T2-DNA sobre o didmetro médio
(A) e o potencial-zeta (B) dos arranjos PSS301/DODAB/T2-DNA. Desta forma, observa-se
que a concentragdo de T2-DNA necesséria para a maxima agregacdo dos arranjos (6 pg/mL)

foi semelhante a concentracdo requerida pelos arranjos PSS301/DODAB/T5-DNA (Figura
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29). Assim como nos outros experimentos, apds a neutralizacdo de cargas, ocorre a reversao

do potencial-zeta e as particulas adquirem superficie negativamente carregada.
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Figura 31: Didmetro médio (A) e potencial-zeta (B) para arranjos PSS301/DODAB/T2-DNA, onde as
concentrac@es finais fixas de PSS301 e DODAB foram de 5x10° particulas/mL e 0,02 mM, respectivamente. A
concentracdo de T2-DNA variou de 1 a 10 pug/mL. Todas as amostras foram preparadas em NaCl 1 mM e
interagiram por 1 h/25°C.

A Figura 32 mostra as distribui¢cdes de tamanho para os arranjos PSS301/DODAB/T2-
DNA. As concentragbes finais de PSS301 e de DODAB foram fixadas em 5x10°
particulas/mL e 0,02 mM, respectivamente. As concentracdes finais de T2-DNA foram de 1
(A), 2 (B),3(C),4(D),5(E), 6 (F),7(G),8(H),9(l)e 10 (J) ug/mL. Nota-se que a alta

polidispersidade aumenta com o aumento da concentracdo de T2-DNA.
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Figura 32: Distribuicdes de tamanho para os arranjos PSS301/DODAB/T2-DNA, sendo as concentracdes finais
fixas de PSS301 e DODAB iguais a 5x10° particulas/mL e 0,02 mM, respectivamente. A concentracio final de
T2-DNA foi de 1 (A), 2 (B), 3 (C), 4 (D), 5 (E), 6 (F), 7 (G), 8 (H), 9 (I) e 10 (J) ng/mL. Todas as amostras
foram preparadas em NaCl 1 mM e interagiram por 1 h/25°C.

A Tabela 7 mostra o diametro médio, potencial-zeta e polidispersidade para particulas
de PSS301 (5x10° particulas/mL), dispersdo de DODAB e para os arranjos supramoleculares

PSS301/DODABI/A, T5 e T2-DNA em concentracdes crescentes de DNA.
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Tabela 7: Diametro médio, potencial-zeta e polidispersidade para particulas de PSS301
(5x10° particulas/mL), dispersio de DODAB e para 0s arranjos supramoleculares
PSS301/DODAB/A, T5 e T2-DNA em concentragdes crescentes de DNA.

Arranjos [DNA] Diametro  Potencial-zeta _

(ug/mL)  médio (nm) (mV) Polidispersidade

PSS301 - 308 +2 -44 £ 3 0.038 £ 0.005

DODAB (2 mM) - 65+ 2 45+2 0.289 + 0.006

PSS301/DODAB (0,02 mM) - 309+3 54 +2 0.030 £0.021

PSS301/DODAB/A-DNA 1 351+4 53x1 0.128 +0.028

2 412 +3 39+1 0.159 +0.026

3 404 + 4 25+3 0.145+0.039

4 1363 + 34 22+1 0.310 = 0.006

5 2741 + 287 11+1 0.336 £ 0.014

6 2039 + 49 5+2 0.365 +0.028

7 2011+ 79 7x1 0.245 +0.036

8 502 +3 -37+2 0.192 £0.017

9 456 + 3 -38+2 0.192 £0.021

10 439 +£2 42+2 0.195+0.015

PSS301/DODAB/T5-DNA 1 333+4 45+3 0.130 +£0.028

2 351+4 40+1 0.105+0.034

3 412 +5 39+3 0.147 +£0.027

4 528 +10 30x1 0.240+£0.016

5 2403 £ 72 8+1 0.315+0.023

6 2553 £ 72 6+1 0.318 £0.027

7 549 £ 7 -25+2 0.236 £0.016

8 480 £5 -36 + 2 0.245+0.013

9 547+ 6 -50 £ 2 0.244 +£0.016

10 476 £ 4 -50+3 0.212+0.010

PSS301/DODAB/T2-DNA 1 430+3 33+3 0.252+£0.014

2 615+4 23+2 0.280+£0.011

3 623+ 6 19+2 0.286 +£0.014

4 764 £ 25 14+ 4 0.303 £ 0.030

5 1083 =29 12+1 0.331+0.012

6 2240 £ 134 5+1 0.360 = 0.025

7 1004 + 59 -29+2 0.331+0.013

8 659 + 39 -42+2 0.287+0.014

9 637+9 -52+1 0.265+0.017

10 667 + 18 -58£1 0.309 £ 0.015
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Conforme a Tabela 7, podemos verificar que em concentracdes de 5, 6 e 6 ng/mL de
A, T5 e T2-DNA, respectivamente, 0s potenciais-zeta sdo proximos de zero e a agregacao é
méaxima, verificada pelo aumento maximo do tamanho dos arranjos. Semelhantemente ao
experimento realizado com os arranjos PSS137/DODAB/DNA, apds a neutralizacéo de cargas
ocorre uma redispersdo, evidenciada pela diminuicdo do tamanho das particulas, mas a alta
polidispersidade revela a baixa estabilidade coloidal para os arranjos em concentragdes
crescentes de DNA. Mais uma vez, a menor estabilidade coloidal e a maior polidispersidade
foram observadas para o DNA de maior peso molecular (T2-DNA) em concentragdes
crescentes de DNA acima da neutralizacdo de cargas, ap6s a reversao do potencial-zeta de

positivo para negativo.

Para avaliar o efeito do tipo de DNA sobre o didmetro médio, o potencial-zeta e a
polidispersidade, as concentracfes dos trés tipos de DNA (A, T5 e T2-DNA) foram fixadas
em 10 pg/mL e os experimentos foram realizados para os arranjos PSS137/DODAB/DNA
(Figura 33 A, B e C) e PSS301/DODAB/DNA (Figura 33 D, E e F). O peso molecular dos
DNAs aumenta na ordem de A < T5 < T2-DNA. Desse modo, o0 aumento do peso molecular
ocasionou aumento dos tamanhos, reducdo dos potenciais-zeta com producdo de particulas
mais negativamente carregadas e aumento substancial das polidispersidades dos arranjos

supramoleculares.
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Figura 33: Efeito do tipo de DNA (A, T5 e T2-DNA) em uma concentracdo fixa de 10 pg/mL de DNA sobre o
diametro médio, o potencial-zeta e a polidispersidade dos arranjos PSS137/DODAB/DNA (A, B, C) e
PSS301/DODAB/DNA (D, E, F).

4.4 - Estabilidade coloidal dos arranjos PSS301/DODAB e PSS301/DODAB/DNA através
de leituras de turbidez a 400 nm

Em uma primeira etapa, o efeito da concentracdo de DODAB sobre particulas de
PSS301 foi avaliado atraves de cinéticas de turbidez a 400 nm. A Figura 34 (A) mostra
cinéticas de turbidez para arranjos PSS301/DODAB em fung¢éo do tempo (30 minutos) apos a
adicdo de DODAB. A concentragdo de PSS301 foi fixada em 5x10° particulas/mL e a
concentracdo de DODAB variou em uma faixa de 1x10“ a 5x10° mM. A Figura 34 (B)
apresenta a leitura de turbidez a 400 nm no instante 5 minutos para 0s arranjos
PSS301/DODAB em funcdo da concentragdo de DODAB. Este estudo tornou possivel o
conhecimento da concentracdo de DODAB necessaria para a maxima agregacdo
interparticulas. Observa-se que, assim como nos experimentos que determinaram o didmetro

médio dos arranjos PSS301/DODAB (Figura 14 A), a concentragdo de DODAB requerida
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para a maxima agregacdo é em torno de 6x10™* mM. Este resultado é evidenciado pela
diminuicdo acentuada da turbidez da amostra que atingiu um valor minimo de
aproximadamente 1.150, quando comparado com outros valores de turbidez para outras

concentracfes de DODAB.
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Figura 34: Efeito do tempo (A) e concentracdo de DODAB (B) sobre cinéticas de turbidez a 400 nm para os
arranjos PSS301/DODAB. As concentracao finais de PSS foi de 5x10° particulas/mL, enquanto a concentracio
de DODAB variou de 1x10* a 5x10 mM. Notar que a turbidez do particulado sem DODAB ¢ estavel com o

tempo e igual a aproximadamente 1.5.

O efeito do tipo e concentracdo de DNA sobre cinéticas de turbidez a 400 nm foi
avaliado para os arranjos PSS301/DODAB/DNA para dois diferentes DNAs (A e T2-DNA)
(Figura 35). A Figura 35 (A e C) apresenta cinéticas de turbidez para os arranjos
PSS301/DODAB/A-DNA e PSS301/DODAB/T2-DNA, respectivamente, em fungdo do
tempo (30 minutos) apos a adicdo de DNA. A Figura 35 (B e D) mostra leituras de turbidez a
400 nm no instante 5 minutos para os arranjos PSS301/DODAB/A-DNA e PSS/DODAB/T2-

DNA, respectivamente, em fungdo da concentracdo de DNA. As concentragdes finais de
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PSS301 e DODAB foram, respectivamente, 5x10° particulas/mL e 0,02 mM, enquanto as

concentragOes de A e T2-DNA variaram de 1 a 10 png/mL.
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Figura 35: Efeito do tempo, tipo e concentracdo de DNA sobre cinéticas de turbidez a 400 nm para os arranjos
PSS301/DODAB/A (A, B) e T2-DNA (C, D). As concentracdes finais de PSS e DODAB foram 5x10°
particulas/mL e 0,02 mM, respectivamente. A concentracdo de DNA variou de 1 a 10 pg/mL para A e T2-DNA.

A adicdo de DNA ao particulado biomimético catiénico levou a uma rapida mudanca
de turbidez que permaneceu praticamente constante durante 30 minutos apos a adi¢édo (Figura
35 A e C). Em certos valores de concentracdo de DNA observou-se extensa agregacdo da
dispersdo com ocorréncia de sedimentacéo e diminuicao do valor de turbidez do sobrenadante

(Figura 35 A e C). A turbidez no sobrenadante foi de 0,938 para PSS301/DODAB/A-DNA e
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0,254 para PSS301/DODAB/T2-DNA em 7 e 8 pg/mL de DNA, respectivamente. Este
resultado € consistente com a concentracdo de 6 pg/mL de DNA requerida para potencial-zeta
igual a zero e neutralizacdo de carga (Figuras 27 e 31).

A maior diferenca entre A e T2-DNA refere-se a possibilidade de redispersdo dos
arranjos PSS301/DODAB/DNA ap6s a neutralizacdo de cargas. Somente 0s arranjos
PSS301/DODAB/A-DNA sdo capazes de redispersar acima desse ponto (Figura 35 B). Os

arranjos PSS301/DODAB/T2-DNA ndo redispersam (Figura 35 D).

45 - Fotografia das dispersdes PSS137/DODAB/DNA e PSS301/DODAB/DNA e
visualizacdo dos arranjos PSS137/DODAB/T2-DNA por microscopia de forca atdmica
(AFM)

As fotos das dispersdes PSS137/DODAB/DNA e PSS301/DODAB/DNA e imagens
de AFM sdo mostradas na Figura 36. A Figura 36 (A) mostra as fotos das dispersdes
PSS/DODAB/DNA nos tubos de ensaio. Dois tamanhos de particulas biomiméticas foram
usados: 309 nm (PSS301/DODAB) e 149 nm (PSS137/DODAB). Trés concentracdes de cada
um dos DNAs utilizados (A, T5 e T2-DNA) foram escolhidas: a primeira, abaixo da
neutralizacdo de cargas (com arranjos positivamente carregados), a segunda, na neutralizacao
de cargas (com potencial-zeta proximo a zero) e a terceira, acima da neutralizacdo de cargas
(com arranjos negativamente carregados). O controle (0) refere-se ao arranjo sem 0 DNA, ou
seja, com concentracdo zero de DNA. Como verificado nos experimentos anteriores, 0 DNA
de maior peso molecular (T2-DNA) € o que apresenta menor estabilidade coloidal,

visualizada pela ndo redispersdo ap0s a neutralizacdo de cargas (Figura 36 (A)).
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Figura 36 (A): Visualizagdo macroscopica das dispersdes de PSS301/DODAB/DNA e PSS137/DODAB/DNA
nos tubos de ensaio em concentragdes crescentes de A, T5 e T2-DNA.

A Figura 36 (B) mostra as imagens de AFM obtidas para 0s arranjos
PSS137/DODAB/T2-DNA no ponto de neutralizagdo de cargas (8 pg/mL de T2-DNA).
Arranjos que mimetizam os nucleossomos puderam ser visualizados por AFM. Todas as
particulas adsorveram as longas cadeias de DNA e a imagem mais freqliente foi a formacao
de conglomerados muito semelhantes a aqueles encontrados em amostras biolégicas onde o
DNA esta enrolado ao redor de cada nucleossomo para formar a cromatina (Stryer et al.,
2004). Modelos artificiais de cromatina foram recentemente desenvolvidos a partir de
nanoparticulas de silica com 10, 15 e 40 nm de diametro médio recobertas com poli(L-lisina)
(Zinchenko et al., 2007-b). Neste trabalho, DNA de alto peso molecular extraido de

bacteriéfago e marcado com molécula fluorescente foi compactado sobre nanoparticulas



63

catidnicas sendo visualizado por microscopia de fluorescéncia. Foi observado que quanto

maior o tamanho da particula, maior a compactacdo do DNA (Zinchenko et al., 2007-b).

(B)

Figura 36 (B): Imagens de AFM para o arranjo PSS137/DODAB/T2-DNA no ponto de neutralizag8o de cargas
(8 ng/mL de T2-DNA).
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A Figura 37 apresenta um esquema dos arranjos PSS/DODAB/DNA. Microesferas de
PSS recobertas com uma bicamada catibnica de DODAB podem ser visualizados por

microscopia eletronica de transmissdo (TEM) (Petri & Carmona-Ribeiro, 2007).

ot

Figura 37: Representacdo esquematica de uma particula biomimeética utilizada para imobilizacdo de DNA (uma
biomolécula de carga oposta).

4.6 - Determinacdo da curva de crescimento bacteriano para duas espécies de

microrganismos

Conforme a Figura 38, foram obtidas curvas de crescimento para as bactérias de E.
coli (Figura 38 A e B) e S. aureus (Figura 38 C e D), relacionando densidade numérica de
células determinada pelos métodos de plaqueamento (UFC/mL) e leitura de turbidez (600
nm). O grafico da turbidez (Figura 38 A) e densidade numerica de células — n (Figura 38 B)
em funcdo do tempo de cultivo para bactéria de E. coli mostrou que, ap6s 60 min de cultivo,
as bactérias entraram na fase log. Tanto a curva de turbidez quanto a curva de viabilidade
indicaram que, apos 300 minutos de cultivo, as bactérias ainda se encontraram em aumento
exponencial. Para as células de S. aureus tanto a curva de turbidez (Figura 38 C) quanto a
curva de viabilidade (Figura 38 D) indicaram que, apds 120 minutos de cultivo, as bactérias

entraram na fase log e continuam nela ap6s 450 minutos de cultivo.
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Figura 38: Curvas de crescimento para bactérias de E. coli (A, B) e S. aureus (C, D) pelos seguintes métodos:
leituras de turbidez a 600 nm (A e C) e densidade numérica de células n (B e D) como uma funcéo do tempo de
K;IJ:ItII:/(()gem horas. Antes de plaquear 0,1 mL da mistura em &gar, dilui¢des de 1:1000 foram realizadas em &gua
4.7 - Efeito dos arranjos PSS137/DODAB/DNA ou PSS301/DODAB/DNA sobre a
viabilidade celular de E. coli

A viabilidade celular de E. coli foi afetada de diversas maneiras de acordo com carga e
tamanho de particula, tipo e concentragdo de DNA (Figura 39). Foram obtidas viabilidades
celulares para trés diferentes DNAs (A, T5 e T2-DNA) que interagiram com particulas
biomiméticas de dois diferentes tamanhos: 149 nm (PSS137/DODAB) e 309 nm
(PSS301/DODAB). A Figura 39 (A, B e C) mostra as curvas de viabilidade celular de E. coli
para os arranjos PSS137/DODAB/A, T5 e T2-DNA, respectivamente. Observa-se que a
viabilidade celular é zero em baixas concentragdes de DNA (0-5 pg/mL de DNA) indicando

0 carater toxico da predominancia de arranjos positivos em dispersdo. As curvas de

viabilidade celular de E. coli para os arranjos PSS301/DODAB/A, T5 e T2-DNA também s&o
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mostradas na Figura 39 (D, E e F, respectivamente). A viabilidade celular de E. coli também é

zero em baixas concentrac6es de DNA e aumenta a partir da neutralizagdo de cargas.

100+
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Figura 39: Efeito dos arranjos supramoleculares PSS/DODAB/DNA sobre a viabilidade celular (%) de E. coli.
Particulas biomiméticas cationicas (149 e 309 nm de didmetro médio) interagiram com A-DNA (A, D), T5-DNA
(B, E) e T2-DNA (C, F) As concentragdes finais de PSS137 e PSS301 foram de 2,4x10% e 5x10° particulas/mL.
A concentracdo final de DODAB foi igual a 0,02 mM. A concentracdo final de células de E. coli em cada

amostra foi de 1x107 UFC/mL.

Arranjos envolvendo A-DNA afetam a viabilidade celular de E. coli de modo similar
para os dois tamanhos de particulas biomiméticas catidnicas testadas (Figura 39 A e D). Ja os
arranjos envolvendo T5 ou T2-DNA afetam a viabilidade celular de E. coli de modo diferente
para os dois tamanhos de particulas biomiméticas cationicas testadas (Figura39 Be E; Ce F).
Em uma concentracdo de DNA necessaria para a neutralizacdo de cargas ou acima dela a
viabilidade celular de E. coli foi maior para os arranjos envolvendo T5 e T2-DNA (Figura 39
B e E; C e F) do que para os arranjos que envolveram A-DNA (Figura 39 A e D). Talvez,
uma possivel explicacdo para a baixa viabilidade celular € que A-DNA (a molécula de DNA

de menor tamanho e peso molecular utilizada no experimento) compacta-se melhor sobre as

DZ: 149 nm

DZ: 309 nm
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particulas biomiméticas em comparacdo com as moléculas de DNAs maiores (ver imagens de
AFM para os arranjos PSS137/DODAB/T2-DNA na Figura 36 B). Desta maneira, uma maior
quantidade de particulas biomiméticas catibnicas livres ocasionariam a diminuicdo da
viabilidade celular. Compostos catidnicos sdo reconhecidamente toxicos para células
procarioticas e eucaridticas (Pereira et al., 2008; Carmona-Ribeiro et al., 1997). A Figura 40
apresenta a situacdo de algumas particulas catiénicas livres em contraste com a situacdo de
auséncia de particulas catidnicas livres em dispersdo. No primeiro caso seria esperada menor
viabilidade celular, potencial-zeta menos negativo e tamanhos médios menores em relagdo ao

segundo caso.

Figura 40: Representagdo esquematica das possibilidades de compactacdo de DNA de cadeia longa (vermelho)
sobre particulas biomiméticas catidnicas (cinza).
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Para avaliar a relacédo entre potencial-zeta e tipo de DNA sobre a viabilidade celular de
E. coli as concentracdes dos trés tipos de DNA (A, T5 e T2-DNA) foram fixadas em 10
ug/mL e os experimentos foram realizados para os arranjos PSS137/DODAB/DNA (Figura

41 A e B) e PSS301/DODAB/DNA (Figura 41 C e D). Os controles referem-se aos arranjos

PSS137/DODAB e PSS301/DODAB na auséncia de DNA.
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Figura 41: Efeito tipo de DNA (A, T5 e T2-DNA) em uma concentracdo fixa de 10 pg/mL de DNA sobre o
potencial-zeta e a viabilidade celular de E. coli para os arranjos PSS137/DODAB/DNA (A e B) e
PSS301/DODAB/DNA (C e D).

O efeito mais significativo observado nos experimentos de viabilidade celular de E.
coli corresponde a acdo bactericida dos arranjos supramoleculares catidnicos em baixas
concentracfes de DNA (Figura 39). Para 10 pg/mL de DNA, os arranjos anidnicos
PSS/DODAB/DNA resultaram em viabilidades celulares que variaram entre 20 e 70 %, mas
gue nao resultaram em um comportamento monotdnico com potencial-zeta (Figura 41) ou

tamanho de particula (Figura 33 A e D).
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A questdo relevante para aplicacdes de particulas catidnicas em terapia génica refere-
se a internalizacdo dos arranjos particula catinica-gene e as propriedades desses arranjos que
implementardo essa internalizacdo (Rejman et al., 2004). O tamanho parece ser uma
propriedade importante que determina o mecanismo de entrada das particulas na célula. O
tamanho de lipoplexos é dificil de controlar e seria de se esperar que particulas biomiméticas
catidnicas apresentassem a vantagem do controle de tamanho dos arranjos para se determinar
efeitos de tamanho sobre a transfeccdo. Essa, de fato, € uma perspectiva de grande potencial
que devera ser investigada no futuro para entrega de genes carreados por plasmideos

adsorvidos sobre as particulas biomiméticas catidnicas.
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4 - CONCLUSOES

Particulas biomiméticas catibnicas monodispersas obtidas em uma ampla faixa de
tamanhos podem ser utilizadas para interagdo com DNA de cadeia longa. Os arranjos
supramoleculares de particulas catidnicas e DNA neutros ou anibnicos exibem baixa
estabilidade coloidal, alta polidispersidade e alguma citotoxicidade contra E. coli. Os arranjos
supramoleculares cationicos exibem alta citotoxicidade (0% de viabilidade celular), alta
estabilidade coloidal e boa polidispersidade. Na neutralizagdo de cargas, 0s arranjos com
DNA de maior peso molecular revelaram por AFM conglomerados solenoidais de particulas
similares a nucleossomos. A interacdo entre as particulas biomiméticas catiénicas e DNAs
plasmidiais contendo genes deverd permitir uma melhor compreenséo de efeitos de tamanho,
carga e polidispersidade dos arranjos sobre entrega de genes em células eucaridticas ou

procaridticas.
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