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Resumo

Neste trabalho foram analisadas sob o ponto de vista fisico-quimico, as interagées entre

DNA e lipossomos cationicos de brometo de dioctadecildimetilaménio (DODAB).

Foram utilizados os seguintes modelos: 1) 2'-desoxiadenosina 5'-monofosfato (DMP),
um modelo de unidade monomeérica do polimero que € o DNA; 2) DNAs de bacteriéfagos T2,
T4, T5, T7 e i; 3) vesiculas pequenas de DODAB preparadas por sonicagdo; 4) vesiculas
grandes de DODAB preparadas por aquecimento (56 °C/30 minutos) ou vaporizagao

cloroformica.

A interacdo entre 2'-desoxiadenosina 5-monofosfato (DMP) e lipossomos de DODAB
resuitou em adsor¢do maxima de DMP ao lipossomo catiénico com uma propor¢do molar
DODAB : DMP de 2:1 e mobilidade eletroforética (ME) minima mas positiva dos lipossomos.
Em forca ibnica de 5 mM, a adsor¢do maxima de DMP sobre os lipossomos aproxima-se de
zero, mostrando que a formagao do complexo DODAB/DMP é essencialmente dirigida pela
atracdo eletrostatica. A adigdo de nucleotideo na faixa de milimolar (0,4 - 1,5 mM) induz a um
aumento de turbidez da dispersao de lipossomos (DODAB 0,08 mM) em fun¢édo do tempo.
Ocorrem velocidades de floculagdo muito maiores que as obtidas por adicdo de NaCl (40 - 120
mM). O nucleotideo comporta-se como um anion hidrofébico com uma afinidade pela
membrana muito maior que a exibida por um anion simpies como o cloreto. DMP induz ruptura
dos lipossomos contendo ["*C]sacarose, sugerindo que a interacdo DMP/bicamada ndo é
superficial. Embora a interagdo preserve a carga positiva do liposomo, a integridade lipossomal
ndo é preservada. Na adsorcdo maxima, a inser¢do de DMP na bicamada é a explicagdo mais
razoavel para manutenc¢do da carga positiva da vesicula, propor¢cdo molar DODAB : DMP de

2:1 e extravasamento de conteudo interno lipossomal.

A intefagéo DODAB/DNA também ¢é dirigida por atragdo eletrostatica entre o DNA e a
bicamada catidénica. Marcadores incorporados ao DNA ou a sitios da bicamada s&o deslocados
para a agua devido a interagdo. Sob condi¢cdes de excesso de DODAB, na situagao de
adsorcao maxima de DODAB sobre DNA, existem cerca de 70 moléculas de DODAB por
nucleotideo de DNA e esta propor¢cdo nao depende do tipo de DNA. A interagcdo DODAB/DNA
leva a formagéo de glébulos visiveis por microscopia 6ptica de campo escuro e ocorréncia de
uma dependéncia linear entre turbidez e 1/A%, onde A & o comprimento de onda da luz
incidente. Na condi¢do de adsor¢cdo maxima de DODAB, a formac&o de complexos globulares
DODAB/DNA causa perda de hipocromismo da dupla fita de DNA conforme detectado por



efeitos de temperatura sobre absorbancia em 260 nm de misturas DNA/DODAB. Em suma, a
interacdo de DODAB/DNA n&o é superficial: o lipossomo perde sua integridade e o DNA perde
sua estrutura em dupla hélice, tornando-se fita simples. A atragdo hidrofobica entre bases
nitrogenadas de DNA e cadeias hidrocarbénicas dos lipidios catiénicos tem papel importante

na determinagdo da estrutura do complexo.



Abstract

In this work, interactions between DNA and cationic liposomes made up of
dioctadecyldimethylammonium bromide (DODAB) are evaiuated from a physicochemical point

of view.

The following models were used: 1) 2’-deoxyadenosine 5-monophosphate (DMP), a
model of monomeric unity of polymer, the DNA; 2) DNAs of T2, T4, TS5, T7 and A
bacteriophages; 3) small vesicles of DODAB prepared by sonication; 4) large vesicles of

DODAB prepared by heating (56 °C/30 minutes) or by chloroform vaporization.

The interaction between 2'deoxyadenosine 5-monophosphate (DMP) and cationic
liposomes made up of dioctadecyldimethylammonium bromide (DODAB) in water is described.
At maximal adsorption, the molar ratio DODAB/DMP is 2:1 and electrophoretic mobility for the
liposomes attains a minimum at a positive value. At 5 mM ionic strength, maximal DMP
adsorption on the liposome becomes close to zero, demonstrating that the electrostatic
attraction essentially drives the DODAB/DMP complexation. Over the millimolar range of DMP
concentrations (0.4-1.5 mM), upon nucleotide addition, turbidity of the liposome dispersion (0.08
mM DODAB) steeply increases as a function of time in contrast with the much smaller
flocculation rates upon NaCl addition over a much higher range of NaCl concentrations (40-120
mM). The nucleotide behaves as a hydrophobic anion with an affinity for the membrane that is
much higher than that exhibited by a simple anion as chloride. DMP-induced rupture of
liposomes containing ['*C]sacarose was evaluated from dialysis of DMP/liposomes mixtures. In
water, DMP-induced leakage of radioactive liposomal contents suggests that the DMP/bilayer
interaction is not superficial. Although the interaction preserves the positive liposome charge, it
doesn't preserve its integrity. At maximal adsorption, DMP insertion in the cationic bilayer is the
most reasonable explanation for the remaining positive charge on the vesicle, the 2:1 DODAB :

DMP molar ratio, and leakage of internal contents from the liposome.

The DODAB/DNA interaction is also driven by the electrostatic attraction between DNA
and bilayer. Probes located on DNA or in the bilayer are displaced from their DNA or bilayer
sites. Under conditions of DODAB excess, at maximal DODAB adsorption on DNA, there are
ca. 70 DODAB molecules adsorbed per nucleotide on DNA, a molar proportion (MP) that does
not depend on DNA type. The DODAB/DNA interaction led to formation of globules as

visualized from dark-field optical microscopy and to occurrence of a linear dependence between



turbidity for the mixture and 1/A% where A is the wavelength of incident light. At maximal
DODAB adsorption, the formation of DODAB/DNA globular complexes causes loss of double-
stranded DNA hypochromism as detected from temperature effects on DNA absorbance at 260
nm in the presence or absence of DODAB. In summary, liposome loses its integrity and DNA
loses its double helix becoming single-stranded. The hydrophobic attraction between

nitrogenous bases on DNA and hydrocarbon chains on liposome bilayers plays an important
role in determining structure of the complex.
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1 - INTRODUCAO

1.1 - Estrutura do DNA (acido desoxirribonucleico)

O DNA é um polimero de unidades de desoxirribonucleotideo. Um nucleotideo
consiste de uma base nitrogenada, um agucar e um ou mais radicais fosfato. O agucar em
um desoxirribonucleotideo € a desoxirribose. A base nitrogenada € um derivado de purina
ou pirimidina. As purinas no DNA sao a adenina (A) e a guanina (G), e as pirimidinas sdo a
timina (T) e citosina (C) (Stryer, 1992).

O DNA e uma molécula estruturaimente dinamica que pode existir sob uma
variedade de formas helicoidais: A, B (a hélice classica de Watson-Crick) e Z. Nestes DNAs,
dois filamentos com sentidos opostos sdo mantidos unidos pelos pareamentos de bases tipo
Watson-Crick e interagdes de bases do mesmo filamento. A sequéncia agucar-fosfato de um
flamento esta do lado externo e as bases nitrogenadas estdo do lado interno da dupla
hélice. Os DNAs A e B sdo hélices com giro para a direita nas quais a unidade de repeti¢éo
€ um mononucleotideo. No B-DNA, os pares de bases sdao quase perpendiculares ao eixo
da hélice, enquanto no A-DNA, eles estéo inclinados. A desidratacdo induz a transicao de B
para A-DNA. O DNA Z & uma hélice para a esquerda em que a unidade de repeticdo € um
dinucleotideo. A maioria do DNA em um genoma esta na forma de hélice B de Watson-
Crick. Uma importante caracteristica estrutural da héelice B é a preseng¢a de sulcos maior e
menor, que apresentam diferentes aceptores e doadores potenciais de hidrogénios, de
acordo com sua sequéncia de bases (Stryer, 1992). Ainda, para uma umidade relativa
pequena (até 60%), o DNA assume a forma A, para uma umidade mais alta assume a forma
B hexagonal e mais tarde, foi descoberta a forma C, em que o DNA é voitado para a direita
e é da “familia” da forma B-DNA (Volkenshtein, M.V., 1985).

O DNA é encontrado na natureza na forma de dupla hélice, constituido por duas
cadeias de polinucleotideos enrolados entre si, cujas bases nitrogenadas estdo unidas em
pares através de pontes de hidrogénio. A adenina (A) de uma cadeia esta ligada com a
timina (T) da outra, e a guanina (G) com a citosina (C). Assim, duas cadeias de DNA sao
complementares entre si e antiparalelas (Volkenshtein, M.V., 1985).

Durante a replicacédo, a dupla hélice se separa como consequéncia da ruptura das
pontes de hidrogénio e do enrolamento das cadeias. Cada uma delas serve de matriz para
uma nova cadeia complementar. Os mondémeros da nova cadeia se unem com a matriz,
formando os pares de Watson-Crick AT, TA, GC e CG e duas hélices duplas, idénticas a

inicial. Este € o chamado modelo semiconservativo (Volkenshtein, M.V., 1985).



~

As solugbes de DNA sdo muito viscosas. O DNA esta enrolado e sua rigidez €
grande, sendo que o seu comprimento em NaCl 0,15 M € igual a 50 nm, em NaCl 0,0014 M
€ de 80 nm. O comprimento de 50 nm aproximadamente corresponde a 150 espirais de
nucleotideos (Volkenshtein, M.V., 1985).

A densidade do DNA, proxima a 1,7 g/cm3, cresce linearmente ao aumentar o
conteudo de G+C. A cada por cento de GC corresponde um aumento de densidade de
0,00103 g/cm® (Volkenshtein, M.V., 1985).

Durante o aguecimento ou mudanga de pH, ocorre denaturagdo do DNA, em que
esta molécula em dupla hélice origina duas cadeias separadas. Com isto, diminui-se
fortemente a viscosidade e a intensidade de absor¢do na regido de 260 nm aumenta. A
dupla hélice possui nesta regido, um hipocromismo muito grande, sendo que os acidos
nucleicos espiralados tém a intensidade de absorgdo muito menor que nos denaturados
(Volkenshtein, M.V., 1985).

A temperatura de fusao da dupia hélice depende linearmente do conteudo de pares
GC. Durante a fusao, as pontes de hidrogénio entre as bases sdo substituidas por ligagbes
com moléculas de agua e por isso, € pequena a diferengca de energias das pontes de
hidrogénio na espiral e na fita unica, mas também devem existir outros fatores que
estabelecem a dupla hélice. A temperatura de fusdo do DNA aumenta com 0 aumento da
forca idnica da solugdo, aproximadamente proporcional ao logaritmo da concentragcio de
cations. Os cations sao necessarios para formar espirais, pois compensam as cargas dos
grupos fosfato, diminuindo a repulsdo eletrostatica entre as cadeias (Volkenshtein, M.V.,
1985).

As cadeias do DNA denaturadas sao capazes de se renaturar, formando de novo a
dupla hélice. Durante o resfriamento lento, o DNA denaturado restabelece parcialmente a
atividade biolégica e o efeito hipocrémico (Volkenshtein, M.V., 1985).

As moléculas pequenas em varios casos influem substancialmente na funcdo
biologica do DNA e RNA. Algumas sdo mutagénicas, enquanto outras inibem a transcri¢ao.
Por exemplo, moléculas do tipo dos corantes acridinicos estratificam-se entre os pares de
bases na dupla hélice do DNA ou situam-se em um sulco menor sobre a superficie da dupla
hélice (Volkenshtein, M.V., 1985).



1.2 - Lipossomos

Lipossomos sdo estruturas esféricas compostas de bicamadas concéntricas simples
ou muitiplas, resultantes da auto-associacdo de moléculas anfifilicas, tais como fosfolipidios,
em um meio aquoso. Os grupos da cabeca polar sao localizados na superficie das
membranas, em contato com 0 meio, enquanto as cadeias de acido graxo formam o centro
hidrofobico das membranas, protegido da agua (Vide Figura 1.1). Estas vesiculas tém parte
da fase aquosa no seu interior e, consequentemente podem capturar e segregar moléculas
polares; além disso, por causa das propriedades fisico-quimicas de seus constituintes,
podem também dissolver moléculas hidrofébicas em suas bicamadas. Lipossomos podem
ser preparados com muitos tamanhos diferentes, variando de vesiculas unilamelares
pequenas (SUV - small unilamellar vesicules), cujo menor didmetro pode ser de cerca de 20
nm, até vesiculas unilamelares gigantes (GUV - giant unilamellar vesicles) com diametro de
dezenas de um. Pertencendo a primeira geragdo de lipossomos, estdo as vesiculas
multilamelares (MLV - multilamellar vesicles) com varias centenas de nm em diametro
(Bangham, 1965), e as mais recentes vesiculas unilamelares grandes (LUV - large
unilamellar vesicles), caracterizadas por volumes de captura alta, com diametro ajustavel
(100 ou 200 nm) e tamanho reduzido por extrusdo através de membranas especificas
(Schuber, F. et al., 1998).
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Figura 1.1 - Estrutura de uma vesicula unilamelar.



Em esséncia, os liposomos sdo estruturas altamente versateis cujas propriedades
podem ser moduladas por mudang¢a nos parametros tais como tamanho, lamelaridade,
composicdo das bicamadas, cargas e propriedades de superficie. A quimica dos
(fosfo)lipidios, que sdo os constituintes de lipossomos, permite planejar analogos com novas
propriedades e derivados a serem ligados a superficie das vesiculas. Lipossomos tém
atraido um enorme interesse:

i) na pesquisa basica (Quimica e Biologia) como modelos de membrana, mas
também oferecem atraentes possibilidades para confinamento de reagdes quimicas em
volumes muito pequenos,

ii) como veiculos para transporte de drogas e, recentemente, para transporte de
genes,

i) em biotecnologia, industria farmacéutica (desenvolvimento de formulagdes
antitumorais e vacinas baseadas em lipossomo) e em cosméticos (Schuber, F., 1998).

Os lipossomos podem ser planejados racionalmente, resultando em lipossomos n&o
reativos (estericamente estabilizados) (SLs), bem como lipossomos polimorficos (catidnicos,
fusogénicos). Os SLs podem ser planejados para exibir reatividade especifica
(direcionamento), enquanto lipossomos polimorficos podem exibir aita reatividade a acidos
nucleicos e membranas celulares. Devido a seu reduzido reconhecimento e ataque pelo
sistema imunolégico, estes lipossomos podem ter utilidade em quimioterapia de cancer. Os
lipossomos polimérficos sdo promissores em terapia génica devido a possibilidade da
transfecgcdo de DNA. Em paralelo, liberagdo mais eficiente e retengdo de drogas dentro de
lipossomos (baseado em acumulo ativo através de gradientes idnicos) tém contribuido para
utilizacao desta nova geragao de lipossomos (Lasic, D.D. & Papahadjopoulos, D., 1995).

Lipossomos estericamente estabilizados foram criados quando se soube que
estabilizacdo mecanica ou eletrostatica ndo poderiam formar lipossomos com suficiente
estabilidade em um ambiente biolégico como a circulagdo sistémica. Por isso, em SLs, a
bicamada lipidica contém glicolipidios ou mais recentemnte, lipidios conjugados com
etilenoglicol que forma uma barreira estérica externa a membrana. SLs mantém-se no
sangue até 100 vezes mais tempo que lipossomos convencionais € podem, por isso,
aumentar a eficacia farmacolégica dos agentes encapsulados. Além disso, SLs permitem
direcionar lipossomos para células especificas através de ligante, porque sdo muito menos
susceptiveis a ataque ndo especifico que os convencionais. SLs ligados a anticorpos ou
outros ligantes sdo acumulados muito mais prontamente em células alvo que os lipossomos
convencionais (Lasic, D.D. & Papahadjopoulos, D., 1995).



A melhoria na estabilidade biologica de SLs € devida a inibi¢do das interacbes com
proteinas do plasma (tais como opsoninas € lipoproteinas) e receptores de superficie celular
atraves de barreira estérica sobre a bicamada (Lasic, D.D. & Papahadjopoulos, D., 1995).

Aplicagao intravenosa de complexos DNA-lipossomos catibnicos tem sido realizada
mas com modesto sucesso. Como causas disso, tem sido citada a formacao de agregados
grandes entre complexos e proteinas do plasma aniénico, levando a neutralizagdo de carga
catidbnica e remocgéao rapida dos agregados do sistema reticuloendotelial e ent&o, redugio ou
abolicdo da atividade de transfecgdo. Tanto que, resuitados de alguns estudos sobre
imunizagdo com complexos SUV-DNA plasmidial indicam respostas imunes similares ou
modestamente mais altas que aquelas obtidas com DNA sozinho (Gregoriadis, G. 1998b).

Existem técnicas que provocam profundas mudancas no comportamento
farmacocinético das SL (lipossomos ndo reativos mas estericamente estabilizados). A meia
vida dos lipossomos convencionais no sangue, apos injec¢do intravenosa, por exemplo, pode
variar entre 2 horas e mais de 40 horas em humanos. Foram descobertos lipossomos de
circulagdo longa que sdo capturados mais lentamente por figado e bago, sendo direcionados
passivamente para sitios tumorais, aumentando a “biodisponibilidade” de drogas
antitumorais. Por exemplo, em certos tumores foram encontrados niveis de lipossomos 25
vezes mais altos mesmo apéds varios dias da injecdo. Uma outra consequéncia deste
fenémeno é o uso de SL para imagens (Schuber, F., 1998).

O tumor sélido de carcinoma de coélon C26 em camundongos é praticamente
insensivel a tratamentos com doxorrubicina livre ou incorporada em lipossomos
convencionais. Contudo, a administragdo de SLs contendo doxorrubicina (SL-Dox) resuitou
em completa remissdo de tumores em tratamentos precoces e em melhorias significativas
em tratamentos tardios. Em um modelo de tumor de carcinoma mamario em camundongos,
SL-Dox foi bem mais eficiente que lipossomos convencionais e reduziu a incidéncia de
metastases. SL-Dox pdde deter o crescimento de células tumorais de pulm&o humano em
severa imunodeficiéncia combinada (SCID) de camundongos, enquanto doses equivalentes
de doxorrubicina livre ou encapsulada em lipossomos convencionais, ndo foram eficazes
(Lasic, D.D. & Papahadjopoulos, D., 1995).

1.3 - Vesiculas de anfifilicos

Desde sua introdugdo como compostos sintéticos formadores de bicamada (Fendler,
J.H. 1980), dihexadecilfosfato de sodio (DHP) ou sais de dioctadecildimetilaménio (DODA)
tém encontrado diferentes usos em areas estratégicas (Carmona-Ribeiro, A.M., 1992). Em



particular, lipossomos catidnicos tém interagido com sucesso com superficies
negativamente carregadas tais como aquelas de células procaridticas (Martins et al., 1997)
ou eucarioticas (Carmona-Ribeiro, A.M. et al., 1997), proteinas antigénicas negativamente
carrregadas (Tsuruta, L.R. et al., 1997), acidos nucleicos (Behr, 1993), polimeros sintéticos
e latex (Carmona-Ribeiro, A.M. & Midmore, B.R., 1992a; Lessa, M.M. & Carmona-Ribeiro,
A.M.,1996) e superficies minerais (Rapuano, R. & Carmona-Ribeiro, A.M., 1997) (Carmona-
Ribeiro, AM, 2000).

As propriedades fisicas e funcionais de vesicuias anfifilicas variam com o método de
preparacdo. Trés destes tém sido empregados para preparar dispersdes de DODAC (cloreto
de dioctadecildimetilaménio) e DHP em solugbes aquosas: (1) sonicagdo em um banho ; (2)
sonicagdo com um tip ; (3) vaporizacédo cloroférmica. O segundo meétodo produz vesiculas
unilamelares e/ou fragmentos de bicamada e o terceiro, vesiculas unilamelares grandes.
Com a excegédo das vesiculas unilamelares grandes obtidas por vaporizagao cloroférmica,
as dispersdes obtidas pelos outros dois métodos ndo estdo ainda bem caracterizadas.
Medidas de turbidez em fungdo do tempo apés preparagéo de vesicula em agua revelaram
que as dispersdes obtidas por sonicagdo nao eram estaveis em contraste com a
estabilidade aparente de dias para a dispersdo preparada por vaporizagao cloroférmica
(Carmona-Ribeiro, AM., 1992).

Por outro lado, anfifilicos catiénicos de modo geral sdo reconhecidamente toxicos
tanto para células procariéticas como para as eucaridticas (Salt, W.G. & Wiseman, D.,
1970). Tapias et al. caracterizaram o efeito bactericida de vesiculas de brometo de
dioctadecildimetilaménio (DODAB) usando Escherichia coli como modelo (Téapias, G.N. et
al., 1994, Sicchierolli, S. M. et al., 1995). Essa investigagdo foi estendida ao efeito do
DODAB sobre a viabilidade de fibroblastos normais e transformados em cultura (Carmona-
Ribeiro, A.M. et al., 1997). Apdés meia hora de interacdo com células eucaribticas em
monocamada subconfluente, observou-se morte celular a partir de 0,1 mM de DODAB tanto
para as celulas normais quanto para as transformadas (Carmona-Ribeiro, A.M. et al., 1997).

A Tabela 1.1 ilustra a citotoxicidade de lipossomos de DODAB contra células de
mamifero e algumas bactérias ou fungos. Células de mamifero sdo mais resistentes a
DODAB que bactérias ou fungos, sobrando 50% de viaveis em DODAB 1,0 mM enquanto,
para os ultimos, 50% de viabilidade ocorre na faixa micromolar de concentragdes de
DODAB. Cerca de 100% de células de mamifero mantém-se vivas em concentragbes de
DODAB onde bactérias e fungos nao sobrevivem. Lipossomos de DODAB também séo

passiveis de uso como bactericidas em conjungdo com drogas (Carmona-Ribeiro, AM,
2000).



Tabela 1.1 - Citotoxicidade diferencial de lipossomos catiénicos de DODAB. Tempo de

interacao entre vesiculas pequenas de DODAB e células foi fixado em 1 h. Adaptado
de Carmona-Ribeiro, 2000.

Tipo de céluta Concentragéo inicial de  Concentracdo de DODAB
células viaveis para 50% de
(células/mL) sobreviventes (mM)

Fibroblastos de camundongo

Balb-c 373 normais (clone A31) 10* 1,000
Fibroblastos de camundongo
SVT2 (SV40 transformados) 10 1,000
Candida. albicans 2x 10° 0,010
Escherichia coli 2 x107 0,028
Salmonella typhimurium 2x 10’ 0,010
Pseudomonas aeruginosa 3x10’ 0,005
Staphylococcus aureus 3x10’ 0,006

Os lipossomos catidnicos podem agir como agentes antimicrobianos, causando
morte de bactérias e fungos em concentra¢cdes que mal afetam células de mamifero em
cultura (Carmona-Ribeiro, AM, 2000).

O efeito bactericida do DODAB foi avaliado para uma concentragao fixa de bactérias
viaveis (2,5 x 107 bactérias viaveis/mL) de E. coli, S. typhimunium, P. aeruginosa, e S.
aureus. A susceptibilidade frente ao DODAB aumentou de E. coli para S. aureus na ordem
acima. A viabilidade celular diminiu para 5% com tempo de interagdo até 1 h em
concentragbes de DODAB iguais a 50 e 5 uM para E. coli e S. aureus, respectivamente. Na
neutralizagdo de carga da celula bacteriana, a floculagdo das bactérias por vesiculas de
DODAB foi mostrada ser um processo de difusdo controlada. O efeito do tamanho de
vesicula sobre viabilidade celular demonstrou que vesiculas grandes, devido a sua
constante de afinidade mais alta por bactéria com relagéo as vesiculas pequenas, mataram
E. coli em concentra¢cdes menores de DODAB. Para E. coli e S. aureus, a determinacao
simultanea de viabilidade celular e mobilidade eletroforética em fungao da concentragdo de
DODAB mostra uma correlagdo muito boa entre carga da superficie celular e viabilidade
celular. Células carregadas negativamente sdo 100% viaveis enquanto células carregadas

positivamente ndo sobrevivem (Campanha, M. T.N. et al., 1999, Campanha, M.T.N., 2000).



O mecanismo de morte celular nao envolive lise celular ou ruptura vesicular como
avaliado por medidas de extravasamento celular de compostos fosforilados e por um ensaio
de ruptura vesicular (Martins, L.M.S. et ai., 1997). A membrana externa isolada de E. coli e
vesiculas pequenas catiénicas de DODAB interagem para dar um aumento na mobilidade
eletroforética de ghosts em fungdo de concentragdo de DODAB (Martins, L.M.S. et al,,
1997). A carga de superficie para ghosts torna-se zero na faixa micromolar de
concentragdes de DODAB. Outros autores também mostraram que adesdo vesicular a
membrana externa das bactérias € certamente o primeiro passo da interacdo (Frezard, F. &
Garnier-Suillerot, 1991).

A Tabela 1.2 mostra como os lipossomos catidnicos de DODAB sao utilizados para
carrear biomoléculas negativamente carregadas tais como proteinas ou o nucleotideo, 2'-
desoxiadenosina 5-monofosfato. Os lipossomos catidbnicos sao usados como
imunoadjuvantes para indugdo de um tipo de hipersensibilidade tardia como a proteina
antigénica de Mpycobactenum leprae com 18 kDa que provoca choque térmico. A
incorporagdo da proteina nos lipossomos adjuvantes aumenta a resposta imunolégica
celular em cerca de 10 vezes (Tsuruta, L.R. et al., 1997). Junto com a atracao eletrostatica
dirigindo a incorporagao da proteina sobre os lipossomos, ha também a atragdo hidrofébica
entre o lipossomo e a proteina que leva a grande incorporagdo em concentragdes de sal
altas. Albumina de soro bovino (BSA) e incorporagao de anti-BSA sobre os lipossomos
catibnicos sdo mais sensiveis a for¢a idnica que a incorporacdo de hsp - 18 kDA de M.
leprae (Tabela 1.2). A incorporagé@o diminui substancialmente quando realizada em PBS
invés de agua (Tabela 1.2), mostrando a relativa importancia de forcas eletrostaticas versus
forcas hidrofobicas determinando a incorporacdo de proteina no lipossomo. O nucleotideo
na Tabela 1.2 € um caso tipico de particdo de molécula cuja incorporagdo na bicamada

catibnica requer atracdo eletrostatica grande que ocorre em agua pura (Carmona-Ribeiro,
AM, 2000).



Tabela 1.2 - Incorporacdo (%) de uma variedade de biomoléculas sobre lipossomos
catidonicos de DODAB. Reproduzido de Carmona-Ribeiro, A.M., 2000.

Tipo e concentrac&o Biomolécula Meio Incorporacéo (%)

de lipossomos

DODAB LV/2,6 mM hsp 18 kDa agua | 94-100
(M. Jeprae) PBS 67-74

DODAB LV/4,0 mM BSA agua 100
PBS 32-35

anti-BSA agua 96-98

PBS 26-31

DODAB LV/0,5 mM  2'-deoxiadenosina agua 22-25

5'-monofosfato
DODAB LV/0,5 mM NaBr 5 mM 2-4

Bicamadas das dispersdes de DODAC e DHP preparadas por sonicagdo ou por
vaporizagao cloroférmica depositam sobre microesferas de poliestireno de carga oposta com
constantes de adsorc¢ao alta . No maximo de adsorgdo, a area por molécula de anfifilico
adsorvido, as propriedades eletrocinéticas, e os tamanhos medidos para particulas
observadas sao consistentes com deposicdo de bicamada. O processo de deposicdo é
controlado nao apenas por for¢as de interacdo entre as vesiculas e a microesfera mas
também por restricées de empacotamento dentro da bicamada. Vesiculas que tendem a
retornar ao estado lamelar, isto €, em um estado com raio de curvatura maior, ttm uma alta
afinidade por microesferas grandes depositando como bicamadas multtiplas, e uma afinidade
baixa por microesferas menores, depositando como bicamadas simples (Carmona-Ribeiro,
AM., 1992).

Vesiculas fosfolipidicas unilamelares pequenas e microesferas de poliestireno
interagem em solugdo aquosa para formar latex recoberto com fosfolipidios. Primeiro, a
bicamada anexa-se ao latex e segundo, a atragéo hidrofébica entre bicamada fosfolipidica e
superficie de poliestireno hidrofébica induz cobertura com uma monocamada fosfolipidica.
Depois disso, a(s) bicamada(s) deposita(m)-se sobre a monocamada que cobre o latex.
Estes resuitados podem ser importantes para reconstituicdo de fungao de proteina, estudos
sobre reconhecimento de superficie celular, e constru¢ao de kits imunolégicos e biosensores
(Carmona-Ribeiro, AM & Herrington, TM, 1993).

Vesiculas de DODAC e DHP em solugdo sao fioculantes ou estabilizantes eficientes
para dispersdes de carga oposta. Em contraste com surfactantes de cadeia simples, elas

sdo eficientes em concentragiéo muito baixa (10-200 uM). Uma vantagem sobre surfactantes
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com cadeias hidrocarbdnicas curtas & o carater irreversivel da adsor¢do de bicamada com

altas constantes de adsorgdo (Carmona-Ribeiro, AM., 1992).

1.4 - Lipossomos catidbnicos e carreamento de genes

O planejamento de sistemas artificiais capazes de carrear genes para células € um
campo de consideravel interesse em biologia molecular e engenharia genética. Protocolos
disponiveis para terapia génica baseiam-se principalmente em vetores virais recombinantes
de alta eficiéncia. O uso repetitivo ou em larga escala desses carreadores biologicos ird
eventualmente gerar diversos problemas que poderiam ser evitados com o uso de vetores
Inertes. Entretanto, estes ultimos, com raras exceg¢bes, tém-se revelado muito menos
eficientes que os primeiros. Diversos tipos de moiéculas catidnicas capazes de ligar DNA e
transporta-lo até as células tém sido descritos (Behr, J.P., 1993, Yu, W. et al., 1999). Dentre
essas moléculas estdo polipeptideos quiméricos e lipidios sintéticos.

Lipopoliaminas sintéticas (Behr, J.P. et al, 1989) foram utilizadas com sucesso em
diversas transfec¢gbes nao-virais (Loeffler, J.P. & Behr, J.P., 1993; Barthel, F. et al., 1993;
Behr, J.P., 1994). Mesmo assim, a eficiéncia de transfecgdo obtida utilizando esses vetores
é ainda ordens de magnitude inferior aquela obtida com os vetores biologicos.
Recentemente, Behr e colaboradores sintetizaram diversos anfifilicos catibnicos com
cadeias hidrocarbdnicas duplas ou simples, curtas ou longas; todas, tendo em comum o
carater poliaminico de suas cabecas polares (Remy, J-S. et al, 1994). A seguir,
compararam a eficiéncia de transfecgdo dessas moléculas com aquela do Transfectam
(marca registrada que corresponde ao DOGS - dioctadecilamidoglicilespermina) chegando a
definir um papel central para a cabecga poliaminica quanto a condensar o plasmideo e liga-lo
a superficie celular (Remy, J-S. et al., 1994). Ainda, estabeleceram que poliaminas de
cadeia unica (que formam micelas em solugdo aquosa) ndo promovem transfec¢do (Remy,
J-S. et al,, 1994). A observacgdo de fibroblastos 3T3 em cultura por microscopia de contraste
de fase ao longo da transfecgdo revelou o aparecimento de numerosas particulas aderidas
as células (Remy, J-S. et al., 1994). A poliamina interagiria com DNA condensando-o a
ponto de formar uma particula globular recoberta e carregada positivamente. O
recobrimento com a poliamina protegeria a particula de DNA a nivel de compartimento
endossomal de forma a haver eventualmente um acumulo no nucleo da célula onde
finalmente a particula recoberta se descobriria “dissolvendo” seu recobrimento poliaminico

em um oceano de DNA e recuperando sua conformagao helicoidal (Remy, J-S. et al., 1994).



Friend et al. usando lipossomos catiénicos compostos por N-(1-2,3-dioleiloxipropil)-
N,N,N-trimetilaménio (DOTMA) e dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE) compiexados a DNA
fizeram observagdes morfologicas da interagdo lipossomo/célula através de microscopia
eletronica, propondo que a principal rota de entrada de lipossomos catiénicos nas células
seria por endocitose. Ocasionalmente, ocorreria fusdo com o envelope nuclear e formacéo
de membranas vesiculares intranucleares e reticulares (Friend, D.S. et al., 1996).

Vieweg et al. usaram plasmideos complexados com lipossomos catiénicos para
terapia génica do cancer de prostata humano (Vieweg, J. et al., 1995). Foram feitos testes
para averiguar viabilidade clinica de vacinas tumorais nas quais o tumor féra geneticamente
modificado. Usando o complexo plasmideo/lipossomo catiénico foi possivel a introdugdo e
expressdo do gene IL-2 na linhagem de células tumorais de rato e em culturas de células
humanas (Vieweg, J. et al., 1995).

Mioblastos em cultura primaria transfectados com 2 pg de plasmidio pRSV-luc
complexado com 50 nmoles de lipossomos catiénicos (cloreto de N-(a-trimetilamonioacetil)-
didodecii-D-glutamato/dilauroiifosfatidilcolina/dioleoilfosfatidiletanolamina; propor¢do molar
de 1:2:2) expressaram a luciferase com alta eficiéncia sem citotoxicidade. Foi o primeiro
caso de introdugdo de genes estrangeiros em culturas primarias de mioblastos atraves de
lipossomos (Kojima, H. et al., 1995).

Jaaskelainen et al. estudaram as interag¢des oligonucleotideo-lipossomo catidnico
utilizando compostos de brometo de dioctadecildimetiaménio (DODAB) e
dioleilfosfatidiletanolamina (DOPE) em uma propor¢do molar de 8:15 ou uma formulagéo
comerciai DOTAP  (N-(1-(2,3-dioleociloxi)propil)-N,N,N-trimetilamoniometilsulfato), em
diferentes propor¢des. Concluiram que fosfatidiletanolamina ou carga negativa séo
requisitos na membrana celular para fusdo dos complexos oligonucleotideo-lipossomo
catibnico com a membrana. A propor¢ao oligonucleotideo/lipidio catiénico resuitou critica na
determinacdo de agregacdo ou fusdo dos lipossomos catiénicos entre si induzida pelos
oligonucieotideos (Jaaskelainen, |. et al., 1994).

Yaroslavov estudou a interagdo de lipossomos de fosfatidilcolina/cardiolipina com
complexos DNA/brometo de cetilpiridinio ou DNA/brometo de poli(n-alquil-4-venilpiridinio),
mostrando que o complexo € destruido ao interagir com o lipossomo uma vez que 0s
polications dissociam-se do complexo com o DNA para se associarem com os lipossomos
(Yarosiavov, A A. et al., 1996). Em outro estudo da interagdo complexo/lipossomo, Akao et
al. estudaram a mudanga conformacional do DNA induzida pelos lipidios catidnicos através

de dicroismo circular (Akao, T. et al., 1996). Devido a essa mudanga conformacional do



DNA, a fluorescéncia do brometo de etidio incorporado aoc DNA se reduz. A conformagao do
DNA pdde ser controlada por selecao do lipidio e da temperatura (Akao, T. et al., 1996).

De um ponto de vista fisico-quimico, a interacao entre DNA e lipidios ou surfactantes
catibnicos pode ser vista como uma interagdo entre dois polieletrolitos de carga oposta
dirigindo a formagao de um complexo mantido & custa da formacao de pares iénicos. Essa
interagdo induz uma mudanga conformacional nas moléculas de DNA caracterizada por alta
cooperatividade (Horer, O.L. & Enache, C., 1995; Ciccarone, V. et al., 1995). Recentemente,
através de microscopia de fluorescéncia acoplada a uma camera de video, placa
digitalizadora e processamento de imagem, foi possivel observar a transigcdo
“bobina-globulo” em tempo real em uma unica molécula longa de DNA como aquela do
bacteriéfago T4 (com varias centenas de kilobases e 55 um de comprimento estendido).
Essa transicao foi induzida por 0,01 mM de brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB), um
anfifilico catiénico que forma micelas em solugao aquosa (Mel'nikov, S. M. et al., 1995).
Aumentando a concentracao de anfifilico, observou-se formacao de agregados com dois ou
mais glébulos (Mef'nikov, S. M. et al., 1995). Apesar desse avanc¢o quanto a se desvendar
alguns aspectos estruturais da interacdo, de modo geral, a caracterizagao fisico-quimica da
interacao DNA/anfifilicos catiénicos ainda deixa muito a desejar. Particularmente importante
€ a caracterizacao do sistema DNA/lipossomos catidénicos dada a perspectiva de seu uso
em transferéncia de genes.

Varios autores tém observado que os lipossomos catiénicos transfectam bem acidos
nucleicos em uma ampla variedade de células eucaridticas (Ciccarone, V. et al., 1995;
Felgner, P.L. et al., 1987; Hawley-Nelson, P. et al., 1993, Sandri-Goldin, R.M. et al., 1983,
Sternberg, b. et al., 1998, Tros de llarduya, C. & Dlzgunes, N., 2000).

Anteriormente, Behr e colaboradores (Behr, J.P. et al., 1989) haviam descrito morte
de células enddcrinas do lobo intermediario da pituitaria a partir de meia hora de interagédo
entre células e compiexos DODAC/DNA (onde DODAC €& o cloreto de
dioctadecildimetilamonio adicionado para se obter uma proporcdo de cargas positivas e
negativas de 3:1). Atribuiram a morte celular a menor eficiéncia de transfec¢ao obtida para
os complexos DODAC/DNA em comparacado com os complexos DOGS/DNA. A eficiéncia de
transfeccdo cresceu com a relacdo r entre cargas positivas (no DODAC ou no DOGS) e
negativas (no DNA) sendo praticamente igual a transfeccdo maxima a partir de rigual a 1.
Assim, houve transfeccdo maxima a partir do ponto de neutralidade dos complexos (Behr,
J.P. etal., 1989).

Propriedades fisico-quimicas tém um papel importante na interacdo entre vesiculas

lipidicas e membranas biolégicas. Embora a transfeccdo génica de plasmideos



complexados com lipossomos catidnicos esteja sendo estudada extensivamente, pequena
atencdo parece estar sendo dada para entender suas caracteristicas fisico-quimicas e
mecanismos de aporte celular. Recentemente, Mahato et al. (1995) estudaram a expressao
génica de pCAT sozinho ou complexado com lipossomos catidnicos . Usaram Lipofectin e
LipofectACE como modelos de carreadores catibnicos, por serem os lipossomos mais
usados comercialmente. Apos injecdo intravenosa de [?P]pCAT sozinho ou complexado
com lipossomos catiénicos na propor¢ao 1:5 w/w, a radioatividade foi eliminada do plasma e
acumulada principaimente no figado e nos pulmdes. Ambas as amostras de complexo
DNA/lipossomo mostraram expressao génica in vivo no puimao, corag¢ao, rim, e bago, mas
nao no figado (Mahato, R.i. et al., 1995).

Existem preparagées comerciais envolvendo lipidios catidnicos para transfec¢ao de
genes como a LipofectAMINE™ que € um reagente lipidico policatiénico que aumenta a
freqUéncia e a atividade de transfec¢des de células eucarioticas. Este reagente é ativo em
todos os tipos de celulas testados (COS-7, BHK-21, HelLa, CHO-K1), dando transfec¢des
transientes até 90% e tem atividade maior de 2 a 30 vezes que compostos lipidicos
monocatidnicos como Lipofectin®, LipofectACE™ e DOTAP em 6 dos oito tipos de células
testados (BHK-21, HelLa, COS-7, CHO-K1, NIH 3T3 e células PC 12). Esta atividade maior
pode ser devido & presenga de um grupo carregado altamente positivo, a espermina no
DOSPA (2,3-dioleiloxi-N-[2(esperminacarboxamido)etil]-N,N-dimetil- 1-propanaminio
trifluoroacetato), o componente catibnico do reagente LipofectAMINE™. O reagente
LipofectAMINE™ & ativo em transfec¢gbes estaveis, dando 1% de coldnias resistentes
GENETICIN® em células NIH 3T3 transfectadas. Otimiza¢do cuidadosa dos parametros de
transfec¢do permite methor controle de toxicidade (Hawley-Nelson, P. et al., 1993).

Vesiculas unilamelares pequenas (SUV) normalmente formadas por DOPE e um
lipidio catidnico, sdo conhecidas pela capacidade de complexar DNA na mistura
(frequentemente levando a formagdo de agregados de complexos vesicula-DNA) e
transfectar células in vitro. Acredita-se que o caminho da transfecgado comece com a ligagao
do compiexo DNA e vesicula positivamente carregada as membranas celulares
negativamente carregadas e endocitose. Isto & seguido de desestabilizagdo da membrana
endossomal onde através de difusdo Ilateral de lipidios aniénicos da monocamada
endossomal faceando o citoplasma, o DNA é deslocado do complexo e liberado para o
citossol (Gregoriadis, G. 1998b).



1.5 - Estrutura de complexos lipidio catiénico:DNA

Eastman et al. (Eastman, S.J. et al., 1997) verificaram que ao interagir lipidios
catibnicos com DNA, ha rapida mudanca de carga liquida do complexo formado, passando
de negativa para positiva. Estes complexos sdo chamados de “lipoplexes” (Felgner, P.L. et
al., 1987; Felgner, P.L., 1997; Lasic, D.D. et al., 1997, Hope, M.J. et al., 1998) e formam-se
espontaneamente quando solu¢des aquosas contendo DNA e lipossomos catidnicos sdo
misturadas. O tamanho do complexo é tipicamente da ordem de microns (R&dler, J.O. et al,
1997; Koltover, |. et al., 1998; Lasic, D.D. et al., 1997; Tempieton, N.S. et al, 1997;
Sternberg, B. et al. 1994; Tarahovsky, Y.S. et al.,, 1996; Huebner, S. et al.,, 1999;
Boukhnikachvili, T. et al., 1997; Pitard, B. et al., 1999; Birchall, J.C. et al.,1999). Em geral, 0s
lipossomos usados para formacdo deste complexo contém aoc menos 2 tipos de moléculas
lipidicas. O componente chave sdo os lipidios catidnicos, que servem como agentes de
condensacdo de fitas negativamente carregadas de DNA. Também sio importantes os
lipidios helper (HL), que tém papel crucial na determinacdo da estrutura dos complexos
condensados. Eles tambéem parecem afetar a eficiéncia de transfeccdo de DNA mas seus
mecanismos de acdo ainda ndo estdo bem claros (Hui, S.W. et al., 1996; Zuidam, N.J. &
Barenholz, Y., 1999, May, S. et al, 2000).

A geometria de equilibrio preferida pelo lipidio-DNA condensado € determinada pela
densidade superficial de carga e propriedades elasticas de seus constituintes lipidicos das
bicamadas. Ambas as caracteristicas dependem da natureza e composi¢do da mistura
lipidio catiénico/HL. DNA dupla fita, sendo uma molécula mais rigida (de comprimento mais
longo, /» ~ 500 A para B-DNA), impde sobre possiveis geometrias lipoplex porque retém sua
estrutura essencialmente linear em todos os complexos. Em contraste, as camadas lipidicas
sdo membranas auto-associadas “maieaveis” que podem adaptar suas estruturas para
otimizar a geometria de complexacgdo (May, S. et al, 2000).

Varias morfologias lipoplex tém sido propostas, correspondendo a diferentes
misturas lipidicas. Aigumas destas estruturas podem corresponder a intermediarios
metaestaveis, p. ex., agregados como espaguete que consistem de uma (possiveimemte
super enrolada) dupla fita de DNA envolvida por bicamada lipidio cationico/HL (Sternberg, B.
et al., 1994; May, S. & Bem-Shaul, A. 1997) (Vide Figura 1.2).
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Figura 1.2 - Modelo de “espaguete”. DNA dupla fita coberta por bicamada. (Adaptado de
Sternberg, B. et al., 1994).

Duas simetrias condensadas tém sido identificadas como fases de equilibrio
ordenadas, sdo os agregados lamelar LS e hexagonal H,© (conforme Figura 1.3, S e H,
respectivamente), cujas caracteristicas estrutural e termodinamica tém sido determinadas
por medidas de difracdo de raios x e medidas complementares (Radler,J.O. et al, 1997,
Salditt, T. et al, 1997; Koltover, J. et al., 1998: Lasic, D.D. et al., 1997; Templeton,N.S. et al.,
1997; Tarahovsky, Y.S. et al, 1996; Huebner, S. et al., 1999; Boukhnikachvili, T. et al., 1997;
Pitard, B. et al., 1999; May, S. et al, 2000).



Figura 1.3 - Esquema das 5 fases de complexos vesicula-DNA. As fases denotadas He S
sdo as estruturas do complexo H,° e L.°, respectivamente. Os simbolos | e B
marcam as fases Hy e L, respectivamente. D representa DNA ndo compiexado. As
regides sombreadas correspondem a secg¢do transversal do DNA. As camadas
lipidicas sdo misturas de lipidios catidnicos e lipidios ndo carregados (helper).
(Reproduzido de May, S. et al, 2000).

A fase L,° (ou “sanduiche’) (Figura 1.3S) é um arranjo de bicamadas lipidicas
empithadas com monocamadas de DNA intercaladas dentro de camadas de agua. As fitas
de DNA dentro de cada galeria sdo paralelas umas a outras, exibindo uma distancia
repetida definida d. Embora d dependa das proporgbes de concentragdo lipidio
catiénico/DNA e lipidio catidnico/HL, o espacgo entre duas monocamadas lipidicas € proximo
e constante a / ~ 26 A, correspondendo ao didmetro de uma dupla fita B-DNA ( = 20 A)
rodeada por uma fina camada de hidratacdo. A fase L,° é estabilizada por atracdo
eletrostatica entre o DNA negativamente carregado e a bicamada lipidica catiénica. Sem
DNA, a fase lipidica lamelar (L) (Figura 1.3B) é instavel devido a forte repulso eletrostatica
entre as bicamadas carregadas (May, S. et al, 2000).

Similarmente, a estrutura de H,° (Figura 1.3H), ou “favo de mel’ (May, S. &
Bem-Shaul, A, 1997), pode ser considerada como uma fase lipidica hexagonal inversa

ordinaria (Hy) (Figura 1.3l) com fitas de DNA intercaladas dentro de seus tubos de agua.



Aqui também. o diametro dos tubos de agua €& apenas ligeiramente maior que o diametro
das fitas de DNA. A presenca de DNA é crucial para estabilizar a estrutura hexagonal. Sem
ela, repuisGes eletrostaticas fortes dirigirdo os lipidios para se organizarem em bicamadas
planares (May, S. et al, 2000).

As diferencas estruturais entre as fases L°eH’S implicam diferencas significativas
entre energias eletrostaticas (de carga) e as energias elasticas lipidicas destas 2
geometrias. Na fase H,©, cada molécula de DNA esta cercada por uma monocamada lipidica
fotemente (negativamente) curvada, de raio R = 13 A (Koltover, I. et al., 1998). Esta
geometria cilindricamente concéntrica proporciona eficiente neutralizagdo das cargas de
DNA através de cargas superficiais catidnicas, especiaimente no ponto isoelétrico, onde a
carga catidnica total balanceia exatamente a carga de DNA total (May, S. & Bem-Shaul, A,
1997) e os complexos hexagonais sdo previstos serem mais estaveis que aqueles
lamelares. Deve-se notar, contudo, que lipidios carregados geralmente preferem a
geometria de bicamada planar, invés da geometria hexagonal inversa que é preferida por
(alguns) lipidios neutros. Por isso, espera-se que a estabilidade de complexos H,” dependa
sensiveimente da composicéo lipidica (May, S. et al, 2000).

O lipidio catidbnico DOTAP e caracterizado por uma curvatura espontadnea muito
pequena. Usando vesiculas compostas de DOTAP como lipidio catidnico e DOPE como
helper, encontrou-se que a geometria de agregacédo preferida é a fase H,". Em contraste,
usando DOPC (dioleoilfosfatidilcolina) como lipidio helper, ocorreu a formagao de complexos
L.°. Isto & consistente com o fato que DOPE puro se auto organiza em uma fase Hy, isto €, a
Curvatura espontanea deste lipidio € negativa, enquanto moléculas de DOPC preferem a
formagcdo de bicamadas planares. Sabe-se que adicdo de dlcoois de cadeia curta nas
misturas, possibilita reduzir a rigidez da ordem de uma magnitude (Safinya, C.R. et al., 1989;
Szleifer, |. et al., 1988). Realmente, a adi¢do de hexanol ao sistema DOTAP/DOPC-DNA
resulta em uma clara transicdo de fase, de 12 ordem, LS — HSC (Koltover, 1. et al., 1998;
May, S. et al, 2000).

Moléculas grandes de DNA exibem discreta mudanca conformacional entre os
estados de bobina e globulo com adigdo de uma quantidade muito pequena (com a ordem
de 10° M) de surfactante catidnico, como por exemplo, brometo de cetiltrimetiiaménio
(CTAB). Mel'nikov et al. (1995) usaram microscopia de fluorescénica para observacéo
simples da molécula de T4 DNA dupla fita em um ambiente aquoso. Quando a concentragéo
de CTAB & menor que 9,4 x 10° M, todas as moléculas de DNA exibem o estado de bobina
estendida. Quando a concentracio de CTAB é maior que 2,0 x 10° M, apenas moléculas de

DNA compactadas no estado giobular sdo observadas. Na regido entre estas duas



concentragbes criticas, os estados bobina e globulo coexistem na solugdo. Ocorre um
pequeno aumento no tamanho do glébulo de DNA na concentragdo de CTAB mais alta que
10° M, devido a entrada de moléculas de CTAB no gidbulo de DNA. A formagdo de
agregados de dois ou mais globulos & observado nas concentragdes de surfactante altas
acima de 1,6 x 10™ M. Abaixo desta concentracdo, os globulos ndo coalescem para um
agregado (Mel'nikov, S.M. et al., 1995).

A interacdo entre T4 DNA e lipossomos de DODAB/DOPE também foi estudada com
0 uso de uma técnica de microscopia de fluorescéncia. Foi observado que a interagdo
comegou em concentragdes baixas de lipossomos. A distribuicdo do tamanho de DNA foi
bimodal em uma ampla faixa de concentragdes de lipossomo. A concentragdo critica do
lipidio catidénico necessaria para o completo colapso das moléculas simples de DNA
dependeu fortemente da composigcdo dos lipossomos da mistura de DODAB/DOPE. O efeito
€ devido a concorréncia entre a formagdo do complexo DNA-DODAB e incorporagédo de
DODAB em lipossomos misturados com DOPE (Mel'nikov, S.M. et al., 1998).

Microscopia eletrénica de transmissdo criogénica (crio-TEM) de complexos de DNA
com mistura de lipossomos, revelou que o empacotamento lamelar de moiéculas de lipidio
foi tipico para os complexos formados por misturas de lipidio enriquecido cationicamente,
enquanto arranjos hexagonais foram encontrados para complexos lipidicos enriquecidos por
lipidios neutros (Gustafsson, J. et al., 1995). As microestruturas dos complexos foram
também examinadas com o uso da técnica de espathamento de raios X de pequeno angulo
ou difracdo de raios X de baixo angulo (SAXS - small-angle X-ray scattering), que confirmou
0s resultados obtidos por microscopia crio-TEM e caracterizagdo quantitativa de
empacotamento lipidico nos complexos com macromolécula de DNA. Também encontraram
que a introducdo do lipidio neutro nos complexos entre DNA e lipidios de carga oposta,
DODAB e DOTAP, moderadamente aumentaram a estabilidade térmica dos complexos e
mudaram as caracteristicas quantitativas dos perfis de fusdo dos complexos (Mel'nikova,
Y.S. etal., 1999).

Para aplicacdes in vitro, lipoplexes sdo normaimente formados em excesso de carga
positiva (catidnico:nucleotideo), e os complexos resultantes sdo aplicados em células
(Felgner, P.L. et al, 1987, Felgner, J.H. et al., 1994; Gao, X. & Huang, L. 1991). Para
aplicagdes in vivo, lipoplexes formados em excesso positivo e excesso negativo de relagbes
de carga tém sido usados para transferéncia génica (Gao, X. & Huang, L., 1995). Apesar
deste amplo uso em biologia, o fator mais critico determinando atividade de transfec¢do por
lipoplex ndo esta claro (Xu, Y. et al., 1999).



Gershon e colaboradores foram os primeiros a estudar a interagéo entre lipossomos
DOTMA/DOPE e as estruturas originadas (Gershon, H. et al., 1993). Eles sugeriram que
lipossomos catiénicos ligam-se ao DNA e formam estruturas compactas de vesiculas
agregadas sobre o DNA. Quando a relagao de carga (+) atinge 1:1, as membranas dos
lipossomos compactados fundem-se. Isto resuita em mistura de lipidios de lipossomos
adjacente e simultaneo colapso do DNA para uma estrutura condensada. O processo é
altamente cooperativo e foi sugerido levar a encapsulagdo de DNA em uma membrana de
bicamada. Micrografias eletrénicas de complexos lipidio catidnico com metal/DNA revelaram
estruturas finas que estavam dentro dos lipossomos em uma correlagdo de carga de 1:1. A
hipotese de fusdo de membrana estava consistente com estudos relatando fusdo entre
lipossomos catiénicos mediada por varios polianions (Duzgunes, N. et al., 1989; Keren-Zur,
M. et al.,, 1989) ou com estudos com lipossomo anidnico e células (Stamatatos, L. et al.,
1988; Leventis, R. & Silvius, J.R., 1990). Estes e outros estudos reforcam a hipotese que a
inclusdo de lipidios fusogénicos tais como DOPE no lipoplex é critico para a atividade de
transfecgao (Felgner, J.H. et al., 1994; Farhood, H. et al., 1995) (Xu, Y. et al., 1999).

Xu et al. (1999) encontraram 2 diferentes estruturas de empacotamento lipidio/DNA:
uma encontrada em excesso de carga positiva e outra, em excesso negativo. Os lipoplexes
podiam ser separados por sedimentacdo em gradiente de sacarose e foi observado que
tinham diadmetro de particula pequeno e os lipoplexes com um potencial zeta positivo
diferiam na estrutura daqueles com potencial zeta negativo quando vistos por microscopia
crioeletronica. O complexo positivamente carregado era esférico e continha um condensado
interior ndo distinglivel. Em contrapartida, os lipoplexes negativamente carregados tinham
um aspecto periédico interno proeminente 5,9 + 0,1 nm com material projetando-se como
langas da estrutura esférica (Xu, Y. et al., 1999). Além disso, ambos os complexos, negativo
e positivo, eram ativos em transfeccéo. Estes lipoplexes eram resistentes ao efeito inibitorio
do soro em transfecgao in vitro (Xu, Y. et al., 1999).

Lipoplexes constituidos de lipossomos de DOTAP e DNA plasmidial foram
preparados em varias propor¢des de carga (grupo cationico : fosfato de nucleotideo), e o
componente excedente foi separado do lipoplex. Xu et al. mediram a estequiometria do
lipoplex, notaram suas propriedades coloidais, e observaram sua morfologia e estrutura por
microscopia eletrénica. As propriedades coloidais dos lipoplexes foram determinadas
principalmente pela relagdo de carga lipidio catidonico/DNA e ndo dependeram da
composig¢ao lipidica (Xu, Y. et al., 1999).

Zuidam & Barenholz (1999) observaram que os lipossomos contendo DOTAP

ficavam instaveis com a diluigdo. Esta instabilidade foi representada pelo aumento continuo



de tamanho de lipoplexes em funcdo do tempo. A mistura de lipossomos catiénicos e DNA
foi nas proporgées molares DNA/lipidio catidnico entre 0,2 e 0,8. Adicdo de lipossomos
catibnicos compostos de 100% DOTAP ou DOTAP/DOPE (1/1), induziu transigcdo
instantanea dos DNA plasmidiais da conformagédo B- para uma conformacao parciat tipo C.
Em certas condigbes como desidratagdo parcial do DNA, esta poderia ser encontrada na
forma W e caracterizada por interagcdo entre hélices paralelas. A lipofeccdo mais alta foi
obtida sob condi¢oes de instabilidade do lipoplex (Zuidam, N.J. & Barenholz, Y., 1999).
Harvie et al. (1998) formaram complexos entre DNA e lipidios constituidos por
DODAC/DOPC ou DODAC/DOPE (proporgdao molar 1:1) e depois adicionaram lipossomos
aniénicos a estes complexos, verificando rapida desestabilizagdo da membrana, dissociagdo
do complexo e entrega de DNA (Vide Figura 1.4). Constataram também que esta
desestabilizacdo ndao dependia da incorporagdo de DOPE (Harvie, P. et al., 1998).

Reassociagio Liberacio
de Membrana de DNA

Etapa I — Adigao de membrana aniénica
Etapa 2 — Contato, desidratagao, defeitos de empacotamento,
transferéncia/troca de lipidio, fusiao

Figura 1.4 - Esquema do processo de dissociacdo mediado por membrana aniénica sobre
particulas de lipidio-DNA (LDPs) ou agregados de lipossomo/DNA (LDA). (Adaptado
de Harvie, P. et al., 1998).

Os lipoplexes sao complexos que podem ser caracterizados por varios parametros
fisico-quimicos, incluindo distribuicdo de tamanho, forma, estado fisico (lamelar, tipo

hexagonal Il e/ou outras fases), sinal @ magnitude do potencial elétrico de superficie , e nivel
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de hidratagdo da interface lipidio-DNA. Somente apds todas estas variaveis serem
caracterizadas € que os lipoplexes poderiam ser melhor compreendidos sob o aspecto da
eficiéncia de transfecg¢do. De todos estes parametros fisico-quimicos, a hidratagdo foi a mais
negligenciada, mas foi o foco do estudo realizado por Hirsch-Lerner, D. & Barenholz, Y.
(1999).

Eles sugeriram que a desidratagcédo ocorre durante formacgao de lipoplexes e isto deve
ser o pré-requisito para contato intimo entre lipidios catidbnicos e DNA. Lipossomos
catidnicos compostos (L+) de DOTAP sem e com lipidios helper (DOPC, DOPE, ou
colesterol) ou de DC-Chol/DOPE foram complexados com pDNA (S16 horménio de
crescimento humano) em varias propor¢des de carga DNA-/L+ (0,1-3,2). Os niveis de
hidratagdo dos diferentes lipossomos catidnicos e DNA separadamente foram comparados
com os niveis de hidratacdo dos lipoplexes. Lipossomos DC-Chol/DOPE foram os ‘mais
secos’ de todas as composicbes lipossomais. Entre lipossomos catidnicos baseados em
DOTAP, a ordem das composi¢des de ‘mais seca’ para ‘mais molhada’ foi DOTAP/colesterol
> DOTAP/DOPE > DOTAP/DOPC > DOTAP. Lipoplexes DOTAP/DOPE com proporgdo de
carga 0,44 tiveram 16,5% de desidratagdo e com propor¢do de carga 1,5, 46,4% de
desidratacdo. Para lipopiexes DOTAP/Chol com estas proporgdes de carga, havia 17,9% e
49% de desidratagdo, respectivamente (Hirsch-Lerner, D. & Barenholz, Y., 1999).

Kennedy et al. (2000) consideraram que as diferengas nos lipoplexes dependem do
seu modo de formacgdo, do método de preparacdo e manipulacdo de forga idnica. Eles
fizeram um monitoramento dos efeitos térmicos, tamanho de particula, ruptura vesicuiar e
mistura lipidica. Verificaram que quando vesiculas de 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-etilfosfocolina
(EDOPC), um reagente de transfec¢do fosfolipidico catibénico novelar, foram tituladas com
DNA em forgca idnica fisiolégica, o tamanho das particulas aumentava, vesiculas se
rompiam, e lipidios de membrana se misturavam quando a quantidade de DNA era
adicionada até a proporcdo de carga 1,6:1 (+:-). Esta proporcdo de carga também
correspondeu ao ponto final calorimétrico quando nenhuma variagdo de calor era detectada.
Em contraste, quando lipidio foi adicionado ao DNA, vesiculas permaneceram separadas e
intactas até uma proporgdo de carga de 1:1 (+:-) ser excedida. Sob tais condi¢des, o ponto
final calorimétrico foi 3:1 (+:-) (Kennedy, M. T. et al., 2000). (Vide Figura 1.5).
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Figura 1.5 - Mecanismos propostos para a formagao de complexos EDOPC:DNA. (A) Formagédo do
complexo DNA-lipidio catidnico por titulagio de DNA com lipidio (DNA inicialmente em
excesso). DNA cobre uniformemente a superficie de vesiculas EDOPC - sem suas rupturas -
quando elas estdo na solugdo de DNA. Apbs suficiente lipidio ter sido adicionado e todos os
DNAs em solugdo terem sido ligados, vesiculas adicionadas ligam-se a vesiculas
previamente cobertas com DNA, levando a, inicialmente, compactagio de algumas vesiculas
cobertas de DNA cercando vesiculas adicionadas. Devido ao stress anisotrépico gerado por
adesdo vesicula-vesicula, estas pequenas compactagdes sdo metaestaveis (coichetes) e
rompem-se. Subseqiiente adicdo de vesiculas, com associagdo de extremidades de
bicamada livres, leva ao crescimento das particulas. Quando lipidio suficiente & adicionado
para cobrir as superficies dos complexos em suspensdo com lipidio, o ponto final é atingido e
qualquer lipidio adicionado simplesmente coexiste com complexos. Deve-se notar que as
proporgdes de lipidio e DNA tém sido alteradas de alguma maneira. As vesiculas tém 100 nm
de didmetro, e 0 DNA é um circulo de 900 nm (didmetro) na forma de uma superbobina
flexivel. LUV, vesicula unilamelar grande. (B) Formagio do complexo DNA-lipidio catidnico
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por titulagdo de lipidio com DNA (lipidio inicialmente em excesso). Embora inicialmente DNA
possa encontrar uma vesicula simples, subseqglientes encontros com vesicutas sozinhas
levam a dimerizagao (talvez algumas trimerizagoes) em que DNA se associa na interface das
2 vesiculas. Adesdo vesicula-DNA-vesicula gera stress assimétrico, que leva a ruptura de
pelo menos uma vesicula (colchetes indicam estados metaestaveis). DNA adicional, ao iongo
de associagbes extremidade-extremidade de vesiculas previamente rompidas, leva a
agregagao continua e crescimento do complexo. Apds todos os lipidios terem-se associado
em complexos, DNA adicional cobre a superficie externa e impede mais agregagéo. Isto
representa o ponto final calorimétrico. Subseqiientemente, DNA adicionado permanece livre
em solugdo. O processo difere daquele mostrado para quando forca idnica € mais baixa
(NaCl niao adicionado), em que a interagdo DNA-vesicula é forte o suficiente para levar a
ruptura vesicular com contato da vesicula com uma molécula de DNA. Além disso, agregagao
ocorre mais lentamente que em forga ionica alta porque o DNA interage muito com uma
vesicula, ndo duas, por causa das forgas repulsivas vesicula-vesicula maiores. Agregagao
comega apenas quando a superficie externa do residuo de uma vesicula rompida ter sido
essencialmente neutralizada por DNA (Kennedy, M. T. et al., 2000).

1.6 - Fatores que influenciam a transfecgio génica

Frequentemente o fosfolipidio DOPE e incluido em formulagées (Farhood, H. et al.,
1995, Mitrakos, P. & Macdonald, P.M., 2000) para melhorar a eficiéncia de transfecgao.
Acredita-se que isto se deva a preferéncia de DOPE assumir uma arquitetura hexagonal
invertida H, a de uma arquitetura lamelar L,, desestabilizando a membrana e permitindo
liberar DNA para o citossol (Farhood, H. et al., 1995, Mitrakos, P. & Macdonaid, P.M., 2000).

Apos injecao intravenosa dos lipossomos multilamelares, a velocidade de depuragéo
dos lipossomos pelas células fagociticas do figado e bago e sua eventual degradagéo
intracelular dependem da composicéo lipidica vesicular e do conteudo de colesterol (Patel,
HM. et al., 1983, Dave, J. & Patel, H.M., 1986, Dersksen, J.T.P. et al., 1988, Roerdink, F.H.
et al., 1989, Patel, H.M., 1992, Semple, S.C. et al., 1996). Colesterol pode intensificar o
empacotamento de fosfolipidios com temperatura de transi¢do baixa e assim, solidificar a
membrana lipossomal (Senior et al., 1985, Gregoriadis, 1994). Tais mudancas podem
diminuir o ataque por lipoproteina de alta densidade e desintegragdo do lipossomo
(Scherphof, G. et al., 1978, Tall, A.R. et al., 1986), minimizando a susceptibilidade da
interface lipidica a perturbagdes (Moghimi, S.M., 1998).

Segundo Mitrakos & Macdonald (2000), quanto maior a cadeia de nucleotideos,
maior a dificuldade de pareamento com anfifilicos catiénicos e portanto, menor a eficiéncia
de incorporagdo em vesiculas, com menor eficiéncia de transfecgdo génica (Mitrakos, P. &
Macdonald, P.M., 2000).

Porém, segundo Ross & Hui (1999), quanto maior o tamanho do lipoplex, maior a

eficiéncia de transfecgdo. Lipoplexes grandes, especialmente feitos de vesiculas

multilamelares ndo sofrem efeito de inibi¢cdo pelo soro (Ross, P.C. & Hui, S.W., 1999).
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Prefere-se transfec¢des em presenca de soro para possibilitar melhores condi¢coes

de sobrevivéncia de alguns tipos de células, funcdo celular e diminuicdo dos efeitos
citotoxicos (Ciccarone, V. et al., 1993). Contudo, muitas vezes, o soro dificulta a formagéo
de lipoplexes e a interagdo com macromoléculas dos sistemas biolégicos (como sangue e
tecidos) (Simdes, S. et al., 2000).

Para contornar esta situacdo, albumina de soro humano (HSA - human serum
albumin) cobrindo lipossomos catidnicos tem gerado complexos com atividade de
transfeccdo (Simdes, S. et al., 2000). Quando albumina do soro bovino (BSA - bovine serum
albumin) e antialbumina do soro bovino (anti-BSA) foram incorporados em lipossomos de
DODAB em agua ou PBS, mostraram preservar a carga e integridade dos lipossomos,
fatores importantes na estabilidade biologica dos compiexos de DODAB e biomoléculas
(DNA inclusive) in vivo (Carvatho, L.A. & Carmona-Ribeiro, A.M., 1998).

Lam & Cullis (2000) mostraram para diferentes linhagens de céiulas e diferentes
formulacées de lipidio catidnico que calcio (Ca’*) aumenta de 3 a 20 vezes, a poténcia de
transfecgdo in vitro dos complexos DNA plasmidial-lipossomo catidnico e que este efeito
pode ser inibido pela presenca de EDTA (Lam, A.M.I. & Cullis, P.R., 2000).

Li, S. et al. (1998) mostraram que lipossomos ao serem misturados com protamina
antes de adicionar DNA plasmidial ficavam estaveis por mais tempo, dando niveis de
expressdo génica mais altos enquanto You et al. (1999) também examinaram a melhoria na
transfec¢do, utilizando DODAB e adigio de protamina a solugdo de DNA plasmidial antes da
formacio dos complexos DNA/vesicula catiénica. Protaminas parecem proteger DNA da

degradacdo por DNase e promover a entrega de DNA ao nucleo (You, J. et al, 1999).
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2 - OBJETIVOS

Analisar sob o ponto de vista fisico-quimico, as interagdes entre DNA e lipossomos

catidnicos de DODAB. Para isso, foram realizados os seguintes itens:

- Avaliacdo da adsorgao de nucleotideo DMP as vesiculas grandes de DODAB e da relagéo

molar DODAB/nucleotideo para adsor¢gdo maxima.

- Determinagdo do efeito da presencga de sal monovalente sobre a formagdo do complexo
DODAB/nucleotideo.

- Determinagdo da mobilidade eletroforética das vesiculas grandes em fungdo da

concentragdo de DMP nas misturas de interagdo em diferentes concentragées de DODAB.

- Determinagao da mobilidade eletroforética de particulas em misturas de DNA e vesiculas
pequenas de DODAB.

- Avaliacdo da adsor¢do de vesiculas de DODAB aos DNAs de bacteriéfagos T2, T4, 75, T7
e

- Avaliagdo da ruptura vesicular causada pela interacdo DODAB-nucleotideo e DODAB-
DNA.

- Obtencéo da cinética de floculagéo de lipossomos de DODAB induzida pelo DMP.

- Avaliagdo do deslocamento de um croméforo marcador de membrana (merocianina 540)

ou de um marcador fluorescente (DAPI) de DNA devido a interagdo DNA/membrana
catidnica.

- Avaliagdo da transi¢édo “bobina-glébulo” causada pelo DODAB sobre DNAs.
- Avalialgdo do efeito do DODAB sobre curvas de fusdo de DNA dupla fita.

- Avaliagdo do tamanho dos gidbulos formados pela interagdo DODAB-DNA.
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- Transformacgéo de bactérias de E. coli sensivel ao antibidtico Ampicilina para uma forma
resistente, utilizando vesiculas de DODAB para carrear plasmideo contendo genes para

resisténcia a este antibiotico.



3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - Materiais

3.1.1 - Reagentes

Brometo de dimetildioctadecilamoénio (DODAB), marca Sigma, cédigo D-2779, lote 34H7709,
99,9% de pureza e usado sem purificagdo adicional

Agua ultrapura, grau MilliQ

Cloroférmio p.a., marca Merck

Acido perclérico p.a., marca QM

Solugdo de molibdato de aménio 1,25 %

Solugdo de acido ascorbico 5%

Solugéo padrao de fosfato de sodio (NaH;PO,4) 1 mM

Solugdo de brometo de sodio (NaBr) 5 mM

Solugdo de nitrato de mercurio 10 mM fatorada

Solugdo indicadora de difenilcarbazona em etanol

Solugdes de cioreto de sodio (NaCl)

Solugdo tampao de acetato de sédio 20 mM, pH 6,5

D-Glicose p.a., marca Merck

2,5-difeniloxazol (PPQ) para medi¢des de cintilagdo, marca Merck

[2,2’-p-fenileno-bis(5-feniloxazol)] (POPOP) para medi¢bes de cintilagdo, marca Merck

Tolueno p.a., marca Synth

Triton X-100 - detergente nao iénico, marca Union Carbide

[“C]Sacarose radioativa - NEC-100X, Lote 2849-067, 24,8 GBg/mmol (671,0 mCi/mol); 37,0
mBq (1,0 mCi), 10,0 mL de etanol:agua, 9:1, marca Du Pont NEN Product

Sal dissédico do acido etilenodiamino tetra acético p.a. (EDTA), marca Synth

Cloreto de célcio p.a, marca Merck

Reagente Brij 35, marca Aldrich-Chemie

Corante Orange G, marca Aldrich-Chemie

Merocianina 540 (MC) - marcador de membrana lipidica, procedéncia: Molecular Probes

Marcador fluorescente cioridrato de 4’',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) - da Molecular Probes

2-deoxiadenosina 5-monofosfato (d-AMP) de sédio - Nucleotideo "DMP", marca Sigma,
99% de pureza

DNA do Colifago T4, marca Sigma, céd. D-6176

DNA do fago Lambda, marca Sigma, cod. D-0144
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Liofilizados de DNA de bacteriéfago dupla fita T2, T5 e T7 - isolados de E. coli, marca Sigma
e utilizados sem outras purificagées

Plasmideo pSV-B Galactosidase, marca Promega

Ampicilina sédica, pé para injetavel, concentracdo de 100 mg/mL quando reconstituido,
procedéncia FURP

Meios de cultura:
Tryptic Soy Broth (TSB), marca Oxoid
Tryptic Soy Agar (TSA), marca Oxoid
Mueller-Hinton Agar (MH), marca Biobras

3.1.2 - Materiais diversos

Membrana de celulose para didlise, marca Sigma
Membranas filtrantes de policarbonato, porosidade de 0,4 uM, marca Millipore
Microseringas

Placas de Petri, diametro 90 mm

3.1.3 - Equipamentos

Centrifuga Eppendorf, modelo 5402 da Scientific Instruments

Espectrofotdbmetro Ciba Corning, modelo 2800, com controle de temperatura

Espectrofotdmetro Hitachi, modelo U-2000, dupio feixe

Sonicador Lab-Line Ultra Tip Labsonic Systems

Centrifuga refrigerada Himac modelo SCR 20B da Hitachi, com velocidade de rotagdo entre
0 a 20000 rpm e temperatura entre —~10 a 40 °C

Banho-maria, da Precision Scientific, modelo 182

Rank Brothers Mark |l Microelectrophoresis Apparatus

Agitador magnético

Hemicamara de dialise de equilibrio

Cintilador: Tri-CARB 1600 TR-Liquid Scintillation Analyzer, marca Packard

Espectrofluorimetro Hitachi modelo F-4500

Termdémetro marca Jencons, modelo 2300

Contador de colénias manual, modelo C-6000, marca Phoenix
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3.2 - Métodos

3.2.1 - Preparacdo das vesiculas de DODAB

3.2.1.1 - Por sonicacio

DODAB foi pesado analiticamente, transferido para um béquer e agua foi adicionada
o suficiente para obten¢do da concentracdo desejada. Este preparado foi submetido a uma
sonicagdo no equipamento Lab-Line Ultra Tip por 10 minutos, com sonda de um “cel/
disrupter virsonic - model 150" e operado a 90 W nominais, e temperaturas entre 50 e 70 °C
(Carmona-Ribeiro, A.M., 1992;: Carmona-Ribeiro, A.M & Chaimovich, H., 1983), isto &, acima
da temperatura de transicdo de fase da bicamada de DODAB que foi recentemente
determinada como sendo 43,5 °C em agua (Nascimento, D.B. et al., 1998). Em seguida,
DODAB foi centrifugado por 1 hora a 14.000 rpm (ou 15.000 g), utilizando equipamento
Himac para precipitar particulas de titanio e muitilamelas (Fendler, J.H., 1980; Mortara, R.A
et al,, 1978), que se formam por esta técnica, além de se obter vesiculas unilamelares
pequenas (SUV - small unilamellar vesicles) elou fragmentos de bicamada com diametro
médio de cerca de 86 nm (Carmona-Ribeiro, A.M. & Midmore, B.R., 1992a).

Apés cada preparagao, foi confirmado o teor de DODAB, através da microtitulagao
(Schales, O. & Schales, S.S., 1941) com nitrato de mercurio em que o principio do método
consiste em dosear o contraion brometo do DODAB, utilizando difenilcarbazona como
solu¢ao indicadora.

3.2.1.2 - Por aquecimento — método do SNIPPE*

DODAB foi pesado analiticamente e transferido para um frasco, adicionando-se
quantidade suficiente de agua para obten¢do da concentragdo desejada e deixado em
banho-maria a 56 °C (Katz, D. et al., 1995; Tsuruta, L.R. et al., 1997) por 30 minutos. A
dispersao foi homogeneizada por simples agitagdo.

Foi feita dosagem da dispersdo por titulagdo com nitrato de mercurio e
difenilcarbazona como indicador (Schales, O. & Schales, S.S., 1941).



30

3.2.1.3 - Por vaporizacao cloroformica*

Foi preparada uma solugdo cloroférmica de DODAB com concentragdo 10 vezes
maior que a desejada. Lentamente, foi injetado 0 volume de 1 mL desta solugédo em 10 mL
de agua mantida a 70 °C e sob borbulhamento de nitrogénio (Carmona-Ribeiro, AM. &
Chaimovich, H., 1983). DODAB foi doseado pela microtitulagdo com nitrato de mercurio
(Schales, O. & Schales, S.S., 1941).

*Ambos os métodos originam vesiculas unilamelares grandes, com didmetro médio de cerca
de 400 nm, que foram obtidas por medigbes de eficiéncia de incorporagdo (Tsuruta, LR. et
al., 1997; Carvalho, L.A. & Carmona-Ribeiro, A.M., 1998) e cerca de 345-711 nm
dependendo da forga i6nica (0-5 mM de sal monovalente) (Carmona-Ribeiro, A.M. &
Midmore, B.R., 1992a; Nascimento, D.B. et al., 1998). Os didmetros foram obtidos usando
técnica de espalhamento de luz.

3.2.2 - Determinacao da adsorcdo de nucleotideo DMP em lipossomos de DODAB

C1oH14NsOgP (peso molecular para acido livre : 331,2)
C1oH12NsOsPNa,.(4H,0) (peso molecular para sal sodico : 447)

CS

DMP

? 4+ H-O
Na+ —P_-0O-—
O l|3 O-CH, o
O_
H H
Na+ H H
HO H

Figura 3.1 - Estrutura quimica de 2’-deoxiadenosina 5-monofosfato de sddio (DMP)



A interacdo DMP/lipossomo foi promovida pela mistura de 0,5 mL de uma disperséo
de DODAB 1,0 mM com 0,5 mL de uma solugdo de DMP com concentra¢ées variando de O
a 2,0 mM. A mistura foi incubada (30 min a 37 °C) e centrifugada (15.000 g por 1 h a 4 °C)
para separar os lipossomos do DMP livre em solu¢do. O sobrenadante foi filtrado atraves de
membranas de policarbonato (0,4 um de porosidade) e a retengdo do lipossomo pelas
membranas de filtragdo foi avaliada pela determinacéo de turbidez em 400 nm no filtrado.
Rotineiramente, vesiculas grandes ficam retidas pelo filtro e turbidez igual ou muito proxima
de zero é obtida. A adsorgdo de DMP nos lipossomos foi obtida pela determinacdo de
fosfato (Rouser, G. et al.,, 1970) nas solugbes filtradas onde lipossomos estavam
completamente ausentes. Com DODAB 0,5 mM, a concentracdo de DMP adsorvida (em
milimoles por litro) é plotada como uma fungdo de concentracdo final de DMP na mistura
(em milimoles por litro). A adsor¢do maxima foi obtida pelo platé na curva (Kikuchi, |.S. et al.,
1999) ou pela linearizagao das isotermas de adsorcdo de acordo com o modelo de Langmuir
(Jackson, S. et al.,, 1986). A linearizagdo das isotermas de adsor¢géo permitiu determinar
uma constante de afinidade K (M), e adsorcdo maxima, (x/m)max (CONcentracédo molar de
DMP adsorvido/1 M de DODAB na adsorgdo maxima) (Jackson, S. et al., 1986). O efeito de
NaBr 5 mM na formacédo do complexo DODAB/DMP foi avaliado através das isotermas de
adsorcdo de DMP obtidas como descrito anteriormente porém para misturas em solugéo de
NaBr 5 mM.

Ao analisar as misturas DMP-DODAB, foram preparados controles para estudar um
eventual aumento na adsor¢do de nucleotideo quando vesiculas eram preparadas em
solucdo de DMP e assim, com oferta de DMP também para o compartimento interno da
vesicula.

Lipossomos de DODAB 0,5 mM foram preparados por ambos os métodos (por
agquecimento ou por vaporizagdo cloroformica) em solugées de DMP 0,8 mM (excesso de
DMP) e antes de determinar a propor¢do molar DODAB:DMP, foram incubados por 30
minutos em duas diferentes temperaturas: uma acima e outra abaixo da temperatura de
transicdo de fase. Todos os controles foram feitos em quadruplicata para cada método de
preparagdo de vesiculas e cada temperatura de incubacéo e as propor¢des molares foram
obtidas, resultando iguais aquelas obtidas para misturas de vesiculas previamente
preparadas em agua e adicionadas a solu¢do de DMP.
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3.2.3 - Obtenc¢ao das isotermas de adsorcao de DMP sobre vesiculas de DODAB

Foi preparada uma solugdao aquosa 2 mM de nucleotideo DMP a e a partir desta,
foram preparadas misturas DMP/DODAB com concentragbes finais crescentes de
nucleotideo DMP, conforme Tabela 3.1. Em seguida, em todos os tubos tipo Eppendorf
foram adicionados volumes de 0,5 mL de dispersdo de DODAB 1,0 mM. As misturas foram

incubadas em banho-maria a 37 °C por 30 minutos.

Tabela 3.1 — Esquema para obtencdo de uma isoterma de adsor¢cdo de DMP sobre
vesiculas de DODAB. Em cada tubo, foi adicionado 0,5 mL de dispersdo de DODAB

1,0 mM para manter a concentragao final de DODAB em 0,5 mM.

Volume da solugéo de Volume de Concentragdo final de
nucleotideo DMP 2 agua (ul) nucleotideo na mistura
mM (pl)* DODAB-nucleotideo
(mM)
0 500 0

50 450 0,100
75 425 0,150
100 400 0,200
125 375 0,250
150 350 0,300
175 325 0,350
200 300 0,400
225 275 0,450
250 250 0,500
275 225 0,550
300 200 0,600
350 150 0,700
375 125 0,750
400 100 0,800
450 50 0,900
475 25 0,950
500 0 1,000

*A concentragdo do nucleotideo foi corrigida apds seu doseamento pelo método do fosfato.

Utilizando a centrifuga Eppendorf, as misturas foram centrifugadas a 14.000 rpm (ou
15.000 g) por 1 hora a 4 °C e em seguida, foram filtradas por membranas de policarbonato

de 0,40 um de porosidade. A limpidez de cada filtrado foi controlada através de leituras de
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turbidez em 400 nm, utilizando agua como branco. Se apresentassem turbidez acima de
cerca de 0,014, fazia-se uma refiltragao, utilizando membranas com porosidade de 0,20 um.
Isto garantia que n&o havia no filtrado vesiculas contribuindo para aumentar turbidez.

Conforme mostra a Tabela 3.2, o processo de filtragdo de misturas vesicula/DMP
usando filtro com poros de 0,40 um foi eficiente para eliminar vesiculas no filtrado. Exceto
para a amostra 10 que foi submetida a uma nova filtracdo, desta vez, por filtro com
porosidade de 0,20 pm.

Tabela 3.2 - Controle dos filtrados obtidos apés passagem da mistura vesicula*/DMP

por membrana de policarbonato, porosidade de 0,40 um

Amostras Turbidez (400 nm)
agua (branco) 0
1 0,005
2 0,002
3 0,003
4 0,002
5 0,001
6 0,002
7 0,002
8 0,002
9 0,002
10 0,026*
1" 0,005
12 0,003
13 0,004
14 0,005
15 0,004
16 0,004
17 0,006
18 0,005

*Vesicuias obtidas por aquecimento
**Apos estas leituras, a amostra foi submetida a outra filtragdo através de membrana com porosidade
de 0,20 um.

De cada filtrado, foram transferidas aliquotas de 50 e 100 ul para tubos de vidro que
foram levados para evaporagdo em estufa a temperatura de 80-100 °C. Apds evaporagéo,
foi adicionado em cada tubo, 0,30 mL de &acido perclérico concentrado. Os tubos foram

cobertos com bolas de vidro para evitar evaporagdo e deixados em digestor a 180 °C por 2



horas. Também foram submetidas ao mesmo tratamento desde a evaporagao, as solugdes
padroes de fosfato (incluindo o ponto zero como controle). 0-10-30-50-70-90-100 ulL de
solugdo padréo de fosfato de 1 mM em agua.

Apés atingirem temperatura ambiente, foram adicionados em cada tubo, em
sequéncia 1 mL de agua e 0,4 mL de molibdato de aménio 1,25% e agitados. Em seguida,
foi adicionado 0,4 mL de acido ascérbico 5% e agitado para homogeneizar. Todos os tubos
foram fechados com bolas de vidro e colocados em banho-maria fervente por 5 minutos.

Leituras de absorbancia foram realizadas em 795-797 nm contra ponto zero da curva
padrao de fosfato. A partir da concentragcdo de DMP no filtrado e da concentragdo de DMP
adicionada, foi calculada a concentragdo adsorvida. O grafico da concentragdo adsorvida
em fungdo da concentragao adicionada é a isoterma de adsor¢ao.

Na Tabela 3.3 sdo apresentadas as concentragdes de fosfato e as respectivas

leituras espectrofotométricas para construgdo da curva padrao de fosfato da Figura 3.2.

Tabela 3.3 - Curva padrdo de fosfato

Fosfato de sédio Absorbancia (795 nm)

(nmolar)
0 0
10 0,097
30 0,338
50 0,514
70 0,732
90 0,920
100 1,048

Neste caso, através da curva padréo de fosfato, obteve-se a equacdo da reta
¥=0,00351+0,01036x, onde
x = teor de fosfato (nmolar)

y = leitura de absorbancia da amostra
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Figura 3.2 - Curva padrao de fosfato

Pelo teor de fosfato, determinou-se a concentragcao de DMP no filtrado (Csobrenadante) €

sabendo-se o teor adicionado (Cadicionada), Chegou-se a concentragdo adsorvida (Cadsonvida)de

nucleotideo aos lipossomos :

Cadsorvida = Cadicionada - Csobrenadante (em MOIar)

(equagao 3.3.1)

A Tabela 3.4a ilustra a determinagdo de DMP no filtrado para obtengdo de uma

isoterma de adsorgéo de DMP em vesiculas grandes de DODAB (obtidas por aquecimento).

A Tabela 3.4b, por sua vez, ilustra a determinagdo da concentragdo de DMP na solugéo-

m&e através do mesmo processo de determinagéo de fosfato.



Tabela 3.4a - Determinacédo de nucleotideo adsorvido em vesiculas grandes de DODAB

pelo método de doseamento do fosfato, com concentragdo final de DODAB na

mistura de 0,50 mM

Absorbancia Fosfato Cifiltrado

(795 nm) (nmoil) (mM)
0 0,128 0,002
0,012 1,155 0,023
0,03 2,696 0,053
0,052 4,580 0,091
0,069 6,036 0,120
0,092 8,005 0,160
0,133 11,515 0,230
0,156 13,484 0,269
0,182 15,710 0,314
0,219 18,878 0,377
0,234 20,162 0,403
0,26 22,388 0,447
0,307 26,412 0,528
0,338 29,066 0,581
0,378 32,491 0,649
0,437 37,542 0,750
0,441 37,885 0,757
0,477 40,967 0,819

*concentragdo obtida da média de peto menos 2 determinagdes de fosfato num mesmo filtrado.
Cfiltrado - concentragao obtida numa das 2 determinagfes de fosfato num mesmo filtrado.

Cmedlaf”tradot Cadlcionado Cadsowldo
(mM) (mM) (mM)
0,001 0 0
0,021 0,103 0,082
0,053 0,155 0,102
0,091 0,206 0,115
0,120 0,258 0,138
0,157 0,309 0,152
0,230 0,361 0,131
0,264 0,412 0,148
0,311 0,464 0,153
0,378 0,515 0,137
0,391 0,567 0,176
0,435 0,618 0,183
0,517 0,721 0,204
0,569 0,773 0,204
0,644 0,824 0,180
0,742 0,927 0,183
0,754 0,979 0,225
0,811 1,03 0,219

Tabela 3.4b - Determinagdo da concentragdo de nucleotideo na solugao-mae de DMP pelo

meétodo do fosfato

Volume da Absorbancia Fosfato [nucleoctideo]
amostra (plL) {(nmolar) (mM)
25 0,593 56,900 2,276
50 1,156 111,244 2,224
média: 2,250




3.2.4 - Determinacdo da concentraciao de nucleotideo DMP adsorvido sobre
vesiculas de DODAB

Foram realizadas determinagbdes de nucleotideo DMP adsorvido em diferentes
situagdes:

- em preparagdes aquosas de vesiculas obtidas por aguecimento ou por vaporizagdo
cloroformica

- em preparagbes de vesiculas de DODAB em agua e preparagbes em diluente
contendo nucleotideo

- em interagbes lipossomo-nucleotideo a temperaturas de 30, 44 e 56 °C (abaixo e
acima da temperatura de transi¢cdo de fase : 43,6 °C)

Foram utilizadas concentragcbes de DODAB e de nucleotideo correspondentes ao
platd da isoterma de adsorcdo dos experimentos anteriores para ter um excesso de
nucleotideo e garantir que todas as vesiculas estivessem saturadas. A concentragdo de
DODAB foi de 0,500 mM e a de DMP foi 0,800 mM na mistura final.

Cada tipo de preparagéo foi submetido a intera¢cdes em temperaturas de 30, 44 e 56
°C por 30 minutos para verificar a possibilidade da entrada de nucleotideo na vesicula na
temperatura de transigdo de fase da bicamada e acima desta.

O excesso de nucleotideo no sobrenadante foi obtido através de dosagem do fosfato,

permitindo determinar o nivel de nucleotideo adsorvido na vesicula de DODAB.

3.2.5 - Linearizacao das isotermas de adsorcao de DMP pelo modelo de Langmuir

Foram determinadas novas isotermas de adsor¢cdo de DMP sobre as vesiculas de

DODAB e estas foram linearizadas pelo modelo de Langmuir (Jackson, S. et al., 19886).



Exemplo de linearizagao:

C c ]

(X, m) ) (w( m)max i k(x m)max

(equagao 3.2.5.1)

Onde:
(x/m) = numero de moles de DMP adsorvido/numero de moles de DODAB
(X/m)max = limite de adsor¢ao
m = numero de moles de DODAB (em Molar)
¢ = concentra¢cdo de DMP no sobrenadante (em Molar)
k = constante de adsorgdo (Molar™)

Se comparado a uma equagao de reta: Y = aX + b, teriamos:
X correspondendo a ¢
a correspondendo a 1/(x/m)max
Y correspondendo a c/(x/m)

b = intercepto = 1/K(X/M)max

3.2.6 - Determinacdo do efeito de NaBr sobre a adsorcdo de nucleotideo as
vesiculas de DODAB

Tanto as vesiculas de DODAB como o nucleotideo foram preparados em solugéo de
brometo de sédio 5 mM e obtida nova isoterma de adsor¢gdo de DMP sobre as vesiculas.

Para doseamento de DODAB néo foi possivel utilizar a técnica da microtitulagdo com
nitrato de mercurio porque se baseava na determinagdo do contraion brometo e aqui, seriam
determinados também os ions brometo provenientes do NaBr. Assim, a determinagdo de
DODAB foi realizada pelo método do Brij (Stelmo, M. et al., 1987). O método baseia-se na
formacdo de complexos estaveis entre o corante Orange G e ions de
dioctadecildimetilaménio que podem ser solubilizados em solugdes aquosas contendo
micelas neutras de Brij 35. As variagdes na absorbancia devido a formagao do complexo na

presenca de Brij 35 foram usadas por Stelmo et al. para desenvolver este método para



analise quantitativa de anfifilico de cadeia longa de alquilaménios, baseado na diminui¢ao
de leituras de absorbancia do complexo colorido ao interagir com as micelas de Brij.

A solucao de Brij foi preparada da seguinte maneira:

0,0271 g de Orange G,

0,0718 g de Brij 35,

5,844 g de NaCl

agua o suficiente para completar 1 litro de solugdo.

O método do Brij consiste na obten¢do da curva padréao de DODAB através de uma
dispersdo ja padronizada do mesmo anfifilico, por exemplo, dispersdo de DODAB 0,5 mM. A
partir desta dispersao, foram tomadas aliquotas de 0 a 100 pL, variando de 10 uL cada
ponto.

Da amostra a ser analisada, foram tomadas aliquotas de 25, 50, 75 e 100 puL.

Foram adicionados 2 mL de solugé@o de Brij em cada aliquota de padrdo ou amostra
e foram deixados em banho-maria a 50 °C por 30 minutos. Depois, foram transferidos para
banho-maria de 35 °C e apos estabilizacdo da temperatura, os padrdes e as amostras que
interagiram com a solucdo de Brij foram submetidas as leituras de absorbancia a 480 nm no
espectrofotémetro Ciba-Corning com controle de temperatura e estabilizado em 35 °C para
este experimento. Como branco foi utilizada solu¢do de NaCl 0,1 M.

Exemplo de doseamento de DODAB peto método do Brij:

Tabela 3.5 - Leituras e correcéo de leituras de absorbancia pelo método do Brij para curva
padrdo de DODAB

Volume V da Absorbancia Abs corrigida (Absgranco — Concentragéo de
dispersao de (a 480 nm)  (SAbs x(Vx0001 +2)/2) AbScorrIGIDA) Padrao de DODAB
DODAB padrao a (mM)

0,5 mM (pL)

10 1,034 1,039 0,011 0,0054

20 1,024 0,034 0,016 0,0108

30 1,011 0,026 0,024 0,0162

40 0,994 0,014 0,036 0,0216

50 0,976 1,000 0,050 0,0270

60 0,965 0,994 0,056 0,0324

70 0,952 0,985 0,065 0,0378

80 0,942 0,980 0,070 0,0432

90 0,925 0,967 0,083 0,0486

100 0,919 0,965 0,085 0,0540

*Abs — Absorbancia; Absorbancia do Branco foi 1,050.
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Figura 3.4 - Curva padrédo de DODAB obtida pelo método do Brij

Pela interpolacdo na curva padrdo ou pela equagdao da reta, foi obtida a
concentragdo em cada tubo (Conc_tubo):

COHC_tUbO = ((AbSBRANCO - AbSCORmeA) - 0,0007)/1 ,64516

Tabela 3.6 - Doseamento da dispersdo de vesiculas de DODAB obtidas por aquecimento

em presenca de NaBr 5 mM. Leituras e correcido de leituras de absorbancia pelo
método do Brij.

Volume da Absorbancia Absorbancia corrigida {Absgranco — Conc_tubo Concentragado
dispersdode (480 nm)  (FAbsx(Vx0001 +2)2)  Abscorricipa) (mM) de DODAB
DODAB (V) (mM)
(L)
50 1,004 1,029 0,021 0,0123 0,491
50 1,006 1,031 0,019 0,0110 0,441
100 0,956 1,004 0,046 0,0277 0,553
100 0,961 1,009 0,041 0,0245 0,489
Média : 0,494

Obs.: Concentragdo de DODAB (mM) = (Conc_tubo x 2000)/V
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3.2.7 - Determinagao do efeito de D-Glicose nas interacées DODAB-nucleotideo

Foram preparadas novas dispersoes de DODAB (1 mM) e solugdo de nucleotideo (2
mM) em presengca de 0,264 M de D-Glicose e realizadas novas determinagbes de

nucleotideo adsorvido em vesiculas de DODAB pelo método do fosfato.

3.2.8 - Determinacdo do efeito de NaCl sobre a estabilidade de vesiculas de
DODAB

O experimento visou a avaliagdo da floculagdo de lipossomos induzida por NaCl. Os
lipossomos de DODAB foram preparados (por aquecimento) em solugdo de D-Glicose 0,511
M com osmolaridade de 0,522 Os/kg para evitar o rompimento dos lipossomos que poderia
ocorrer por causa da mistura com solugdes hiperosmaoticas de NaCl sendo adicionadas aos
lipossomos preparados em agua. Todas as solu¢des de NaCl adicionadas aos liposomos
induziram floculagéo e estavam isoosmoticas com o compartimento interno aquoso.

As solugdes isoosmoéticas contendo NaCl e D-Glicose em diferentes proporgoes
Permitiram aumentar a concentragdo de NaCl sem mudanga de osmolaridade total da
solu¢do adicionada aos lipossomos. Para comparar floculacdo de lipossomos induzida por
DMP e por NaCl, respectivamente, foram obtidos dados cinéticos para flocutagdo induzida
por NaCl em que a turbidez em 400 nm foi registrada em uma escala de tempo de dias
porque a floculagdo foi muito mais lenta que aquelas induzida por DMP.

Assim, foram preparadas solugdes isoosmoéticas, com niveis crescentes de NaCl de
acordo com a Tabela 3.7. A osmolaridade foi mantida com auxilio da solugdo de glicose. Foi
fixado o nivel de 0,552 Os/kg nas misturas, correspondente ao nivel da solu¢do de NaCl
0,250 M (maior concentragao testada no experimento).

As vesicuias de DODAB ou o complexo DODAB/nucleotideo foram preparados em
solugdes de D-Glicose 0,511 M. Solugdes isoosmoticas mistas de NaCl e D-Glicose foram
entdo adicionadas as vesiculas ou ao complexo para estudo da floculagdo das vesiculas ou

floculagdo do complexo induzido por sal.
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Tabela 3.7 - Esquema para preparagdo de solugbes isoosméticas mistas contendo NaCl e
D-Glicose

NaCl na (1) solucdo de (2) solugdo de Osmolaridade Osmolaridade
mistura final NaCl (M) D-Glicose (M) da solugéo (1) da solugéo (2)

(M) (Os/kg) (Os/kg)
0 0 0,511 0 0,552
0,010 0,012 0,491 0,023 0,529
0,030 0,036 0,450 0,069 0,483
0,050 0,060 0,411 0,113 0,439
0,075 0,090 0,369 0,168 0,384
0,100 0,120 0,312 0,224 0,328

0,115 0,138 0,281 0,258 0,294

0,175 0,210 0,158 0,388 0,164
0,190 0,228 0,127 0,421 0,131
0,205 0,246 0,096 0,454 0,098
0,220 0,264 0,064 0,487 0,065
0,235 0,282 0,043 0,510 0,042
0,250 0,300 0] 0,552 0]
Faixa de salinidade fisioldgica Obs.: Osmolaridade das misturas = 0,552 Os/kg

Foram preparadas misturas contendo 1 mL de solugio isoosmética mista e 0,2 mL
de dispersdo de vesicula. Cada mistura foi homogeneizada rapidamente e a leitura em 400
nm foi imediata (a temperatura ambiente) em espectrofotometro Hitachi U-2000 para poder
determinar a velocidade inicial de agregac3o.

Foram determinadas as maiores velocidades nos 10 minutos iniciais para cada
concentracdo de NaCl. Como as velocidades iniciais foram muito baixas, aumentou-se o
tempo de observag&o para 30 minutos (1800 segundos). Foram realizadas leituras finais de
turbidez 24 horas e 1 semana ap6s a homogeneizagdo das misturas.



3.2.9 - Determinacao de cinética de floculagao de lipossomos de DODAB induzida
pelo DMP

Com a finalidade de averiguar o poder flocuiante do nucleotideo DMP sobre os
lipossomos, foram realizados experimentos de determinagdo de turbidez em funcdo do
tempo ap6s adicdo de DMP.

Foram obtidas cinéticas de floculagdo dos lipossomos (vesiculas obtidas por
aquecimento ou por vaporizacao cloroférmica) induzida por adigdo de solugdo aquosa de
DMP, variando a concentragéo deste ultimo. Para trés diferentes concentragées de DODAB
(0,5-0,25 e 0,08 mM), a concentragdo de DMP foi variada entre 0,1 e 1,8 mM. Turbidez da
mistura em comprimento de onda de 400 nm foi registrada ao longo do tempo, durante 30

minutos, utilizando-se espectrofotdmetro Hitachi.

3.2.10 - Determinacdo de mobilidade eletroforética (ME) dos lipossomos em
presenca de DMP

Dispers6es de DODAB em agua obtidas como previamente descritas (itens 3.2.1.2 e
3.2.1.3) foram diluidas para obter dispersées de DODAB 0,10, 0,20 e 0,40 mM, misturados
vlv com solugbes de DMP com concentragdes de nucleotideo variando de 0 a 1,0 mM, e
incubados (1 hora a 37 °C) antes de realizar medidas de mobilidade eletroforética (ME)
como uma fun¢éo da concentragdo de DODAB nas misturas. As mobilidades foram medidas
usando um aparelho de microeletroforese Rank Brothers com uma cela chata e a 25 °C. A
amostra a ser medida foi colocada dentro da cela de eletroforese, os eletrodos conectados e

uma voltagem de +60 V foi aplicada atraves da cela. As velocidades de vesiculas individuais

para uma dada distancia de percurso (60 um) foram registradas como também a diregdo de
movimento das vesiculas. As velocidades médias foram calculadas de dados de pelo menos

10 vesiculas individuais. A mobilidade eletroforética foi calculada de acordo com a equagéo
3.2.10.1:
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M = (ijxﬂ
LAV /

(equagao 3.2.10.1)
Onde:
ME — mobilidade eletroforética (em cm® uv™"'s™)
d' - distancia inter-eletrodos = 6,606 cm
d- distancia percorrida pela particula (em pm) = 60 um
t —tempo (em segundos) necessario para uma vesicula percorrer a distancia d

AV - diferen¢a de potencial aplicado (em volts) = + 60 V

A uma dada concentragdo de DODAB, ME foi determinada como uma fung¢do de
concentragdo de DMP.

Foram preparadas uma dispersdo aquosa de DODAB 0,10 mM e uma solugdo
aquosa de nucleotideo DMP 0,20 mM e foram transferidas concentragdes crescentes de
nucleotideo para um tubo de ensaio com tampa, conforme Tabela 3.8 e completados os
volumes para 4 mL em cada tubo, utilizando agua. Ainda, foram adicionados 4,0 mL de

dispersdo de DODAB 0,10 mM em todos os tubos e colocados em banho-maria a 37 °C por
30 minutos.



Tabela 3.8 — Esquema para obtencdo de uma curva de mobilidade eletroforética das

vesiculas de DODAB em fung¢édo da concentragao do nucleotideo DMP

Volume da solugdo de Volume de agua Concentragao final de
nucleotideo 0,20 mM * {mL) nucleotideo na mistura
{mL) DODAB-nucleotideo (mM)
0 4,0 0
0,2 3.8 0,005
0,4 36 0,010
0,6 3.4 0,015
0,8 3.2 0,020
1,0 3,0 0,025
12 2,8 0,030
1.6 24 0,040
2,0 2,0 0,050
2,4 1,6 0,060
2,8 1,2 0,070
32 0,8 0,080
4.0 0 1,000

*Para obtengdo na mistura final DODAB-nucleotideo de concentragdes de nucleotideo 2 e 4 vezes
maiores, foi substituida a solugdo-mae de nucleotideo para 0,40 e 0,80 mM, respectivamente,

mantendo-se 0 volume de agua adicionado e concentragdo da dispersdo de DODAB 0,10 mM.

Para as leituras, foi utlizado o equipamento de Rank Brothers Mark |
Microelectrophoresis Apparatus, aplicando voltagens de -60 ou +60 V sucessivamente para

cada particula, a temperatura de 25 °C e no nivel estacionario (NE) determinado pela
seguinte férmula:

NE = (d x 1,333 x 0,194) + di, (equagao 3.2.10.2)

Onde:

NE — posi¢ao do nivel estacionario

d - distancia entre as 2 paredes internas da cela do aparelhb (ecm)
diy — posicao da 12 parede interna

1,333 — indice de refragcdo do sistema

0,194 — constante da cela chata
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Para cada mistura, a velocidade eletroforética foi determinada para, pelo menos, 20
Particulas e determinada uma média para 10 meihores medi¢des e Mobilidade Eletroforética
(ME) calculada segundo a equagéo 3.2.10.1.

Tabela 3.9 - Exemplo de calculo de mobilidade eletroforética (ME) para concentragdo de
0,05 mM do nucleotideo DMP e de 0,05 mM de DODAB na mistura para percurso de
60 um e aplicagao de +60 V de diferenga de potencial.

particula n° te (s)* ta ()™ 1Me (s7) Ma(s)

1 2,46 2,43 0,41 0,41
2 2,27 2,24 0,44 0,45
3 2,14 2,21 0,47 0,45
4 2,086 2,09 0,48 0,48
5 2,18 2,20 0,46 0,45
6 2,26 2,39 0,44 0,42
7 2,29 2,22 0,44 0,45
8 2,35 2,49 0,42 0,40
9 2,19 2,40 0,46 0,42
10 2,34 2,38 0,43 0,42

médias: 0,45 0,44

ME™* . 2,97 2,91

*tempo para vesicula percorrer 60 um ao aplicar +60 V
**tempo para vesicula percorrer 60 um ao aplicar -60 V
“*ME - unidades em (10" cm®.V's™

A Tabela 3.9 apresenta um exemplo de calculo de Mobilidade Eletroforética (ME). Na
primeira etapa, foram medidos os tempos de cada particula para percorrer a distancia de 60
pm ao aplicar o potencial de +60 V. Quando a polaridade das cargas dos eletrodos era
trocada, a diregdo de movimento das particulés mudava conforme a localizagdo do eletrodo
negativo, isto €, as particulas estavam carregadas positivamente e se movimentavam para o
sentido do eletrodo carregado negativamente.

Na segunda etapa, foram obtidas as velocidades, ou seja, o inverso dos tempos. Em
seguida, foram calculadas as médias das velocidades. Cada valor de velocidade foi aplicado

na equagdo 3.2.10.1 para obtencdo dos valores de ME. E finalmente, a ME para cada

particula foi a resultante da média destes dois valores de ME.
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3.2.11 - Determinacdo da mobilidade eletroforética das particulas em misturas de
DNA e DODAB (SUV)

Vesiculas de DODAB SUV sao muito pequenas para serem visualizadas através do
microscopio de campo escuro do aparelho para microeletroforese de particulas. Assim, as
particulas que sdo visualizadas para as misturas DODAB/DNA sdo aquelas originadas da
transicdo bobina-globulo de DNA (Minagawa, K. et al., 1994) induzida por DODAB. Misturas
DNA/DODAB contendo uma concentragdo final de DNA fixa [0,0003-0,002 mM (em
nucleotideos)] e quantidades de DODAB SUV crescentes (0 a 0,016 mM) foram incubadas a
37 °C por 30 min. Mobilidades eletroforéticas foram determinadas e em fungdo da
concentragdo de DODAB em duas a trés diferentes concentracdes de DNA.

Foram feitas misturas de vesiculas pequenas de DODAB (SUV) com 2 diferentes
tipos de DNA: DNA do fago T4 e DNA do fago A. Estas misturas foram transferidas para
aparelho de Rank Brothers Mark Il Microelectrophoresis para medicdo da mobilidade
eletroforética a temperatura de 25 + 1 °C em fungao da concentragao de DODAB com as
concentragbes de DNA fixas.

No caso de DNA do fago T4, foram fixadas 3 concentragdes finais de DNA na
mistura : 0,456 , 0,912 e 1,824 uM (em nucleotideos). A cada uma dessas solugdes foram

adicionadas dispersdes de DODAB (concentragao final: 0 a 15 uM). Vide Tabela 3.10.
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Tabela 3.10 — Preparagao das misturas DODAB/DNA T4

Mistura 1 Mistura 2 Mistura 3
Disperséao de  Concentragdo Dispersao de  Concentragao Dispersao de Concentragao

DODAB 100 final de DODAB DODAB 100 final de DODAB  DODAB 100 final de DODAB

UM (L) (1) UM (L) (uM) 1M (uL) (M)

0 0 0 0 0 0

10 0,10 20 0,20 40 0,40

30 0,30 60 0,60 80 0,80

50 0,50 100 1,00 120 1,20

100 1,00 200 2,00 200 2,00

150 1,50 300 3,00 300 3,00

200 2,00 400 4,00 400 4,00

250 2,50 500 5,00 600 6,00

300 3,00 600 6,00 800 8,00

400 4,00 800 8,00 1200 12,00

1500 15,00

Mistura 1 - Adigdo de 10 uL de solug@o de DNA do fago T4 (0,456 mM em nucleotideo) para obter
concentracgio final de DNA de 0,456 uM (em nucleotideo).*
Mistura 2 - Adigdo de 20 L de solugdo de DNA do fago T4 (0,912 mM em nucleotideo) para obter
concentragao final de DNA de 0,912 uM (em nucleotideo) .*
Mistura 3 - Adigdo de 10 ut de solugdo de DNA do fago T4 (1,824 mM em nucleotideo) para obter
concentragao final de DNA de 1,824 uM (em nucleotideo).*

*ap6s adicdo de DODAB conforme tabela e o volume ser completado até 10 mL com agua.

No caso de DNA do fago A, o liofilizado do frasco foi solubilizado em 1 mL de agua e
seguido o esquema do DNA do fago T4. Foram fixadas as concentragdes finais de 0,308 e
0,616 uM e a concentragdo de DODAB também foi variada de 0 a 15 uM na solugéo final,

conforme Tabela 3.11.
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Tabela 3.11 — Przparacgdo das misturas DODAB/DNA A

Mistura 1 Mistura 2
Dispersao de Concentragao final Dispersdo de Concentracéo final
DODAB 200 uM de DODAB (pM) DODAB 200 uM  de DODAB (uM)

{ub) (nt)

0 0 0 0
10 0,20 20 0,40
20 0,40 40 0,80
30 0,60 60 1,20
50 1,00 100 2,00
70 1,40 140 2,80
100 2,00 200 4,00
150 3,00 300 6,00
200 4,00 400 8,00
300 6,00 600 12,00
400 8,00 800 16,00

Mistura 1 - Adigdo de 20 pL de solugdo de DNA do fago 7 (1,59 x 10® M em DNA ou 0,154 mM em
nucleotideo) para obter concentragio final de DNA de 3,18 x 107'? M (em DNA) ou 0,308 uM em
nucleotideo.*

Mistura 2 - Adicdo de 40 puL solugido de DNA do fago 7. (1,59 x 10° M em DNA ou 0,154 mM em
nucleotideo) para obter concentracdo final de DNA de 6,36 x 1072 M (em DNA) ou 0,616 pM em
nucleotideo.*

*apos adicdo de DODAB conforme tabela e o volume ser completado até 10 mL com agua.

A mobilidade eletroforética foi obtida conforme apresentado no item 3.2.10 e cada
ponto da curva de ME é resultado da média das medi¢Ges de velocidade para, pelo menos,

10 particulas.

3.2.12 - Determinac¢io da eficiéncia de incorporagio de [**C]sacarose em funcio
da concentracdao de DODAB

A eficiéncia de incorporagdo dos lipossomos de DODAB foi obtida pela dialise e
marcacdo radioativa do compartimento aquoso intralipossomal (Tsuruta, L.R. et al., 1997).
Iguais volumes de lipossomos preparados em agua (DODAB 1 mM) contendo ['*C]sacarose

(LS) e um controle de didlise de agua contendo [“C]sacarose (S) foram dialisados
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separadamente em dois saquinhos de celulose e em cerca de 2 L de agua em cada uma
das 5 trocas de agua e agitados vigorosamente. Antes da didlise, aliquotas de LS e S foram
reservadas para determinacdo de eficiéncia de incorporacdo de ['‘C]sacarose nos
lipossomos (ENT). Apds didlise, a radioatividade, em contagens por minuto (cpm), foi
determinada para os dialisados e para as aliquotas reservadas. A incorporagdo pode ser
obtida como (Tsuruta, L.R. et al., 1997, Augusto, O. & Carmona-Ribeiro, A.M, 1989):

ENT=(1/C)(cpm./cpm; - cpma./cpmyc) (equagdo 3.2.12.1)
onde 1 e 2 referem-se a contagens de LS antes e apos a didlise, respectivamente; 1c e 2¢

sdo contagens de S antes e apos dialise, respectivamente; C & a concentragdo molar de
DODAB. Entao, ENT é expressa em litros por moie (Tsuruta, L.R. et al., 1997).

3.2.12.1 - Preparacao de vesiculas de DODAB com conteudo radioativo

Uma solugdo de ["“C]sacarose foi preparada pela diluicdo de 10 uL de [**C]sacarose
concentrada (1,0 mCi/10 mL) em 10 mL de agua e vesiculas de DODAB (obtidas por
aquecimento ou por vaporizagdo cloroformica) foram preparadas nesta nova solugédo de
[14C]sacarose nas concentracdes de 2, 4, 6, 8 e 10 mg/mL (ou3,2,6,4,9,6, 12,8 e 16,0
mM). Estas preparagdes de DODAB foram submetidas as microtitulagbes com nitrato de
mercurio para precisar as concentrag¢des e ainda foram reservados 50 pL de cada dispersé&o
para determinac¢ao do nivel de radioatividade.

Membranas de celulose para dialise foram preparadas com pré-ativacao por
aquecimento com solu¢do de EDTA 0,1 mM por 30 minutos, seguida de lavagens

sucessivas com agua para eliminagdo do EDTA.

3.2.12.2 — Dialise das amostras

Aliquotas das dispersées de DODAB foram transferidas para saquinhos de celulose
para didlise e submetidas a dialise em agua, conforme esquema a seguir:
- 2 lavagens sucessivas em 1,0 L de agua com agitagao por 30 minutos cada
- 2 lavagens sucessivas em 1,5 L de agua com agitagao por 1 hora

- 1lavagem em 1,5 L de agua com agitagdo por 30 minutos



51

Obs.: Foi feita didlise com um branco que consistiu em solu¢do de sacarose radioativa

utilizada para preparar vesiculas de DODAB.

Moléculas peq
1o podem atravessar ~ podem atravessar a membrana
a

Saquinho de T SRR
dislise tE

Solugio
concentrada
Soluggo tampio -

eavel

Lk

B  Noinicio da dislise No equilibrio

Figura 3.4 - Esquema de didlise por “saquinho” de membrana de celulose (Adaptado de
Stryer, S., 1995)

3.2.12.3 — Preparacéao do liquido de cintilacdo

1 g de PPO foi dissolvido em 250 mL de tolueno e em seguida, foram adicionados 25
g de POPOP a esta solugdo. Apés dissolugdo, foram adicionados ainda 125 mL de

Triton X-100 e a mistura, homogeneizada.

3.2.12.4 - Leituras de radioatividade

Foram realizadas pré-leituras dos frascos contendo 5 mL do liquido de cintilagéo.
Depois, foram transferidos 50 uL de misturas n&o dialisadas para 5 mL do liquido de
cintilagdo, adicionados 200 uL de agua e homogeneizados. Em outros frascos, foram
transferidos 250 uL das misturas dialisadas para os 5 mL do liquido de cintilacdo e
homogeneizados. Todos os frascos foram submetidos a novas leituras de radiagdo num
detector de cintilagdo (Tri-CARB 1600 TR - Liquid Scintillation Analyzer).
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3.2.12.5 — Calculo de eficiéncia de incorporacgio de [**Clsacarose radioativa em
vesiculas de DODAB

O célculo de eficiéncia de incorporagao de sacarose radioativa foi realizada segundo
a equagdo 3.2.12.1 e foi construida uma curva de eficiéncia de incorporagdo de sacarose

radioativa em fung¢ao da concentragdo de DODAB.

3.2.13 - Determinacao da ruptura vesicular (%R) pela interacao DODAB/DMP

A ruptura vesicular induzida por DMP foi avaliada por 2 diferentes ensaios: dialise
convencional e dialise de equilibrio. As concentragdes finais de DODAB e DMP nas misturas
submetidas a didlise convencional ou didlise de equilibrio foram 05 e 1,0 mM,

respectivamente.

3.2.13.1 — Dialise convencional em saquinhos de celulose

Foi preparada por aquecimento uma dispersdo de DODAB 1 mM em solugdo de
sacarose radioativa e microtitulada com solugdo de nitrato de mercurio para determinar sua
concentragdo. Foi preparada também solugédo aquosa de DMP 2 mM. Em seguida, foi feita a
mistura da dispersdo de DODAB e solucdo de DMP na proporgdo de 1:1 (v/v) e levadas a
incubagéo a 37 °C por 30 minutos. Depois, as misturas foram transferidas para os saquinhos
de didlise e dialisados em agua (3 trocas sucessivas com 2 L de agua cada).

Observar que foi preparado um branco com dispersdo de DODAB e agua (1:1 viv) e
também, um controle de dialise com solugéo de sacarose radioativa.

As radioatividades foram medidas antes (cpm;,) e apos a dialise (cpm;).

- Calculo da porcentagem de ruptura (% Ry):

% Ruptura = [(cpm; — cpm,)/cpm;] x 100 (equagao 3.2.13.1)
onde:
cpm; — cintilagdes por minuto antes da didlise

cpm; — cintilagées por minuto depois da dialise



3.2.13.2 - Dialise de equilibrio

DODAB, DMP e membrana de celulose foram preparados como no item 3.2.13.1 até
afase das incubagdes a 37 °C por 30 minutos. Depois, 0,9 mL de cada mistura incubada foi
colocada no lado A de uma hemicamara de didlise de equilibrio e no lado B, foi colocada 0,9
mL de agua. Isto &, o dialisado LS (lipossomo com sacarose['*C] radioativa) contendo uma
radioatividade total igual a cpmyota (0U cpm4a) fOi previamente adicionado a solu¢gdo DMP e
a mistura foi incubada (30 minutos a 37 °C) e colocada na hemicamara a de uma camara de
dialise de equilibrio, sendo que o extravazamento foi inferido da radioatividade total em
hemicamara b (cpm, ou cpm,,) até o equilibrio ser atingido entre os compartimentos a e b,

que foram separados por uma membrana de dialise de celulose, conforme Figura 3.5.

n

o

p=
oot

-]
~4]

AN

: » Membrana de
i celulose

Mistura A agua

Figura 3.5 - Esquema de hemicamara para didlise de equilibrio

De ambos os lados (A e B), foram retiradas aliquotas de 50 uL nos tempos:
0-30min-15h-25h-35h-45h-55h-65h
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Cada uma dessas aliquotas de 50 uL foram transferidas para frascos contendo 5 mL
de liquido de cintilagdo (e que tiveram determinados previamente os seus valores de
contagem de fundo). Foram adicionados 200 ulL de agua a cada uma das misturas

anteriores, homogeneizados e realizadas {eituras de radioatividade no cintilador da Packard,
0 Tri-CARB 1600 TR-Liquid Scintillation Analyzer.

Para o calculo da % de ruptura vesicular no equilibrio (% R.), foram considerados

0s valores medios dos resultados dos lados A e B.

Lado A :

% Rupturaa = [(cpmaa/(cpm,a/2)] x 100 (equagao 3.2.13.2)
Lado B :

% Rupturag = [(Cpm2s — cpmyg)/(Cpm.a/2)] x 100 (equacgao 3.2.13.3)

onde:

cpm - cintilagbes por minuto

1,2 - inicio e fim da dialise

A, B - compartimentos A e B da hemicamara de dialise

CpMaa, CpMag — Cintilagdes por minuto no tempo final da dialise

cpmia, CpMys — cintilagdes por minuto no tempo inicial da dialise

3.2.14 - Determinacao da ruptura vesicular pela interagao DODAB/DNA

A ruptura de vesicula induzida por DNA foi avaliada para DNAs A e T4 por ensaios
de dialise de equilibrio. Vesiculas de DODAB foram preparadas por aquecimento a 56 °C
por 30 minutos em solugdo de sacarose radioativa. Parte desta solucdo foi dialisada
exaustivamente (5 x 1,5 L de agua, periodo total de 24 horas) e microtitulada com nitrato de
mercurio para determinag&o da concentragdo de DODAB.

As vesiculas de DODAB dialisadas foram submetidas a interacdo com DNA nas

propor¢des da condi¢do de mobilidade eletroforética maxima para cada DNA (T4 e A), isto é:
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DNA T4 concentracao final na mistura: 91,2 uM (em nucleotideo)
Concentracgao final de DODAB aquecida na mistura: 1 mM
Mistura: 200 uL. DNA T4 0,456 mM (em nucleotideo) +
800 uL DODAB 1,25 mM

DNA & concentragao final na mistura: 30,8 uM (em nucleotideo)
Concentracgao final de DODAB aquecida na mistura: 1 mM
Mistura: 200 pL de fago A 0,154 mM (em nucleotideo) +
800 uL DODAB 1,25 mM

Cada mistura foi incubada por 30 minutos a 37 °C e um volume de 0,9 mL transferido
para o tado A de uma hemicamara de dialise de equilibrio. No lado B, foi colocado 0,9 mL de
agua.

Além das amostras com misturas de DODAB/DNA, também foram submetidos a
dialise em hemicamara os seguintes controles:

a) solucao de sacarose radioativa

b) mistura constituida por 0,8 mL de dialisado de vesicula de DODAB 1,25 mM

contendo sacarose radioativa + 0,2 mL de agua

As dialises foram realizadas em duplicata e de ambos os lados da hemicamara (A e
B) foram retiradas aliquotas de 50 uL nos seguintes tempos:

0-30min-15h-25h-35h-45h-55h-65h

Essas aliquotas foram transferidas para frascos contendo 5 mL de liquido de
cintilagdo cujas contagens de fundo foram previamente determinadas. Foram adicionados
ainda 200 pL de agua, homogeneizados e submetidos as leituras no cintilador.

As porcentagens de ruptura foram obtidas analogamente ao descrito no item 3.2.13

para ruptura vesicular induzida por DMP e conforme equacéo 3.2.13.3.



3.2.15 - Otimizagdo da geometria de insergdo do nucleotideo na bicamada

Foram realizadas minimizagées de energia, utilizando o modulo DISCOVER do
pacote INSIGHT Il (Molecular Simulations Inc., San Diego) numa workstation IBM RS 6000-
3AT. Foi utilizada uma constante dielétrica ¢ = 3 para mimetizar o ambiente de uma
bicamada lipidica e uma convergéncia de minimizagdo sendo obtidas por derivacdo de

energia menores que 0,05 kcal/(moi*A).

3.2.16 - Determinacio das concentragdées de DNAs do mercado através de
determinacao de fosfato (Rouser, G. et al., 1970)

O método consistiu na determinacado do fosfato apds digestdo dos DNAs com acido
perclorico a 180 °C. O fosfato resultante reagiu com molibdato de aménio em presenga de
acido ascoérbico, formando um complexo azulado, permitindo medidas de Absorbancia na
regido do visivel e determinagdo de sua concentracdo na solugdo, mediante comparagao
com curva padrao de fosfato de sédio.

Foram transferidos 100 ul. de cada amostra de DNA para cada um dos tubos de
vidro (foram feitas em triplicata, quando possivel) e evaporada a agua em estufa a
80-100 °C. Foram adicionados 300 ulL de acido perclérico concentrado e os tubos cobertos
com bolas de vidro para evitar evaporagdo e deixados em digestor a 180 °C por 3 horas.
Foram submetidos ao mesmo tempo, padrées de fosfato de sédio e o controle, conforme
item 3.2.3. Todos os tubos (amostras de DNA e padrdes) foram resfriados até temperatura
ambiente e adicionados em cada um, 1 mL de agua e 0,4 mL de molibdato de aménio
1.25%, agitando-se em seguida. Foram adicionados 0,4 mL de acido ascérbico 5% e
novamente agitados. Em seguida, foram colocados em banho fervente por 5 minutos, com
0s tubos fechados com bolas de vidro. Finalmente, leituras de absorbéancia foram realizadas
a 795-797 nm contra ponto zero da curva padrdo construida conforme descrito no item
323.

As concentragdes de DNA (em nucleotideos) foram obtidas por interpolacédo na curva
padrio de fosfato, similarmente ao descrito para determinagéo de nucleotideo DMP no item
3.2.3.

Na Tabela 3.12, apresentamos os resultados da analise de DNAs, adquiridos da
Sigma, através de dosagem de fosfato, e confirmamos os valores rotulados com algumas

variagdes. E complementando, apresentamos na Tabela 3.13 as propriedades destes DNAs,
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isto €, os seus pesos moleculares, pares de bases e as concentragdes rotuladas (em

nucleotideos) e as concentragdes obtidas através de dosagem de fosfato.

Tabela 3.12 - Resultados da determinagdo de fosfato nas amostras de DNA

Tipos de Concentragéo Absorbancia Teor de Fosfato  Teor de Fosfato
DNAs tedrica (mM, em (795 nm) em 100 pL de (mM)
nucleotideos) solugdo (nmol)

Lambda 0,154 0,217 19,53 0,20
0,199 17,78 0,18

Média:

T2 0,149 0,2 17,88
0,215 19,34 0,19

0,206 18,46

Média:
T5 0,15 0,152 13,21 0,13
0,159 13,89 0,14
0,169 14,86 0,15

Média:

T7 0,15 0,188 16,71
0,187 16,61 0,17

0,187 16,61

Média:

T4 . 0,455 * 13,22 nmol em 25
pL

*dosagem de fosfato utilizando outra curva padrio de fosfato e quantidade de amostra mais restrita
(25 pl), porém, utilizando a mesma técnica de dosagem.

Tabela 3.13 - Propriedades dos DNAs e concentragbes analiticas de DNAs obtidas pelo método de
determinagéo do fosfato

Concentragéo de DNA

(mM de nucleotideos)

Tipo de Peso Namero de rotulada obtida

DNA Molecular  pares de bases analiticamente
(Da)

A 31,5x10° 48.502 0,15
T4 110 x 10° ~167.000 0,46
T2 110 x 10° ~ 164.000 0,15*
T5 68 x 10° ~103.000 0,15*
T7 25 x 10° ~37.900 0,15*

*concentra¢do na solugdo 1 U/mL



3.2.17 - Determinacao da adsorciao de vesiculas de DODAB (SUV) aos DNAs de
bacteriofagos

A interacdo DNA/vesiculas pequenas de DODAB sob condigbes de excesso de
DODAB foi estudada através da mistura de 0,5 mL de uma dispersao de DODAB (cerca de
1,1 mM) com 0,05 mL de uma solugdo de DNA (0,050-0,150 mM em concentragado de
nucleotideo) para dar concentracgdes finais de cerca de 1,0 mM de DODAB e 0,005-0,015
mM de DNA em nucleotideos. Entdo, a mistura foi incubada (30 minutos/37 °C), centrifugada
(15.000 g/1 h/15 °C), e o sobrenadante foi filtrado através de membranas de policarbonato
(porosidade 0,2 pum) para separar DODAB adsorvido ao DNA de DODAB livre. A
concentragdo de DODAB ndo adsorvido (ou livre) na mistura foi determinada na solugao
filtrada por solubilizagdo do complexo de DODAB/orange G em micelas nao idnicas de Brij
(Stelmo, M. et al., 1987).

O observado foi que a macromolécula de DNA com DODAB nela adsorvido ficou
retida enquanto DODAB SUV livre passou através do filtro. A concentragdo de DODAB
adsorvida foi medida indiretamente e pelo menos em quadruplicata para cada mistura e

expressa como concentracao de DODAB adsorvida + desvio padrdo medio.

3.2.17.1 — Adsorcao de vesiculas de DODAB SUV ao DNA de bacteriéofagos T4 e A

0,5 mL de uma dispersdo a 1,0 mM de vesiculas de DODAB obtidas por sonicagéo
foi misturada com 50 uL. de DNA de fago T4 (de concentracéo de 0,456 mM em nucleotideo)
ou de fago A (0,154 mM em nucleotideo), incubadas a 37 °C por 30 minutos, centrifugadas a
15.000 g por 1 hora e depois, filtradas através de membrana de policarbonato com

porosidade de 0,2 um. O filtrado foi utilizado para determinar DODAB pelo método do Brij.

A partir da curva de mobilidade eletroforética em funcdo da concentragdo de
DODAB, determinou-se a propor¢do necesséria entre DNA e DODAB para obtencdo de
mobilidade eletroforética maxima (e positiva). Garantida esta condigdo, foram realizadas

pelo menos em octuplicata, dosagens para cada mistura.



Tabela 3.14 - Proporcdes molares de DODAB : DNA (em nucleotideos) nas misturas

situagdo DODAB: T4 DNA DODAB : .. DNA
a 22:1 65:1
b 44 1 130:1

3.2.17.2 - Adsorc¢ido de vesiculas de DODAB ao DNA de bacteriofagos T2, T5e T7

Para estimar a adsorgao de DODAB SUV ao DNA foi seguida a proporgao entre DNA
e DODAB na situacdo de mobilidade eletroforética maxima como no item 3.2.17.1 e
apresentada na Tabela 3.15.

Tabela 3.15 - Esquema de preparacdo das misturas DODAB-DNA para determinagdo da

adsor¢ao de vesiculas de DODAB as moléculas de DNA

DNA Volume de DNA Volume de Concentragédo final Concentracéo
DODAB 1,10 mM de DNA na mistura  final de DODAB
(1b) (1M) na mistura
(mM)
T2 50 FL de solucdo a 1,49 x 500 14 1
10™ M (em nucleotideo)
T2 50 FL de solugdo a 0,75 x 500 7 1
10™ M (em nucleotideo)
T5 504§1L de solugdo a 1,50 x 500 14 1
10™ M (em nucleotideo)
T5 50 pL de solugdo a 0,75 x 500 7 1
10" M (em nucleotideo)
T7 50 yL de solugdo a 1,50 x 500 14 1
10" M (em nucleotideo)
T7 50 yL de solucdo a 0,75 x 500 7 1

10 M (em nucleotideo)

Feitas as misturas, estas foram incubadas a 37 °C por 30 minutos, centrifugadas a
15.000 g por 1 hora e depois, filtradas através de membrana de policarbonato com
porosidade de 0,2 um. O filtrado foi utilizado para determinar DODAB analiticamente pelo

método do Brij e as dosagens realizadas foram pelo menos em octuplicata para cada
mistura.
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3.2.18 - Determinacdo do deslocamento de cromoéforos ou marcadores

fluorescentes pela interagdo DNA/membrana catiénica

Dois marcadores (Vide Figura 3.6) foram utilizados separadamente para monitorar a
ocorréncia do deslocamento destes devido a interagdo DODAB/DNA: merocianina 540 (MC)
(Lelkes, P.l. & Miller, 1.R., 1980), um marcador fluorescente para marcar sitios hidrofébicos
da bicamada de DODAB (Carmona-Ribeiro, AM., 1993), e 4’ 6-diamidino-2-fenilindol (DAPY),
um marcador fluorescente hidrossoluvel com afinidade pelo sulco menor de DNA, para
observar a transi¢d@o de fita estendida para globulo em moléculas de DNA por microscopia

de fluorescéncia (Minagawa, K. et al., 1994).

.2 HCI
.x H,0
C-NH,
" - DAPI
NH
(CH.,),CH,
Qw! °>>:/
~ N
l CH-CH=CH-CH= >= S
o
(CH,), SO; Na (CH,);CH,

Merocianina 540

Figura 3.6 - Estruturas quimicas de DAPI e Merocianina 540

Solugdes-estoque de DAPI e MC foram preparadas em agua nas concentragdes de
0,012 e 1,0 mM, respectivamente e as concentragdes finais de DAPl e MC nas misturas
DODAB/DNA ou em DODAB/nucleotideo (com 2’-desoxiadenosina 5-monofosfato, DMP,
como o nucleotideo testado) foram 00,0006 e 0,010 mM, respectivamente. Os espectros
optico (para MC) ou de fluorescéncia (para DAPI) foram registrados em 3 diferentes
condi¢des experimentais: (1) o marcador sozinho em agua, (2) o marcador em DNA ou em

DODAB, (3) o marcador nas misturas de DNA/DODAB ou de DMP/DODAB. Controles
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brancos adequados foram preparados para medidas de turbidez de vesiculas e/ou DNA com

0S mesmos componentes, porém, sem marcador.

3.2.18.1 — Deslocamento de Merocianina a partir da bicamada

Foram preparadas misturas de DODAB e solugao de DMP nas condi¢gbes da Tabela
3.16 para observar o efeito do nucleotideo sobre espectro de absor¢gdo de luz da

merocianina 540 incorporada em lipossomos grandes de DODAB.

Tabela 3.16 — Preparacdo de misturas DODAB/DMP. Misturas de volumes de 0,4 mL de
dispersao de DODAB 0,5 mM e 2,0 mL de solucado de DMP para uma concentragao

final de DODAB na mistura de 0,08 mM e de DMP mostrado nesta Tabela.

Concentrac¢do da solugdo de DMP Concentragao final de DMP na

adicionada (mM) mistura (mM)
0,50 0,42
1,50 1,25
1,80 1,50

De cada mistura, foram transferidos 1,0 mL para cubeta de referéncia e outro mL,
apos adicionado de 4 plL de solugdo de merocianina 2,5 mM (concentracéo final de
merocianina na mistura = 10™° M, conforme Arroyo, J. et al., 1998), para a cubeta de amostra
€ realizada varredura entre 460 e 600 nm no espectrofotdmetro Hitachi.

Para verificar o efeito do DNA de fago A ou fago T4 sobre os espectros de
merocianina (MC) incorporada em lipossomos de DODAB obtidos por aquecimento ou por

vaporiza¢do cloroférmica foram preparadas as misturas, conforme Tabela 3.17:



Tabela 3.17 - Preparacdo de misturas DODAB/DNA (propor¢gdo molar 1:2) para

espectrometria de merocianina

Volume de Volume de Volume de Volume de Volume de
agua (mL) DNA do fago>. DNAdofago  dispersdode  dispersdo de
0,15mM(em T4046mM  DODAB 0,08 DODABO0,23
nucleotideo) (em mM (mL) mM (mL)
(mL) nucleotideo)
(mL)
0,5 - - 0,5 -
- 0,5 - 0,5 -
0,5 - - - 0,5
- - 0,5 - 0.5

Cada mistura foi submetida a incubagao em banho-maria a 37 °C por 30 minutos e

foram separados 0,5 mL para referéncia e 0,5 mL para adicdo de 2 uL de merocianina 2,5

mM e feita varredura entre 460 e 600 nm no espectrofotdmetro Hitachi.

3.2.18.2 — Deslocamento de marcador fluorescente (DAPI) a partir dos suilcos

menores de DNA

Foi preparada uma solugdo de DAPI 0,012 mM, pesando 2 mg para 1,0 mL de agua

(solugdo-méde 5,7 x 10 M) e diluindo 2,1 uL desta solugdo para 1,0 mL com agua. Foi

tomado cuidado no manuseio do DAPI| para evitar incidéncia de Iuz e sua degradagéo.

A partir da solugdo de DAPI 0,012 mM, foram preparadas novas solugbes do

marcador com concentragdes crescentes, conforme Tabela 3.18 para observar o efeito da

concentragao de DAPI sobre seus espectros de fluorescéncia.
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Tabela 3.18 — Preparacgao de solugdes de DAPI

Voiume da solugdo de Volume de agua Concentragdo final

DAP1 0,012 mM (mL) (mL) de DAPI (uM)
0,2 9,8 0,2
0.5 9,5 0,6
0,8 9,2 1,0

Cada solucao foi submetida a excitacdo em 365 nm e obtidos os espectros de
emissao de fluorescéncia em espectrofluorimetro Hitachi modelo F-4500. Espectros de
excitagdo também foram obtidos na faixa de 260 a 400 nm.

Cada mistura preparada conforme Tabela 3.19 também foi submetida a excitagao e
emissdo de fluorescéncia no espectrofotdmetro de fluorescéncia Hitachi para observar o
efeito da concentragdo do DNA do fago T4 ou fago A sobre os espectros de fluorescéncia do
DAPI| (0,6 uM DAPY).

Tabela 3.19 — Preparagao de solugdes de DAPI-DNA

Volume da Volume de DNA  Volume de agua Concentragéo
solugdo de DAPI 12 uM (em (mL) final de DNA (em
12 uM (mL) nucleotideo) (mL) nucleotideo) (uM)
0,5 0,2 A 9,3 0,2
0,5 0,5 9,0 0,6
0,5 0,8 8,7 1,0

Foram preparadas as solugbes da Tabela 3.20, procedendo-se a obtencdo dos
espectros de fluorescéncia para observar o efeito da concentragdo de DODAB sobre

espectros de fiuorescéncia de DAPI a 0,6 uM em DNA do fago T4 ou fago A (0,6 uM DAPI).
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Tabela 3.20 — Preparacgao de solugdes DAPI-DODAB, com volumes fixos de 0,5 mL para
solucbes de DAP! 12 uM e de DNA 12 uM (em nucleotideos)

Volume de dispersdo de  Volume de agua Concentragao final de

DODAB 0,1 mM (mL) (mL) DODAB (1M) na mistura
apds diluigdes
0,2 8,8 2
0,6 8.4 6
1,0 8,0 10

3.2.19 - Determinacio do efeito do DODAB sobre hipocromismo do DNA dupla fita

A temperatura afeta a molécula de DNA, causando separacdo das fitas
complementares da dupla hélice e causando hipercromismo em 260 nm. Para determinar
algum efeito de DODAB SUV sobre a dupla hélice de DNA, curvas de fusdo para varios
tipos de DNAs de bacteriéfagos (A, T2, T5 e T7) foram obtidas na presenca ou auséncia de
lipossomos de DODAB SUV.

Dentro de uma cubeta de quartzo contendo misturas DODAB SUV/DNA em
concentragdes finais de 1,0 e 0,014 mM, respectivamente, absorbancias em 260 nm foram
registradas como uma fungao da temperatura. A temperatura foi variada usando um banho
com circulagcao externa conectada ao suporte da cubeta. O controle da temperatura foi feito
através de um termdémetro digital Jencons, modelo 2003, acoplado a um termopar inserido
diretamente na amostra. A velocidade de variagdo de temperatura foi constante e igual a
cerca de 1,0 °C/min.

Em um segundo grupo de experimentos usando condi¢des similares, a Absorbancia
em 260 nm foi medida para cada mistura em 35 ou 85 °C e comparada com Absorbancia
para DNA sozinho. O hipercromismo foi considerado como a diferenga entre as
absorbancias a 85 e 35 °C (AA).

Como branco para misturas DODAB/DNA foi usada uma dispersao de DODAB com a
mesma concentracao final de DODAB da mistura DODAB/DNA. Para amostras de DNA, o
branco foi a mesma solugdo em que DNA estava, isto &, agua pura.

As misturas DNA-DODAB foram as seguintes, observando-se condi¢do de excesso

de DODAB em relacdo ao DNA: 50 uL de solugdo de DNA a 0,154 mM (em nucleotideos) e



63

500 uL de dispersdo de DODAB SUV a 1,10 mM (obtendo na mistura final, as
concentragdes de 14 uM e 1,0 uM, respectivamente para DNA e DODAB).

Para melhores detec¢ao e visualizagéo da diferenga entre as absorbancias a 85 e 35
°C, as concentragdes das dispersoes de DODAB e das solugdes de DNA foram dobradas e
neste caso foram: 100 uL de solugdo de DNA a 0,154 mM + 450 ul de disperséo de DODAB
SUV a 2,44 mM (obtendo na mistura final, as concentracbes de 28,8 uM e 2,0 mM,
respectivamente para DNA e DODAB).

Para as solugbes de referéncia foram utilizadas misturas de DODAB com agua no
lugar de DNA e as leituras de absorbancia foram realizadas de 35 a 85 °C a 260 nm no

espectrofotdmetro Ciba-Corning, com controle de temperatura.

3.2.20 - Transformacao da bactéria Escherichia coli DH 5a

Foram feitas tentativas de transformar a bactéria £. coli DH 5a, seguindo os
protocolos classicos (Sambrook, J. et A., 1989, Perbal, B.V., 1988), obtendo células
competentes que foram transformadas pelo método do cloreto de calicio ou utilizando o
complexo plasmidial obtido por interagcdo com DODAB. Na primeira série de experimentos,
foram utilizadas vesiculas pequenas de DODAB (obtidas por sonicagao) e na segunda série,
vesiculas gandes (obtidas por aquecimento).

As transformacdes foram detectadas através de plagueamento das misturas
contendo bactérias sobre meio solido de Mueller Hinton com ampicilina, pois, como o
plasmideo pSV-B-galactosidase apresenta gene que confere resisténcia a ampicilina, as

bactérias transformadas deveriam crescer na presenca deste antibiotico.

3.2.20.1 - Obtenciao de bactérias competentes:

Foi feito repique do microrganismo no dia anterior ao experimento, transferindo uma
alcada da cultura de bactérias para meio sélido de Mueller-Hinton agar inclinado.

No dia do experimento, foram transferidos 5 mL de meio TSB (Tryptic Soy Broth)
para o agar inclinado, raspados os microrganismos da superficie do meio e tranferido 0,5 mL
da suspenséo assim obtida para 25 mL de meio TSB em baldo de fundo chato. Este foi
colocado em shaker a 80-100 rpm a 35 °C por 2 horas e depois, 1 mL da suspenséo foi

transferido para cada um dos 2 tubos Eppendorf.
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Os tubos foram centrifugados a 4.000 rpm (1.300 g) por 5 minutos a 20 °C e retirado
0 sobrenadante (meio TSB). Foram adicionados mais 1,5 mL da suspensdo sobre os pellets
e centrifugados novamente, desta vez a 5.000 rpm (2.000 g) por 4 minutos a 20 °C. O
sobrenadante (meio TSB) foi retirado com pipeta Pasteur.

Foi transferido 1,0 mL de tamp&o acetato de sodio 20 mM pH 6,5 + CaCl; 0,1 M (frio)
e deixado no gelo por 20 minutos. Depois, foi feita centrifugagdo a 5.000 rpm (2.000 g) por 4
minutos a 20 °C. O pellet foi ressuspendido em 1,0 mL do tampéo acetato de sédio 20 mM
pH 6,5 + CaCl; 0,1 M (frio) e deixado 50 minutos no geio. Foi feita nova centrifugacao e
retirado o “excesso” de sobrenadante, até ficar com 0,1 mL de sobrenadante no Eppendorf.

As bactérias foram ressuspendidas no proprio Eppendorf com a mesma pipeta
Pasteur, misturadas as suspensdes dos 2 Eppendorfs, homogeneizados e 0,1 mL foi

redistribuido para cada um dos Eppendorfs.

3.2.20.2 - Transformacao das bactérias competentes usando DODAB

Foram feitos 2 tipos de preparagdes com bactérias competentes:

a) Tubo A1: (Método ciassico - com Cloreto de calcio)

Foi transferido 1 ubL (correspondente a 100 ng) de plasmideo pSV-B Galactosidase

para 0,1 mL de suspensdo de bactérias competentes e homogeneizado com a prépria
ponteira da pipeta.

b) Tubo A2: (Utilizacdo de DODAB)

Dispersdo de DODAB SUV 2,12 mM foi diluida em glicose 0,246 M na proporgéo de
1:10, e esterilizada por filtragao.

Foram transferidos 50 uL de DODAB 0,2 mM para 50 uL de agua estéril e adicionado
1 uL (correspondente a 100 ng) de solugdo contendo plasmideo. Interagdo foi feita por 15

minutos a temperatura ambiente e transferido o total de 100 uL para 0,1 mL de suspensédo
de £. coli .

c) Tubos A1 e A2:

Os tubos foram colocados em gelo e deixados por 20 minutos. Passado este

periodo, os tubos foram submetidos ao choque térmico por 2 minutos exatos a 42 °C. Logo
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em seguida, foi adicionado 1 mL de meio TSB em cada tubo e incubados a 35 °C em banho-
maria por uma hora, sem agitagao.

Foram feitas diluicdes 107", 10, 10, 10 em agua estéril, e foram plaqueadas as
diluicdes 10 e 10 em meio sélido de Mueller-Hinton e meio soélido de Mueller-Hinton +
Ampicilina 50 ng/mL.

As placas foram incubadas em estufa a 35 °C por 18-24 horas e feitas contagens das
colénias formadas.

O proximo objetivo foi comparar eficacia de transformacdo das bactérias
competentes através de complexos plasmidiais formados por vesiculas de DODAB
pequenas (obtidas por sonicagdo) ou vesiculas grandes (obtidas por aquecimento), pois nas
condigbes anteriores, pudemos obter bactérias transformadas, utlizando vesicuias
sonicadas na complexagao com DNA plasmidial.

a) Tubo B1: (método classico - com cloreto de caicio)

Foi transferido 1 uL (corespondente a 100 ng) de plasmideo pSV-p Galactosidase

para 0,1 mL de suspenséo de bactérias e homogeneizado com a propria ponteira da pipeta.

b) Tubo B2: (utilizacdo de vesiculas de DODAB obtidas por sonica¢io)

Previamente, foram preparados:

1) 1 uL do vetor plasmidial (correspondente a 100 ng de plasmideo pSV-p Galactosidase) +
49 ul de agua
2) preparacdo de DODAB sonicada 0,2 mM estéril

A mistura plasmidial foi preparada pela interagdo de 50 uL de 1) + 50 uL de 2) por 30
minutos a temperatura ambiente.

Foram transferidos 100 plL da mistura anterior para o Eppendorf com pellet de E. coli.

¢) Tubo B3: (utilizacdo de vesiculas de DODAB obtidas por aguecimento)

Foi seguido o mesmo procedimento que para o Tubo B2, porém, trabalhando com
vesiculas de DODAB preparadas por aquecimento.
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d) Tubos B1. B2 e B3:

Os 3 tubos foram colocados no gelo por 20 minutos e depois seguido o procedimento

como para os tubos A1 e A2.



Nota da BCQ: No impresso, nao consta a pagina 69

70

4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Quantificagdo da adsorcao de nucleotideos ao DODAB

4.1.1 - Obtencdo das isotermas de adsorcdo do nucleotideo sobre vesiculas de
DODAB

A Figura 4.1A ilustra uma isoterma de adsor¢do de DMP em vesiculas de DODAB
em agua obtidas por aquecimento em agua pura e a Figura 4.1B ilustra uma isoterma de
adsor¢do de DMP em vesiculas de DODAB em agua obtidas por vaporiza¢ao cloroférmica.
A partir do patamar destas isotermas, pode-se calcular a relagdo molar DODAB/DMP nas
condigbes de adsor¢gao maxima (Tabela 4.1). Deve-se ressaltar que o DMP foi adicionado
ao meio extravesicular.

Verificou-se que a relagdo molar DODAB:DMP €& de aproximadamente 2:1 para
preparagées aquecidas em agua. Uma molécula de DMP esta ligada a duas moléculas de
DODAB quando o nucleotideo € adicionado por fora. Para DODAB obtida por vaporizagdo
cloroférmica, observou-se uma relagao similar.

A Figura 4.1 mostra duas isotermas de adsor¢cdo de DMP sobre lipossomos grandes
de DODAB em agua. Ambos os métodos de preparacao de vesiculas unilamelares grandes
de DODAB (aquecimento e vaporizagdo cloroférmica) apresentaram perfis similares de
adsorgdo de nucleotideo sobre os lipossomos. A uma concentragdo fixa de DODAB (0,5
mM), houve um aumento langmuiriano na adsor¢do de DMP sobre as vesiculas de DODAB
em fungdo da concentracgéo final de nucleotideo, sendo que a adsorgao limite foi atingida em
torno de 1,0 mM de DMP adicionada.
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Figura 4.1 - Isotermas de adsor¢éo de DMP sobre vesiculas grandes de DODAB em agua.

As vesiculas foram obtidas por aquecimento (M) ou vaporizagao cloroférmica (®). A
propor¢do molar DODAB-DMP no ponto de adsorgdo maxima é ~2:1.
Concentracéo final de DODAB = 0,5 mM (concentracdo total na mistura).

*Concentracgédo final de DMP € a concentragéo total de DMP na mistura.



Tabela 4.1 - Determinagéo da proporgdo molar DODAB/DMP obtida para adigdo de DMP ao
meio extravesicular com interagdo a temperatura de 37 °C, com concentragoes finais

na mistura de DODAB de cerca de 0,50 mM e de nucieotideo a 0,80 mM

Tipo de Conc.final de Conc. adsorvida Propor¢éo molar
preparagdo das DODAB na solugao de DMP {mM) DODAB:DMP
vesiculas de (mM)
DODAB
aquecimento 0,51 0,21 2410
0,51 0,21 2410
0,56 0,23 2,410
0,50 0.20 2,5:1,0
vaporizagao 0,38 0,16 2,410

cloroféormica

0.53 0,18 2,9:1,0

4.1.2 - Efeito da temperatura de interacio DODAB/nucleotideo na proporgido molar
DODAB:DMP

As relagdes molares DODAB.DMP na Tabela 4.2 ndo mostram diferencas

significativas em fun¢do de temperatura de interagédo e, portanto, ndo dependem do estado
fisico da bicamada.



Tabela 4.2 - Efeito da temperatura de incubagdo do complexo e do tipo de vesicula de
DODAB sobre a propor¢gdo molar DODAB/DMP na concentragdo final de DMP
([DMPJnistura) fixada em 0,80 mM na mistura

Toopas t° neragio  [DODABmistura [DMPagsonida Proporcao molar
(°C) (mM) (mM) - DODAB:DMP
aquecida 30 0,50 0,18 2,8:10
0,52 0,184 +0,010 28:10
0,52 0,212 + 0,010 25:10
44 0,50 0.24 21:10
0,52 0,213 +0,018 24:10
0,52 0,262 + 0,049 20:10
56 0,50 0,21 2,4:10
injetada 30 0,52 0,23 2,3:1,0
0,51 0,14 0,015 36:10
0,51 0,142 £ 0,013 36:1,0
37 0,53 0,18 29:10
0,52 0,15 35:10
44 0,52 0,22 24:1,0
0,51 0,163 £ 0,016 31:10
0,51 0,163 + 0,011 31:10
56 0,51 0,246 £ 0,018 21:10
0,51 0,209 + 0,030 28:10

Obs.: Toopas - Tipo de preparagao de vesiculas de DODAB; t° neragao - T€mperatura de interagdo
DODAB-nucleotideo; [DODAB]mistra - Concentragdo de DODAB na mistura; [DMPlnstura
Concentragdo de DMP na mistura; [DMPlagsorda - Concentragéo adsorvida de DMP

*Desvio padrdo obtido pela formula: 6={[Z(x-m)2]/n}”2, onde; x=concentragdes na adsorgdo, m=média

dos valores de x, n=8 (n° de dados).
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4.1.3 - Efeito da preparacio de vesiculas de DODAB em solucao de DMP

Nesta etapa, tentou-se colocar nucleotideo no compartimento interno aquoso das
vesiculas, dispersando o DODAB diretamente na solugdo contendo nucleotideo. Os
resultados da Tabela 4.3 mostram que nessa situagdo, ndo houve diferengas significativas
na relagcdo molar DODAB/DMP com relagéo a situagédo de adigdo do DMP apenas por fora
da vesicula, isto €, extravesicularmente (vide Tabela 4.2). Parece que o nucleotideo

interagiu por inser¢éo na bicamada.

Tabela 4.3 - Determinacgao da propor¢ao molar DODAB/DMP na preparacgéao de vesiculas de

DODAB na solugao contendo nucleotideo

Toooas [DODABLmistura [DMP]rmistuca [DMPlagsorvida (M) Propor¢ao molar
(mM) (mM) DODAB:DMP
aquecimento a 0,56 0,80 0,180 31:10
56°C
0,49 0,80 0,194 25:1,0
0,63 0,80 0,251 25:1,0
0,55 0,80 0,231 £ 0,008* 24:1,0
0,60 0,80 0,276 £ 0,020 22:10
0,52 0,80 0,215 +0,013* 24:10
0,52 0,80 0,209 + 0,014 25:10
vaporizagao 0,82 0,80 0,228 3,6:1,0
cloroférmica a
70°C
0,95 0,80 0,283 34:1,0
0,49 0,80 0,161 + 0,027 3,0:1,0
0,60 0,80 0,151 £ 0,019 40:1,0

Obs.: Tpopas - Tipo de preparagao de vesiculas de DODAB; [DODAB]iswra - Concentragdo de DODAB
na mistura; [DMP]mistra - Concentragdo de DMP na mistura; [DMP.gsonida - CONcentragao adsorvida de
DMP

*Desvio padrio obtido pela formula: 5={[£(x-m)*}/n}"”?, onde; x=concentra¢des na adsorgdo, m=média
dos valores de x, n=8 (n° de dados).

**Nas condi¢gdes do experimento, ndo foram atingidos os valores maximos de adsorcdo de DMP
sobre vesiculas de DODAB. Para isto, seriam necessarias concentragées de DMP de pelo menos 2
vezes a concentragdo de DODAB em cada situagio.



4.1.4 - Efeito do NaBr 5 mM

O efeito da forga idnica na interagdo DODAB/DMP, utilizando NaBr 5 mM esta
descrita na Tabela 4.4 e Figuras 4.2A e 4.2B. Ndo houve formacdo do complexo nesta
condicdo. Na Tabela 4.4, pode-se observar que o sal influiu na interacdo, dificultando a
formacao do complexo DODAB/DMP. Nas Figuras 4.2A e 4.2B, a adsor¢ao do nucleotideo
sobre a bicamada catiénica foi proxima de zero. Isto mostrou a importancia da atracao
eletrostatica entre nucleotideo carregado negativamente e a membrana carregada
positivamente na complexagdo e o efeito da for¢a idnica de 5 mM de NaBr afetando esta
complexacgao. O potencial zeta para vesiculas grandes de DODAB preparadas em agua foi
de 58 mV, enquanto para as mesmas vesiculas preparadas em NaBr 5 mM foi de 6 mV
(Nascimento, D.B. et al., 1998), explicando o substancial efeito de uma for¢a idnica
relativamente pequena (como € a solugdo NaBr 5 mM) sobre a adsor¢ao de nucleotideo. A
atracdo eletrostatica entre o nucleotideo e a bicamada catidnica tornou-se bastante
pequena para um potencial zeta de +6 mV sobre a membrana. Este resultado mostrou a
importancia da atragc&o eletrostatica na formagdo do complexo lipossomo/nucleotideo em
agua.
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Tabela 4.4 - Propor¢ao moiar DODAB/DMP guando nucleotideo foi adicionado em vesiculas

preparadas em solugdo de NaBr 5 mM e interagéo a 37 °C

Tipo de [ DODAB] na [DMP] na Conc. adsorvida de Propor¢ao molar
preparacdo de mistura (mM) mistura (mM) DMP (mM) DODAB:DMP

vesicula

aquecida 0,55 0,80 0,01 55,0:1,0

injetada 0,31 0,80 0,01 31,0:1,0

Devido a dificuldade de interagcdo DODAB/nucleotideo, estudou-se a influéncia dos
ions durante a preparacgdo do lipossomo, isto &, vesiculas de DODAB foram preparadas em
diluente contendo nucleotideo e ions. Verificou-se que mais nucleotideo conseguira se ligar

a vesicula nesta situagdo (Tabela 4.5).

Tabela 4.5 - Propor¢cao molar DODAB/DMP quando as vesiculas foram preparadas em
solugdo de DMP e NaBr 5 mM

Tipo de [DODAB] na [DMP] na Conc. adsorvida de  Propor¢&o molar
prepara¢ao da mistura (mM) mistura (mM) DMP (mM) DODAB:DMP
vesicula de

DODAB

aquecida 0,49 0,80 0,076 £ 0,010 6,4:1,0
0,38 0,80 0,116 £ 0,013 3,3:1,0

injetada 0,40 0,80 0,099 + 0,006 40:10
0,40 0,80 0,086 £ 0,011 47:1,0

ions brometo e DMP competiram por sitios de ligagao na vesicula, porém, as forgcas
de ligagdo vesicula-brometo foram bem mais fortes que as forcas de interagdo com o
nucleotideo, impedindo até o deslocamento do contraion. Observou-se também que,
dispersées de DODAB em presenca de sal eram menos estaveis que as dispersfes em
agua, ocorrendo floculagdo em algumas horas e quanto mais concentrada a dispersdo de
DODAB, mais rapidamente ocorreu a floculagdo e ainda, preparagées por aquecimento a 56
°C mostraram-se menos estaveis que as preparagdes obtidas por vaporizagao cloroférmica
a70°C
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4.1.5 - Efeito da solucido de D-Glicose 0,264 M

A Tabela 4.6 mostra que em presenga de D-Glicose ocorreu a complexacgdo
DODAB/DMP. Ja foi observado também que a D-Glicose adsorve nessas vesiculas
catiénicas. A confirmacao desse resultado dependeria da obtengdo de uma isoterma de

adsorcéo em D-Glicose.

Tabela 4.6 - Proporcao molar DODAB/DMP em misturas preparadas em solugao 0,264 M
de D-Glicose (adicdo de DMP a vesiculas prontas), com interagdo a 37 °C, com

concentragao de DMP de 0,80 mM na mistura

Tipo de preparagdo [DODAB] na [DMP] adsorvido  Proporgao molar

de vesicula de mistura (mM) (mM) DODAB:DMP
DODAB
aquecida 0,56 0,258 + 0,014 22:10
0,56 0,262 + 0,011 22:1,0
injetada 0,50 0,249 + 0,010 20:1,0
0,50 0,279 + 0,011 1,8:1.0

*Desvio padrdo obtido pela formula: §={[£(x-m)%/n}"?, onde; x=concentragdo de DMP

adsorvido, m=meédia dos valores de x, n=8 (n° de medidas).

A formagao de complexos DODAB/DMP ocorreu simplesmente devido ao fato de
D-Glicose nao formar ions, isto &, por estar na forma molecular, ndo interferindo nas

interacdes eletrostaticas entre DODAB e DMP.

4.1.6 - Linearizacao das isotermas de adsorgcido pelo modelo de Langmuir

A adsorcao limite de DMP pode ser determinada por dois processos diferentes: (a)
pelo platd da adsorgéo limite como determinado diretamente da curva de adsor¢ao (Figura
4.1) e (b) por linearizagdo das isotermas de adsor¢cao usando o modelo de Langmuir.

Em agua pura, uma concentracgao final de DMP de 1,0 mM na mistura DODAB/DMP
resultou em cerca de 0,25 mM de DMP adsorvido em 0,50 mM de DODAB, resultando em
uma proporcdo molar de DODAB:nucleotideo de cerca de 2:1 na adsorgao limite e que foi

obtida por ambos 0s processos citados: (a) pelas curvas de adsor¢éo (Figura 4.1, pontos
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definidos pelas linhas pontilhadas) e (b) pelo processo de linearizagdo das isotermas de
adsorcdo (Tabela 4.8).

Tabela 4.7 - Exemplo de linearizagio de uma isoterma de adsorgédo pelo modelo de Langmuir

X=c= Cadicionado (MM) Cadsorvigo (MM) = x/m = n° moles de Y =c/(x/m)
Csobrenadante Cadicionado -~ Csobrenadante  DMP adsorvido/n®
{(mM) moles de DODAB
0 0 0 - -
0,021 0,105 0,084 0,175 0,120
0,035 0,210 0,175 0,365 0,096
0,125 0,315 0,190 0,396 0,316
0,242 0,420 0,178 0,371 0,652
0,369 0,525 0,156 0,325 1,135
0,443 0,630 0,187 0,390 1,136
0,668 0,840 0,172 0,358 1,866
0,883 1,050 0,167 0,348 2,537
1,077 1,260 0,183 0,381 2,827
1,314 1,470 0,156 0,325 4,043
1,503 1,680 0,177 0,369 4,073
1,699 1,890 0,191 0,398 4,269
1,854 2,100 0,246 0,513 3,614

A equacéo da reta obtida através do ajuste do programa Origin 5.0 foi :
Y =0,146 + 2,41X

Pode-se observar que a linearizagdo pelo modelo de Langmuir foi possivel e que a
constante @ da reta obtida: Y = aX + b, forneceu diretamente a propor¢cdo molar maxima
" para adsor¢ao do nucleotideo ao DODAB (Tabela 4.8).
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Tabela 4.8 - Equacgdes de retas obtidas pela linearizagao das isotermas de adsorgéo

Tipo de preparacéo de vesiculas Equacdes das retas obtidas
de DODAB
aquecida Y=0,211+2,0X
Y=0,031+2,3X
Y=0,236+2,2X
Y=0,279+2,1X
injetada Y=0,010+2,3X
Y=0,111+2,6X
Y=0,111+3,0X
Y=0,176+2,4X
Y=0,310+2,3X
Y=0,092+1,8X

Pela média dos valores tanto para vesiculas obtidas por aquecimento como por

vaporizagao em cloroférmio, pode-se dizer que a relagdo molar é 2 DODAB : 1 DMP.

4.2 - Efeito da concentracio de NaCl sobre velocidade de floculacio de vesiculas de
DODAB

Devido as observagdes de formagao de floculados em alguns casos, fez-se um
estudo do efeito da concentragéo de sal sobre a velocidade de floculagdo de vesiculas de
DODAB. Porém, foi utilizado cloreto de sédio por ser constituinte da solugéo fisioldgica que
é utilizada em experimentos com organismos vivos. Vide item 3.2.8 em Materiais e Métodos.

Foram preparadas solugbes com concentragdes crescentes de NaCl e para manter a
osmolaridade, utilizou-se D-glicose como complemento por ser comum em preparagdes com
células e por ndo ser um constituinte idnico, ndo interferindo no estudo considerado. A
osmolaridade fixada foi a referente & mais alta concentracdo de NaCl que seria testada
(0,250 mM).

As dispersbées de DODAB foram preparadas em solugdo de D-Glicose (0,511 mM)
para evitar choque osmoético quando adicionadas as solugées de NaCl para preparar as
misturas.

Foram determinadas curvas de turbidez em 400 nm em fung¢do do tempo para obter
a velocidade inicial de floculagdo induzida por solugbes salinas isoosméticas. A Tabela 3.7
de Materiais e Métodos mostra o esquema de preparacéo das solu¢des isoosmoticas da
mistura (0,552 Os/kg) e a Figura 4.3 mostra algumas cinéticas assim obtidas. Conforme se

observou, a preparacao foi relativamente estavel mesmo em solugdes salinas préximas as
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condigdes fisioloégicas e a floculagdo maxima ocorreu nas 24 horas iniciais, mantendo-se
durante o periodo observado de uma semana, pois em 24 horas, as estruturas ja tinham

atingido a distancia maxima permitida para o equilibrio.
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Figura 4.3 - Efeito do NaCl sobre agregac¢do de vesiculas de DODAB obtidas
por aquecimento.

4.3 - Nucleotideo como um &anion hidrofébico de aita afinidade pelas bicamadas

catibnicas em agua.

Da proporgdo molar obtida na adsor¢ao limite para DODAB:DMP de 2:1 (Figura 4.1),
0 sinal do complexo DODAB/DMP deve ser positivo. Esta previsdo realmente foi confirmada
pela determinagdo de mobilidades eletroforéticas para os lipossomos em presen¢ca de DMP
como uma fungéo da concentragdo de nucleotideo (Figuras 4.5 e 4.6), contudo, quando a
concentracdo de DMP (0,4-2,0 mM) na mistura tornou-se muito maior que a concentragéo
de DODAB (0,08 mM), houve uma flocula¢do induzida por DMP em vesiculas grandes de
DODAB (Figura 4.4A) que foi muito rapida em comparagao com floculagéo induzida por
NaCl (40-210 mM de NaCl) (Figura 4.4B). Este resultado consistentemente ilustra uma
importante propriedade do nucleotideo que se comportou como um &anion hidrofobico que
tem uma afinidade muito maior por membrana catidnica que a exibida por um anion
inorganico pequeno como o cloreto (CI"). O componente hidrofébico da interagdo reaimente

causou alta afinidade entre o nucleotideo e a bicamada que levou a neutralizagéo de carga



no lipossomo e floculagdo rapida (Figura 4.4A). Para evitar a floculagdo, a propor¢ao molar
DODAB:DMP teve que ser mantida a 2:1 com preservagéo da carga positiva do complexo.

Um excesso de nucleotideo em relagdo ao DODAB definitivamente causou floculagéo
(Figura 4.4).

—_ 01
e
C
o
2 o . ,
N B
[+b]
ke
.E 04}
3
[
03}
210 mM
0,2 "—_—’-’M
[ 40 mM
01 F
P 1 N s N
0 10 20 30

Tempo (minutos)

Figura 4.4 - (A) Efeito do DMP sobre turbidez nas vesiculas de DODAB 0,08 mM preparadas por
aquecimento em fungéo do tempo. A concentragéo final de DMP na mistura esta indicada no
grafico em (A) . (B) Efeito do NaCl sobre turbidez de vesiculas grandes de DODAB 0,08 mM
preparadas por aquecimento. Concentragdo de NacCl indicada no grafico. Em (B), as

vesiculas foram preparadas em solugdo de D-Glicose 0,511 M e mesmo com adi¢do de NaCl
foi mantida a isotonicidade.



4.4 - Correlacdo entre mobilidade eletroforética minima e adsorcio maxima de

nucleotideo.

A técnica para determinagdo analitica de isotermas de adsor¢do requer
concentragbes de DODAB e DMP na faixa de concentragdo milimolar, enquanto a
microeletroforese de vesiculas requer concentragdes de DODAB que sejam pelo menos 100
vezes menores que aquelas usadas para isotermas de adsorgdo.

Para que uma unica vesicula seja submetida ao campo elétrico e sem interferéncia
de outras vesiculas carregadas na mobilidade, ha necessidade de dilui¢cdo infinita. Nao se
tem uma determinagao segura de mobilidade eletroforética para uma dispersdo concentrada
de vesiculas carregadas (Carmona-Ribeiro, AM. & Midmore, B.R., 1992a). Por isso, as
mobilidades eletroforéticas para vesiculas grandes de DODAB como uma fungdo da
concentragdo de nucleotideo nas misturas foram obtidas com DODAB a 0,05 mM, uma
concentragdo onde apenas algumas vesiculas suficientemente afastadas e praticamente
ndo interagindo umas com as outras estavam visiveis ao microscopio de campo escuro.

Na adsorgao limite, a propor¢édo molar DODAB/DMP adsorvida foi 2:1 (Figura 4.5A),
sendo a mobilidade eletroforética para o complexo igual a +2,5 x 10 cm?.V"' .s™ (Figura
4.5B). Embora as concentragdes finais de DODAB ou DMP nas misturas para isoterma de
adsorcgao (Figura 4.5A) fossem 10 vezes maiores que aquelas para a curva de mobilidade
eletroforética em fungdo da concentragdo de DMP (Figura 4.5B), a proporgdo DODAB:DMP
foi igual a 2:1 em ambas as curvas (ver linhas pontithadas na Figura 4.5) e a adsorgdo

maxima para 0 nucleotideo sobre os lipossomos ocorreu simultaneamente a mobilidade
eletroforética minima.
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Figura 4.5 - Correlagédo entre ME (Mobilidade eletroforética) minima e adsorgdo maxima de
DMP sobre vesiculas grandes de DODAB preparadas por aquecimento. Em (A),
[DODAB]final = 0,5 mM e em (B) [DODABIfinal = 0,05 mM. Em (A), o platé para
adsor¢do maxima foi atingido quando [DMP] = 1,0 mM e, em (B), a mobilidade

minima foi atingida quando [DMP] = 0,1 mM.
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Na Figura 4.6, a mobilidade eletroforética para vesiculas grandes de DODAB em
trés diferentes concentragées de DODAB diminuiu como uma fung¢do da concentragdo de
DMP nas misturas, atingindo uma mobilidade positiva minima de 2,5 x 10 cm?V"'.s" auma
concentracdo de DMP na mistura que foi cerca de duas vezes a concentragdo de DODAB
em cada mistura. Deve-se considerar que as isotermas de adsor¢do apontaram para uma
propor¢gdo molar de 2:1 (DODAB/DMP adsorvido) precisamente quando uma propor¢ao
molar de 1:2 (DODAB/DMP adicionada) ocorreu (Figura 4.1 e 4.5A).Novamente, um valor de
mobilidade positiva foi consistente com a proporg¢dao molar de 2:1 (DODAB/DMP adsorvida).

0,05 mM DODAB 0,10 mM DODAB 0,20 mM DODAB

ME (10" cn? V™' §')
N

0 0,08 010 O 0,1 0.2 0 0:2 0,4

Concentragao final de DMP (mM)

Figura 4.6 - Mobilidades Eletroforéticas (ME) de vesiculas grandes de DODAB em fungéo
de concentragbes de DMP. Nas misturas foram consideradas 3 concentragbes de
DODAB (0,05 - 0,10 e 0,20 mM) e 2 tipos de preparagdo de vesiculas: (B) por
aquecimento e (®) por vaporizagdo cloroférmica. As linhas pontilhadas indicam
valores minimos (~2,5 x 10 cm®V"' .s") de ME. Em cada caso, o valor minimo

ocorreu quando a concentragdo de DMP foi aproximadamente 2 vezes a
concentracdo de DODAB na mistura.
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Para calcular a densidade superficial de carga do complexo DODAB/DMP,

primeiramente foi feita a conversdo de Mobilidade Eletroforética (ME) das particulas para
Potencial Zeta (), utilizando a teoria de O’'Brien e White (1978).

Por esta teoria, a mobilidade de particulas coloidais de quaisquer formas é
independente das propriedades dielétricas da particula e condi¢cdes eletrostaticas da
superficie da particula. A mobilidade depende apenas do tamanho e forma, das
propriedades da solugao eletrolitica em que esta suspensa e carga interna (O’'Brien, R.W. &
White, L.R., 1978) (Carmona-Ribeiro, A.M. & Midmore, B.R., 1992).

A equacéao completa de Poisson-Boltzmann (PB) para o potencial de superficie sobre
uma esfera relaciona o potencial de superficie com o raio da particula e a concentragdo de

eletrolito (White, L.R., 1977). Para calcular a densidade superficial de carga a partir do

potencial zeta do complexo foi usada uma aproximac¢do analitica sugerida por Wiersema,
Loeb e Overbeek (1966):

o = - (KT/ze) x {2[sinh Cze / (2KT)] + (4/xa) [tanh Cze / (4kT)]} (equagdo 4.4.1)

onde:
o = densidade de carga (em uC/cm?),
C = potencial zeta (em Volts),
a = raio da vesicula igual a D,/2 (em cm),

x = inverso do comprimento de Debye (em cm™)

A expressao final para a densidade de carga a 25 °C foi dada pela equagdo 4.4.2
(Carmona-Ribeiro, A.M. & Midmore, B.R., 1992):

o =-5,87 ¢"? (1/z) {[2 sinh (19,468)] + [4/xa] tanh (9,730)} (equagio 4.4.2)

onde:
o = densidade de carga (em uC/cm?)
C = potencial zeta (em Volts)
a = raio da vesicula (em cm)

¢ = concentracdo de nucleotideo (em molar)

z = carga do contraion



37

Assim, as etapas seguidas para calculo da densidade supericial de carga a partir do

potencial zeta do complexo foram:

a) Calculo de Potencial Zeta (0):

C = Yo x0,0257 (equagao 4.4.3)
Yo foi determinado pelos graficos em fungéo da Mobilidade reduzida (E) e de ka .

Entdo, foi determinada a Mobilidade Reduzida (E) (O’'Brien, R.W. & White, L.R.,
1978) pelo valor medido da Mobilidade Eletroforetica (ME) na diluigdo infinita:

E =0,7503 x 10* x ME (equagio 4.4.4)

Em seguida, foi calcutado valor de xa (O’'Brien, R W. & White, L.R.; 1978), sendo

que:
xa=(32,83x 10°xc") xa (equagio 4.4.5)

onde: ¢ = concentragdo de DMP ou nucleotideo (em Molar) e,

a = raio da vesicula (em cm).

Assim, através de graficos de Mobilidade Reduzida (E) e de xa em fungao de yy, foi
determinado o valor de y, (O’Brien, R.W. & White, L.R., 1978) que foi aplicado na equagéo
4.4.3 e obtido o valor do Potencial Zeta ().

b) Finalmente, para calcular a densidade superficial de carga a partir do potencial zeta do
complexo foi usada a aproximagao analitica sugerida por Loeb, Wiersema e Overbeek e a

expressao final para a densidade de carga a 25 °C dada pela equagdo 4.4.2
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Tabela 4.9 - Determinagdo de densidade superficial de carga e da relagdo

cargas/monémero de DODAB para duas forgas iénicas (0,1 e 0,03 mM de DMP).

[DODAB]} | diametro | [DMP] Proporcao ka ME E g G cargas/mondme
(mM) da (mM) molar (em*V'sh) | em*V's") (Volts) (pC/CmZ) ro de DODAB
vesicula DODAB:OMP
(nm)
— T =3
I 005 500 0.10 1:2 82| 25x10 19x10 0,033 0,063 0,002
005 500 0,03 2:1 58| 40x10* | 30x10" | 0,000 0,002 0,008

No complexo DODAB-DMP n&o ocorreu neutralizagdo de cargas conforme pbéde ser
observado pelos experimentos de mobilidade eletroforética, em que foi atingido um valor
minimo, porém, positivo quando a adsorcdo de DMP foi maxima e correspondeu a
proporgdo molar 2 DODAB : 1 DMP,gsonvido-

A proporcdo molar DODAB:DMP de 2:1 ndo se deveu as hidroxilas ionizadas do
fosfato do nucleotideo mas devido a insergdo do DMP na bicamada lipidica.

Pela Tabela 4.9, vé-se que existe uma densidade de carga positiva por monémero de
DODAB de 0,002 a 0,008, indicando que a maioria do anfifilico permaneceu na forma
associada a seu contraion e gue somente uma pequena porcentagem estava dissociada, na
forma catiénica.

O mesmo ocorreu com a interagdo entre DODAB e DNAs, conforme serd visto
adiante.

4.5 - Insercao hidrofébica de nucleotideo na bicamada catidnica

Uma questao que surge neste ponto €: por que na adsor¢cdo maxima haveria apenas
uma molécula de DMP para 2 molécuias de DODAB no complexo?

Se a complexagdo fosse apenas por atragdo eletrostatica, a propor¢do molar deveria
ser de 1:1 pois 0 meio em que o nucleotideo estava solubilizado era a agua e o pH deste
meio era em torno de 6,2 e neste valor de pH, apenas um proton estaria dissociado da
molécula de DMP (Macarulia, J. M. & Marino, A; 1988) apesar de se ter dois sitios no fosfato
do DMP passiveis de dissociagdo, entdo, uma explicagdo plausivel para a propor¢do moiar
obtida seria a ocupagdo de duas moléculas de DODAB por um nucleotideo inserido na
bicamada com o fosfato interagindo com uma cabeca catiénica de DODAB adjacente e a
porcdo base nitrogenada do nucleotideo interagindo hidrofobicamente com as cadeias

hidrocarbénicas de DODAB. Este modo de interagdo explicaria consistentemente todos os
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resultados descritos anteriormente, incluindo aqueles que descrevem o comportamento do

nucleotideo como o esperado para um anion hidrofobico.

4.5.1 - Eficiéncia de incorporacio de vesiculas de DODAB em funcao da [DODAB]

Na tentativa de obter uma curva de eficiéncia de incorporagdo de sacarose radioativa
em vesiculas de DODAB preparadas por aquecimento segundo método do item 3.2.12 de
Materiais e Métodos, foram obtidos os resultados da Tabela 4.10 e curva de eficiéncia da
Figura 4.7. A Tabela 4.10 apresenta resultados de 2 experimentos (A e B) realizados
independentemente, sendo obtencdo de eficiéncias de incorporacdo de vesiculas de
DODAB em fungdo do aumento das concentragdes do anfifilico. E na Figura 4.7, os mesmos

resultados estao representados graficamente.

Tabela 4.10 - Eficiéncia de incorporacdo (E) de vesiculas de DODAB obtidas por

aquecimento

[DODAB] (mM) E (L/mol)
Experimento A 1,72 13,95
3,44 18,63
4,99 12,48
6,38 13,03
8,11 9,26
Experimento B 2,87 19,09
5,96 39,56
9,02 26,58
12,43 43,35*
15,11 28,64

*formagado de gel, enquanto outras amostras estavam na forma solavel.
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Figura 4.7 - Eficiéncia de incorporagdo de sacarose radioativa em vesiculas de DODAB

obtidas por aquecimento.

A partir das concentracées de 12 mM houve formacgdo de um gel viscoso e isto pode
ter aumentado os valores de “E”. Conforme pode ser visto na Figura 4.7, os pontos do
grafico ficaram muito dispersos talvez devido ao erro inerente a técnica utilizada (dialise em
“saquinhos”). Porém, quando dados da Tabela 4.10 e 4.11 referentes a concentragéo de
DODAB préxima a 5 mM sdo comparados, pode-se notar que os valores de eficiéncia de
incorporagao sao préximos, mostrando a validade para demais concentragdes de DODAB

analisados na Tabela 4.10, apesar dos valores de “E” estarem mais dispersos.

Tabela 4.11 - Eficiéncia de Incorporagao (E) de sacarose sobre vesicula de DODAB obtida
por vaporizagio cloroférmica

[DODAB] (mM) E (L/mol)
DODAB aguecida 52" 15,5+ 5,7
7,9* 41+06

DODAB injetada 5** 19

(*)dados obtidos de Tsuruta, L.R. et al., 1997, (**)dados obtidos de Nascimento, D. et al., 1998.
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4.5.2 - Ruptura de vesiculas unilamelares grandes de DODAB induzida por

nucleotideo

Dos experimentos de ruptura vesicular, houve uma ruptura de vesiculas grandes de
DODAB induzida por DMP igual a 85-100%, em contraste corh ruptura espontanea de
lipossomo (sem adicédo de DMP) de 57-82% (Tabela 4.12). Estes experimentos ofereceram
mais uma evidéncia a favor da hipétese de inser¢do de nucleotideo na adsor¢do maxima.
Além disso, a adsor¢do de DMP foi determinada para vesiculas preparadas diretamente
em uma solugdo de DMP na condicdo de adsor¢do maxima. A proporgdo molar
DODAB:DMP assim obtida foi 2:1, confirmando a hipétese da inser¢ao de nucleotideo. De
fato, se a inser¢do de nucleotideo ocorreu, ndo interessa se ocorreu no compartimento
interno da vesicula ou por fora da vesicula: a adsorcdo maxima foi a mesma.

A insercdo de DMP na bicamada catiénica é ilustrada na Figura 4.8. A uma
proporcdo molar baixa de DODAB:DMP, a Figura 4.8a mostra uma vista superior da
interagcdo i6nica entre a cabeca polar de fosfato do DMP e a cabega polar catidnica do
DODAB, com a por¢do aromatica no espago entre as cadeias hidrocarbdnicas adjacentes. A
sec¢ao transversal (Figura 4.8b) mostra que a largura do espago ndo esta compietamente
preenchida ao longo de toda a extensao das cadeias hidrocarbénicas, gerando um defeito
na estrutura da bicamada. Na adsor¢ao limite, quando a propor¢do DODAB:DMP 2:1 para o
complexo € atingido, a inser¢ao do nucleotideo na bicamada poderia dar um arranjo regular
como os mostrados nas Figuras 4.8c e 4.8d. Nesta representacdo, na superficie da
membrana, deve-se notar que o espago ocupado pelas cabecgas do lipidio e do nucleotideo
é similar. No nivel mais interno da bicamada, a se¢do transversal ilustra os espagos na
bicamada que resultam da inser¢cdo de cada molécula de DMP (figura 4.8d). Isto pode
explicar a saida do conteudo interno lipossomal obtida nos ensaios de ruptura lipossomal
(Tabela 4.12). Deve-se notar que a hipotese de inser¢do de nucleotideo gera com sucesso
configuracdo molecular da energia minima que respeita o fato de duas moléculas nao
ocuparem o mesmo lugar no espacgo fisico. Assim, temos a configuracdo do nucleotideo
inserido na membrana que foi obtida por minimizagdo de energia, originando as estruturas
na Figura 4.8.
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Tabela 4.12 - Ruptura vesicular induzida por DMP mediada por dialise convencional (% Rd)

ou por didlise de equilibrio (%Re)

Concentragio final  Concentragao final de Rd (%) Re(%)
de DODAB (mM) DMP (mM)
0,5 0 57 -
0,5 1,0 85 -
2,0 0 82 -
2,0 32 100 -
0,5 0 - 74

0,5 1,0 - 93
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4.6 - Mobilidade eletroforética positiva para o complexo DODAB/DNA

Para o experimento de mobilidade eletroforética de particulas DNA/DODAB foram
utilizadas vesiculas de DODAB obtidas por sonicagdo. Por serem vesiculas peguenas
(SUV), néo foi possivel visualiza-las ao microscopio optico acoplado ao aparelho de
medi¢cdo de mobilidade eletroforética (Carmona-Ribeiro, AM. & Midmore, B.R., 1992b). O
DNA também n&o pode ser visualizado através deste microscépio por estar solubilizado em
agua, porém, ao interagir com as vesiculas de DODAB, houve formagao do complexo e as
particulas globulares de DNA/DODAB puderam ser visualizadas ao microscopio Optico
devido ao DNA mudar sua conformacgao de fita para globulo.

Em concentragdes mais baixas de DODAB, a mobilidade eletroforética apresentou
um valor minimo e negativo. Com aumento da concentragdo de vesiculas, tendeu a um
patamar de mobilidade eletroforética positiva (Figura 4.9). Quanto maior a concentragao de
DNA, maior a concentragcdo de vesiculas sonicadas para atingir o patamar. Efeitos
semelhantes ocorreram para os 2 tipos de DNA testados : A e T4 (Figuras 4.9 e 4.10).

Na Figura 4.9, sdo apresentadas as curvas obtidas da interagdo entre vesiculas
pequenas de DODAB (SUV) e DNA do fago A e neste caso, nao foi possivel precisar o valor
da ME minima para a concentragdo de 1,92 x 10" M de DNA (ou 0,308 pM em
nucleotideo). Porém, para a concentracdo de 3,84 x 102 M de DNA (ou 0,912 uM em
nucleotideo), o valor minimo de ME de DODAB/DNA foi -4 x 10 cm?.V"' .s™" e 0 maximo foi
+4 x10* cm®V"' s, Neste Ultimo caso, ha uma propor¢cdo molar DODAB:DNA (em
nucleotideos) de cerca de 10:1. Mas, o erro envolvido nessa determinagdo foi grande
porque o A DNA foi o menor DNA aqui analisado e os globulos formados também foram os

menores, tormando maior a dificuldade em visualiza-ios.
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Figura 4.9 - Mobilidade eletroforética (ME) para particulas das misturas DNA-vesiculas
pequenas de DODAB como uma fungdo da concentragdo de DODAB para 2

diferentes concentragbes de A DNA (em nucleotideos).

A Figura 4.10 mostra a mobilidade eletroforética (ME) de complexos DNA/DODAB
em fungdo de concentragao final de DODAB para uma concentragdo fixa de T4 DNA em 3
diferentes concentragdes de T4 DNA. Os valores minimos de mobilidade eletroforética (-2 x
10 cm?.v' .s™") coincidiram nas 3 concentragdes testadas de DNA e os valores maximos de
mobilidade eletroforética também (+2 x 10 cm?.V"' s™). Para a obtencéo destes valores
maximos ocorreu que quanto menor foi a concentragdo de DNA, menor a concentragdo de
DODAB necessaria para neutralizagdo do complexo. Neste caso, a proporgdo DODAB :
DNA (em nucleotideos) no ponto de neutralizagédo foi aproximadamente 2:1. Por exemplo,
para 1,82 uM de T4 DNA (em nucleotideos), obteve-se a neutralizagdo em torno de 5 uM de
DODAB e para 0,46 uM de T4 DNA, obteve-se a neutralizagdo em torno de 1 uM de
DODAB.
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Figura 4.10 - Mobilidade eletroforética (ME) para particulas das misturas DNA-vesiculas
pequenas de DODAB como uma fungdo da concentragcdo de DODAB para 3

diferentes concentragées de T4 DNA (em nucleotideos).

A visualizagdo da particula foi dificil e facil, respectivamente, abaixo e acima da
carga de neutralizagdo (ME=0). Na microscopia de campo escuro, a visualizagao atribuiu a
particula um didmetro maior que 0,15 um. De fato, tamanhos de cerca de 1,0 um foram
relatados para DNA T4 globular formado com adi¢gdo de uma concentracio final de 0,1 mM
de brometo de cetiltrimetilaménio (Minagawa, K. et al., 1995).

Na Tabela 4.13 estdo apresentadas concentragbes de DODAB requeridas para
ME=0 (neutralizagdo de carga para o complexo) em 3 diferentes concentragdes de T4 DNA.
Embora a quantidade de DODAB requerida aumentasse com a concentragdo de DNA, a
propor¢do molar permaneceu aproximadamente constante e igual a 2:1 DODAB:DNA
(concentragdo de DNA em nucleotideos).

A Figura 4.10 é interessante porque permite uma interpretacdo: &€ necessario
adicionar pelo menos 2 bicamadas de DODAB para neutralizar ambas as fitas de uma
molécula simples de DNA dupla fita. Por que isto ocorre? Simplesmente porque,
inicialmente, a atrag@o eletrostatica poderia estar dirigindo o recobrimento de uma fita de

DNA com uma bicamada de DODAB. Assim, o primeiro passo da interagdo levaria a um



97

intermediario igual a DNA dupla hélice eletrostaticamente ligada a uma bicamada em cada
fita. Contudo, este primeiro arranjo nao € estavel, a bicamada é destruida, as duas fitas do
DNA helicoidal sdo separadas e forma-se um giodbulo onde a carga total & zero
(neutralizagdo de carga). Uma quantidade de DODAB equivalente a uma das duas
bicamadas de DODAB deve ser expelida do complexo para obter ME=0 e a formagdo de
glébulos.

Portanto, em ambos os casos (DNA do fago T4 e de 1), o complexo DODAB/DNA
formado no inicio (concentragbes mais baixas de DODAB) tinha carater negativo que
passou para um carater neutro e depois, carater positivo.

As propor¢des molares de DODAB:DNA em que houve neutralizagdo de cargas no

compiexo estdo na Tabela 4.13.

Tabela 4.13 - Proporgées molares DODAB:DNA na situagdo de neutralizagéo de 'cargas

Tipo de Concentracao final Concentracgao final Propor¢cao molar
DNA de DNA na mistura  de DODAB quando DODAB:DNA
(em nucleotideo) ME=0 (neutro) (uM)

(uM)

T4 0,5 1,0 2,0:1
0,9 1.5 17:1
1,8 5.0 28:1

s 0,3 1,0 (estimado) 33:1
0,6 6,5 10,8 : 1

Os valores de densidade superficial de carga para os compiexos DODAB/DNAs nas
condigdes de ME maxima para algumas concentragbes de DODAB e de DNAs foram

calculados pela equagdo 4.4.2 e pelos dados das Figuras 4.9 e 4.10 e os resultados estdo
apresentados na Tabela 4.18.
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Tabela 4.14 - Determinagdo de densidade superficial de carga, da relagdo

cargas/monémero de DODAB nos complexos DODAB/DNAs

[DODABJ* | [T4 [~ Proporgao | «a ME E B G cargas/mo
(uM) | DNAT™ | DNAJ™ | molar (10 1 (10 | (Volts) | (uCrem?) na:em
(uM) | (u1M) | DODAB:DNA cmiV‘1 cm? V! DO;AB
s ) 5-1)

2,5 0,46 - 5,4:1 022] 20 1,5 0,039 | 0,076 | 0,0029
5 0,91 - 5,5:1 032] 20 1,5 0,039 | 0,059 | 0,0020
10 0,46 - 21,8:1 045 2,0 15 0,039 | 0,093 | 0,0035
10 0,91 - 11,0:1 045] 20 15 0,039 | 0,093 | 0,0035
10 1,82 - 5,5:1 045 2,0 1,5 0,039 | 0,093 | 0,0035
10 - 0,31 32,3:1 045] 4,0 3,0 0,082 | 0,020 | 0,0008
10 - 0,62 16,1:1 045] 4,0 3,0 0,082 | 0,020 | 0,0008

*Diadmetro das vesiculas - 86 nm.

**Concentracdo de DNAs em nucleotideos.

Assim como na Tabela 4.9, a Tabela 4.14 apresenta densidades de carga/mondémero
de DODAB que variam de 0,0008 a 0,0040, indicando também que a maioria dos anfifilicos
permaneceu associado e que somente uma pequena porcentagem estava dissociada, na
forma catidénica, porém, a visualiza¢ao das particulas formadas pelos compiexos A DNA e
DODAB sdo muito pequenos, levando a erros maiores. Aqui também, supde-se que as
for¢as eletrostaticas poderiam ser as for¢as dirigidoras da atragao entre os grupos fosfato do
DNA e cabeca catidnica do anfifilico e as forgcas que manteriam o complexo formado seriam
as resultantes da interagdo hidrofébica entre as caudas hidrocarbénicas dos anfifilicos e
bases nitrogenadas dos nucleotideos.

4.7 - Carater globular de complexos DODAB/DNA por turbidimetria e lei de Joebst
A deteccdo e estimativa dos tamanhos dos globulos nas misturas DNA/DODAB

foram baseadas na aplicagc&o da lei de Joebst . Esta lei descreve que particulas esféricas ao

serem submetidas a incidéncia de luz cujo comprimento de onda & préximo ao tamanho
destas particulas mostra um comportamento em que existe uma relagdo linear entre o

espalhamento da luz (turbidez) e A2, conforme equagao a seguir:
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A = (5,984/ny%)(dn/dc)*q*vR A2 (equagao 4.20.1)

Onde:

dn/dc — incremento do indice de refragéo especifico
No— indice de refragdo do meio

g — massa anidra da particula irradiada

v - numero de particulas por unidade de volume

A - comprimento de onda da luz incidente

Misturas de DODAB/DNA foram preparadas a uma propor¢gdo molar acima de 2:1,
isto €, acima da neutralizacao de carga para o complexo. Para este grupo de experimentos,
apenas DODAB SUV foi usado e este critério foi empiricamente estabelecido peia
visualizacao de particulas por incidéncia de luz na microeletroforese de campo escuro no
aparelho Rank Brothers no ponto de neutralizagdo de carga para o complexo.
Concentragdes finais para DODAB e DNA (em nucleotideos) nas misturas foram 0,5 e cerca
de 0,1 mM, respectivamente (vide Tabela 4.15). A mistura foi incubada (30 minutos/37 °C) e
espectros de turbidez foram registrados (400-600 nm), usando um branco de DODAB SUV
na mesma concentracdo que foi usada na mistura DODAB/DNA em teste.

A turbidez foi plotada como uma funcdo de 1/A* para verificar o carater globular das
espécies na dispersdo (Carmona-Ribeiro, AM. et al., 1985; Carmona-Ribeiro, AM. &
Chaimovich, H., 1986; Carmona-Ribeiro, AM. & Hix, S., 1991). Para controlar eventual
agregacao de glébulos que poderiam estar contribuindo para valores de turbidez, espectros
foram registrados em dois diferentes tempos: (1) imediatamente apés incubagéo e (2) 8

horas depois. Nenhuma diferenca foi obtida entre os dois espectros de turbidez.



100

Tabela 4.15 - Preparacgao de misturas de DODAB e DNAs (de bacteriofagos A, T2, T5, T7 e

T4) para detecgdo e estimativa de tamanho dos gldbulos formados pela aplicagdo da

lei de Joebst
Tipo de DNA Concentragéo final Concentragao Proporgdo molar
de DNA final de DODAB DODAB:DNA (em
(em nucleotideos) na mistura (mM) nucleotideos) na
(mM) mistura final
’. 0,154 0,50 68:1
T2 0,149 050 70:1
TS 0,150 0,50 69:1
T7 0.150 0.50 69:1
T4 0,151 0.50 69:1

*Concentracao final fixa de DODAB na mistura foi de 0,50 mM pela adicdo de 250 pl de uma
dispersdo de DODAB (SUV) a 1,04 mM e de 250 pl de solugdo de DNA.

Pela Figura 4.11 obtida através do experimento citado neste item, concluimos que o
complexo DODAB/DNA tem formato esférico, globular e que a dispersdo & formada por
particulas com tamanho aproximadamente igual ao comprimento de onda da radiagdo
incidente: 400 a 600 nm. _

De fato, tamanhos previamente relatados para complexos globulares DNA/catiénico
dependem do comprimento do DNA, sendo esperados gldébulos maiores para fitas de DNA
mais longas. Para os experimentos foram selecionados DNAs de bacteriéfagos cujos
complexos globulares poderiam ser visualizados por microeletroforese de particulas e
formagcdo de glébulos DODAB/DNA poderiam ser detectados muito simplesmente por
medidas turbidimétricas.

~
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Figura 4.11 - Turbidez das misturas DNA/DODAB (vesiculas pequenas de DODAB 0,5 mM e T2 DNA
0,090 mM, lambda DNA 0,095 mM ou T7 DNA 0,085 mM, ou seja, 0,15 mM em nucleotideos
para os 3 tipos de DNAs) em fun¢do do comprimento de onda (i) da luz incidente (A) ou em
fungdo de 1/.* (B). Como branco, usou-se a mesma dispersdo de DODAB 0,5 mM. A
dependéncia linear ¢ tipica da lei de Joebst para espathamento de luz para particulas esféricas,
como esperado para o complexo DNA/DODAB nesta propor¢gdo molar (~DNA:DCDAB 1:5)
acima da neutralizacdo de carga para o complexo.

Na Figura 4.11, observa-se que a maior cadeia de DNA que é o T2 DNA (164.000
pares de bases) resultou em maior coeficiente angular para o grafico Turbidez x A% A
cadeia de DNA mais curta testada correspondente ao T7 DNA (37.900 pares de bases)
resultou no menor coeficiente angular dentre as 3 linhas retas tracadas e mostradas na
Figura 4.11B. O DNA de tamanho intermediario, o A DNA (48.502 pares de bases),
consistentemente resultou em um coeficiente angular intermediario (Figura 4.11B). Para
vesiculas esféricas sintéticas de diferentes tamanhos, foi mostrado previamente uma boa
correlagdo entre tamanho de particula e tangente do grafico turbidez x A2 (Carmona-Ribeiro,
AM & Hix, S., 1991). Dos resultados apresentados, esta correlacdo parece ser valida
também para glébulos DODAB/DNA de diferentes tamanhos.

Minagawa et al.(1993, 1994) previamente obtiveram imagens de fluorescéncia de
moléculas de T4 DNA usando um microscopio Nikon TMD equipado com uma objetiva de
imersdo de 100X, registrando as imagens num videotape com uma cdmera Hamamatsu SIT

TV de alta sensibilidade (Minagawa, K. et al., 1993, 1994). A indugdo da transi¢do hélice-
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glébulo para T4 DNA foi obtida pela adi¢cdo de polietilenoglicol (PEG) desde que o efeito de
imiscibilidade das cadeias rigidas (DNA) e heélices flexiveis (PEG) causassem pouca
solubilidade para o biopolimero DNA em PEG e mudanga conformacional da hélice
estendida para gtobulo mais compacto (Rau, D.C. & Parsegian, V.A, 1992).

O tamanho para glébulo de T4 DNA foi cerca de 1 um. Porem, assumindo 1 um para
globulo DODAB/T4 DNA, os tamanhos para outros 2 complexos globulares puderam ser
estimados das tangentes das retas da Figura 4.11B e encontrados na Tabela 4.16. Estes
tamanhos correlacionam bem o aumento dos pesos moleculares dos DNAs usados para
formar os compiexos DODAB/DNA.

Na Tabela 4.16, sdo apresentados os resultados dos calculos da relagdo coeficiente
angular/[DNAJsna do grafico de Turbidez x A2 A partir desta relacdo coeficiente

angular/[DNA], foi possivel estimar por proporcionalidade os varios tamanhos dos gidbulos
formados.

Tabela 4.16 — Calculo da relagao coeficiente angular/[DNAJsna do grafico de Turbidez x 3.2

Tipo de DNA Coeficiente angular [DNA] (mM) Coeficiente angular/[DNA]snal
(Turbidez/pm™) (RM?/M)

T2 0,0297 0,090 330,4
0,0356 0,090 395,6

0,0380 0,090 4220

T7 0,0225 0,085 264,6
0,0217 0,085 255.,4

0,0336 0,085 395,6

0,0234 0,085 2755

lambda 0,0364 0,095 383,5
0,0304 0,095 320,3

0,0243 0,095 2557

Obs.: [DNAJsna = concentragao final de DNA na mistura

Na Tabela 4.17 &€ um quadro com as propriedades dos DNAs e os tamanhos
estimados dos glébulos formados na complexagdo com vesiculas de DODAB. De fato, o
tamanho do glébulo formado € diretamente proporcional ao tamanho do DNA, isto é,
tomando como referéncia o tamanho de 1,00 um do glébulo formado por T4 DNA, o glébulo
formado por T2 DNA mediu 1,00 um e o T7, sendo o menor DNA analisado, seu glébulo

mediu 0,78 um.
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Tabela 4.17 — Estimativa do tamanho de glébulo pela aplicagdo da lei de Joebst

Tipo de Peso Pares de Concentragdo  Concentragao final Parametro= Tamanho
DNA Molecular bases final de de DNA na mistura coeficiente estimado do
(Da) DODAB (mM) angular/[DNA}sna globulo formado
sonicada na (em nucleotideos) “[DNA] — em nuclectideos {(um)
mistura (mM)
T4 110x10° ~167.000 - - - 1,00
T2 110x10° ~ 164.000 0,50 0,090 383+ 1 1,00*
T7 25x10° ~37.900 0,50 0,085 288 + 66 0,78
Lambda 31.5x 10° 48.502 030 0,095 320+ 64 084

*Baseado no tamanho do gidbulo formado por T4 DNA e relatado por Minagawa et al. em
1994.

4.8 - Quantificacdo da adsorcio de vesiculas de DODAB ao DNA de bacteriéfagos (A,
T2, T4, T5eT7)

Na Tabela 4.18, sdo apresentados os resultados obtidos da interagdo entre DODAB
SUV e varios tipos de DNAs (A, T2, T4, T5 e T7), conforme métodos do item 3.2.17 de
Materiais e Métodos. Foram tabuladas as proporgées molares entre DODA Bagsonido/DNAS.
Em excesso de DODAB, foram obtidas as adsor¢des limites de DODAB sobre DNA, que na
meédia foi de cerca de 70 moléculas de DODAB por nucleotideo de DNA e a proporgdo molar
n&o dependeu do tipo de DNA. A proporgdo molar de 70:1 de DODAB:DNA indica o carater
positivo do complexo que também pode ser observado nos experimentos com
concentragoes finais de DODAB acima da neutralizagdo de carga.

Pelos resultados deste experimento, foi observado que todo DODAB se complexou
com moléculas de T4 DNA enquanto com A DNA, parte do DODAB apareceu como um
excesso. Pela dificuldade em se conseguir T4 DNA, foram realizadas novas determinacées
com T2, T5 e T7 DNA. T2 DNA tem tamanho muito proximo ao do T4 DNA.

Concentragbes de DNA (em nucleotideo) maiores que 20 uM nio puderam ser
esgotadas com 1,00 mM de DODAB SUV, porém, até 15 uM, foi possivel determinar o

excedente em vesiculas. Isto pdéde ser aplicado a todos os tipos de DNAs testados.
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Tabela 4.18 - Quantificagdo da adsorgéo de DODAB SUV sobre DNAs de bacteridfagos nas
misturas DNA/DODAB

Tipode [DODAB] [DNA] na [DODAB] [DODAB] Propor¢ao molar PM média
DNA na mistura mistura (em no filtrado adsorvido (PM)
(mM) nucleotideo) (mM) (mM) DODABagsorvido: DNA
(mM)
T4 0,96 0,040 0 0,96 24*
0,020 0 0,96 48*
7 1,01 0,015 0,12 0.89 61 88138
0,007 0,16 0,85 115
T2 0,96 0,007 0,18 0,78 112 62+33
0,014 0,31 0,65 46
0,87 0,007 0,52 0,35 49
0,014 0,28 0,59 42
T5 0.96 0,007 0.35 0.61 90 71116
0,014 0,12 0,83 61
0,87 0,007 0,19 0.68 100
0,014 0,03 0,84 62
T7 0,96 0,007 0,43 0,53 78 71116
0,014 0,06 0,90 66
0,87 0,007 0,26 0,60 88
0,014 0,17 0,69 51

*Notar que ndo ocorreu a condigido de adsor¢do maxima para o T4 DNA nas condigOes testadas.

4.9 - Deslocamento de Merocianina 540 ou DAPI pela interacido DNA/membrana
catidnica

A primeira etapa da interaggdo DODAB/DNA realmente envolve atracdo eletrostatica
entre a vesicula de DODAB e DNA, possivelmente com formagéo de pares idnicos como
evidenciado pelo deslocamento de marcadores localizados ou na superficie do DNA ou na
superficie da bicamada de DODAB. A Figura 4.12 da indicagbes que a interagdo leva ao
deslocamento de merocianina (MC) do seu sitio sobre a superficie de bicamada de DODAB
para a agua (Carmona-Ribeiro, AM., 1993). O nucleotideo DMP gera uma mudang¢a
espectral similar para MC nas misturas DODAB/DMP (Figura 4.12C, D). Os espectros de
MC resultantes sdo uma composigdo do espectro em agua pura (correspondendo ao

deslocamento de MC de seu sitio na bicamada de DODAB) e espectro na bicamada de



DODAB (correspondendo as moléculas de MC que permaneceram na superficie da
bicamada de DODAB).

Absorbéancia
o

460 500 540 580 460 500 540 580

A (nm)

Figura 4.12 - Espectros 6pticos de merocianina 540 em (a) agua pura; (b) em vesiculas de
DODAB; (c em A e B) em misturas A DNA/DODAB; (c em C e D) misturas
DMP/DODAB. Os espectros tipicos para merocianina (0,010 mM) em agua possuem
um formato diferente na presenc¢a de acido nucleico (em nucleotideos - 0,15 mM de A
DNA) ou DMP (2,0 mM) que se assemelham aos espectros de merocianina em agua,
ilustrando o deslocamento do marcador de seu sitio na bicamada de DODAB.
Vesiculas obtidas por aquecimento (em A e C) ou por vaporiza¢do cloroférmica (em
B e D). [DODAB]=0,08 mM em A e B e [DODAB]=1,0mMem C e D.

Nas Figuras 4.12A e 4.12B (espectro c), observa-se que a presenca de DNA na
mistura DODAB + MC fez parte da sonda merocianina ser deslocada da membrana da

vesicula para a solugéo, dando lugar ao DNA para interagir com DODAB, fazendo com que
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0 pico de 565 nm (espectro b), que indica a inser¢cdo da MC na membrana desaparecesse,
tornando as curvas mais proximas da curva caracteristica de MC em agua (espectro a), com
picos em 500 e 530 nm. Somente as curvas com DODAB + MC apresentaram 0s picos em
565 nm (espectros b). A Figura 4.12 indica que vesiculas obtidas por inje¢do cloroférmica
(Figuras 4.12B, 4.12D) ou por aquecimento (Figuras 4.12A, 4.12C) apresentaram
comportamentos analogos com os espectros de MC, bem como uma analogia entre o
comportamento de nucleotideo e DNA, ambos expulsam parte da merocianina dos defeitos
hidrofobicos da membrana.

Resultados analogos aos obtidos pelo cromoforo MC foram obtidos (Figura 4.13)
com DAPI, um marcador fluorescente localizado tipicamente no sulco menor do DNA. Os
espectros de fluorescéncia de DAPI na mistura DODAB/DNA (Figura 4.13F) foram similares
aos espectros de DAPI em agua pura (vide comparacao de espectros na Figura 4.13B, F),
indicando que parte do DAPI foi deslocado de seu sitio usual no DNA devido a interagéo
DODAB/DNA.



107

A Concentragdes de DAPI B
a - 0 (agua)
12 b-02uM
c-0,6 uM

i
—~
N
8
P
1
o]
[
(0]
(2]
[1)] .
‘c i
[
g
-y
2
[
3]
C
«@
Q
[
o
S E 06 uMDAPI+0,6 uM 2 DNA + F b
ﬁ 12 a-6uM DODAB
o b -2 uM DODAB
()]
T
T -
e) [
‘®
-y
[
=

260 300 340 380 380 420 460 500
A (nm)

Figura 4.13 - Espectros de excitacdo e emiss&o de fluorescéncia de DAP| em agua pura (A,
B), incorporada em A DNA (C, D), em misturas A DNA/DODAB vesiculas grandes.
[DAPIIfinal = 0,6 uM (C, D, E, F) em 3 diferentes concentracées de DNA (b, c, d),
sem DODAB em C e D e em 2 concentragées de DODAB diferentes para misturas
DODAB/DNA (E, F). Espectros de DAPI nas misturas DODAB/DNA tornam-se
similares aos obtidos por DAPI em agua pura, mostrando seu deslocamento de seu
sitio anterior do DNA. Obs.: Concentracdo de DNA expresso em concentragdo de

nucleotideos.
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Nas Figuras 4.13A e 4.13B, ocorreu a esperada proporcionalidade entre
concentragcdo do marcador e sua intensidade de fluorescéncia emitida em 465 nm. Observa-
se que com aumento de concentragao de DAPI na solugdo aquosa, aumentou também a

intensidade de fluorescéncia emitida.

Nas Figuras 4.13C e 4.13D, foi possivel observar o efeito do DNA X sobre o espectro
de fluorescéncia de DAPI. Para uma concentragdo final de DAPI (0,6 uM), conforme foi se
aumentando a concentragdo de DNA A adicionada, a intensidade de fluorescéncia emitida
também sofria aumento, conforme maior numero de moléculas de DAPI foram se

adsorvendo aos sulcos menores de DNA.

Na situacdo de concentragdo final de DAP! de 0,6 uM e de DNA do fago A também
em 0,6 uM, observou-se nas Figuras 4.13E e 4.13F, que quanto mais DODAB foi
adicionado, maior foi a semelhang¢a dos espectros com os espectros do DAPI em agua e
menor a intensidade de fluorescéncia emitida, sugerindo o deslocamento de DAPI do sitio
de ligagdo ao DNA para a agua, um resultado semelhante ao obtido para o efeito do DODAB
sobre espectros de absorbancia de luz da MC, esta sendo deslocada da membrana da

vesicula para a agua devido a interacdo DMP ou DNA e DODAB.

4.10 - Ruptura de vesiculas de DODAB induzida pelo DNA

Na Figura 4.14A sdo observadas as curvas de controle da permeacgdo de sacarose
através da membrana de dialise. A curva descendente corresponde a diminuicdo de
radioatividade no lado A da hemicadmara de dialise em fungdo do tempo devido a migragdo
de sacarose radioativa através da membrana de celulose para o lado B da hemicamara. Em
correspondéncia a essa diminuicdo de radioatividade no lado A, teve-se um aumento de
radioatividade no lado B, conforme curva ascendente da mesma figura.

Na Figura 4.14B, sdo observadas as curvas de controle da capacidade de dispersao
de DODAB de incorporar e reter sacarose em seu compartimento aquoso interno. As curvas
descendente e ascendente corresponderam como na Figura 4.14A a migragdo de
['“C]sacarose do lado A da hemicamara para o lado B.

Nas Figuras 4.14C e 4.14D, observam-se os resultados obtidos com DODAB

interagindo com A DNA ou com T4 DNA, respectivamente.
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Tabela 4.19 - Efeito do DNA sobre a ruptura de vesiculas de DODAB (LUV) obtidas por

aquecimento

Mistura %Ruptura média no

equilibrio (Re)

DODAB + agua 24,4 +9,1
DODAB + X 46,1+ 11,0
DODAB + T4 68,0

*concentragdes finais na mistura: DODAB - 1 mM; T4 DNA - 91,2 uM (em nucleotideo); 7. DNA - 30,8

uM (em nucleotideo)

4.11 - Separacao de fitas no DNA duplex

Nas condi¢des de excesso de DODAB, isto €, na adsorcao limite de DODAB sobre
DNA, o complexo DODAB/DNA apresentou uma proporg@o molar de cerca de 70 moléculas
de DODAB adsorvidos por nucleotideo de DNA (Tabela 4.18). Isto indica o carater de carga
positiva do complexo assim formado como também o obtido em concentracdes finais de
DODAB acima da neutralizagdo de carga como na Figura 4.10. Além disso, esta proporgao
nao foi afetada pelo tipo de DNA. Porém, mudangas conformacionais do DNA no complexo
devem ter ocorrido como observado pelo experimento da incidéncia de luz e pela sua
dispersao que segue a lei de Joebst (item 4.7 de Resultados e Discussao).

Do ponto de vista de vesicula catiénica, um simples nucleotideo, como o DMP, foi
capaz de causar ruptura de vesiculas grandes de DODAB (Kikuchi, |.S. et al., 1999) (Figura
4.14; Tabela 4.19). A Tabela 4.19 mostrou que DNA também foi capaz de causar ruptura de
DODAB LUV. De fato, a interagdo DODAB/DNA foi mais intima que aquela determinada
pela atragcio eletrostatica dirigida por cargas opostas em ambas as moléuclas.

A interagdo hidrofobica entre bases nitrogenadas de DNA e cadeias hidrocarbdnicas
da bicamada de DODAB pdde causar separagdo das fitas que constituem a dupla fita de
DNA do bacteriéfago. Isto foi demonstrado pelos experimentos com registro de absorbancia
de DNA a 260 nm como uma fung¢do de temperatura (Figura 4.15).

Na Figura 4.15B, observa-se uma curva tipica de absorbancia em funcdo da
temperatura para moléculas de DNA e a mesma curva alterada quando da presenca de

vesiculas de DODAB (SUV), com seu deslocamento para cima, apesar da curva ser
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semelhante a curva tipica de DNA. Os pontos de inflexdo de ambas as curvas indicaram a
temperatura de fusdo das cadeias de DNA, que permanece o0 mesmo (~69 °C). Na Figura
4.15B, observam-se 0s mesmos efeitos, porém, a escala de absorbancia foi substituida pela
de absorbancia relativa (A1/A 35+¢), sendo:

Ar= Absorbancia a citada temperatura;

A 35.c =Absorbancia a temperatura de 35 °C

Na Figura 4.15B, a curva tipica de DNA aparece acima da curva para a mistura

DNA/DODAB, porém, os pontos de inflexdo apontaram para a mesma temperatura de fuséo
observada na Figura 4.15A .

0,22

0,18

0,14

m ;. DNA em agua

1
4 >. DNA + DODAB

30 ‘ 50 70 ‘ 90
T (°C)

Figura 4.15 - Efeito de vesiculas pequenas de DODAB sobre a curva de fusdo do » DNA. Em A, a
absorbancia a 260 nm (Ay) foi plotada em fungdo da temperatura (T) para DNA (M) ou para
uma mistura DNA/DODAB (DNA 0,014 mM e DODAB 1,0 mM) (®). Em B, absorbancias
normalizadas para Absorbancia a 35 °C em fungio de temperatura.
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Figura 4.16 - Efeito do DODAB sobre curva de fusdo de DNA dupila fita. Curvas resuitantes
da derivada 12 das curvas de fusdo de DNA e de (DNA + DODAB) da Figura 4.15B,
isto é, da curva de Absorbancia relativa (At/Ass.c) x Temperatura.Os picos das curvas
(Fig. 4.16) correspondem aos pontos de inflexao das curvas de fusdo de DNA da

Figura 4.15B. A seta aponta para a temperatura de fusdo (T,,) de DNA dupla fita que é
cerca de 69 °C.
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Na Figura 4.17, esta reducdo de hipercromismo de DNA na presenca de DODAB
SUV e tipica de separagdo de dupla fita foi generalizada para varios DNAs de bacteriéfagos.
O hipercromismo foi basicamente reduzido a zero para todas as duplas fitas de DNA
testados, sendo uma forte indicagdo que o DODAB foi capaz de realizar uma tarefa
previamente realizada pelo aumento de temperatura, isto €, a séparagéo da dupla fita de
DNA. A explicagdo para este efeito & simples: cadeias hidrocarbénicas de DODAB
interagem com as bases nitrogenadas do DNA dupla fita, bicamadas de vesiculas estdo

sendo rompidas e duplas fitas estdo sendo separadas.

A Figura 4.16 apresenta as derivadas primeiras das curvas da Figura 4.15B em
funcdo da temperatura. Os picos maximos apontam para um mesmo valor de temperatura
de fusdo (Tm ) observadas nas Figuras 4.15A e 4.15B (~69 °C). Pelo grafico de
temperatura x Absorbancia, foi possivel observar que a temperatura de fusdo do DNA
correspondente aos pontos de inflexao das curvas ocorre em 69,2 °C. O DODAB nao afetou
essa temperatura de fusdo mas diminuiu o efeito de hipercromismo do DNA que mostrou-se
praticamente fundida no inicio da curva de fusdo. Isso sugere que a interagdo DODAB/DNA
possa ter denaturado parciaimente a dupla fita, o que seria de se esperar caso a interagao
hidrofobica entre a bicamada e as bases nitrogenadas do DNA tivessem o poder de

denaturar a dupla fita, conforme sugerido também pela ruptura vesicular.

Na Tabela 4.20, observa-se que em presen¢ca de DODAB houve uma diminui¢do do
hipercromismo - dos DNAs (valores de AA na faixa de 0,015 a 0,020) enquanto DNAs em
agua apresentaram valores de AA maiores, na faixa de 0,040, isto &, o efeito hipercrémico

diminuiu cerca de 50% em presen¢a de DODAB.



Tabela 4.20 — Leituras turbidimétricas para determinacdo da diminuicdo do efeito
hipercromico provocado por vesiculas de DODAB (SUV) na propor¢gdo molar
DODAB:DNA de 70 : 1.

Absorbﬁncfa A2

Misturas Amostras Absorbancia A1 AA = A2-A1
(35°C) (85 °C)
»Jagua 14 uM A DNA em agua 0,110+ 0,020 0,154 + 0,005 0,044
28 uM ). DNA em &gua 0,220 £ 0,011 0,254 + 0,002 0.024
T2/4gua 14 uM T2 DNA em agua 0,110+0,014 0,158 + 0,018 0,048
28 uM T2 DNA em agua 0,214 + 0,002 0,279 + 0,005 0,065
TSlagua 14 uM TS DNA em agua 0,088 + 0,007 0,136 £ 0,000 0,048
28 uM TS5 DNA em agua 0,185 £ 0,004 0,218 £0,008 0,033
T7/4gua 14 uM T7 DNA em agua 0,118 £0,010 0,161 £ 0,006 0,043
28 uM T7 DNA em agua 0,236 + 0,001 0,259 +0,013 0,023
»/DODAB 14uM 7 DNA + 0,188 £0,012 0,209 + 0,033 0,021
1.0 mM DODAB
28 uM 3. DNA + 0,382 £0,000 0,370 £ 0,001 0012
2.0 mM DODAB
T2/DODAB 14uM T2 DNA + 0,208 £ 0,029 0,229+ 0,043 0,021
1.0 mM DODAB
28 uM T2 DNA + 0,428 £ 0,037 0,437 + 0,008 0,009
2.0mM DODAB
TS/DODAB 14 uM TS DNA + 0,142 £ 0,006 0,152+ 0,011 0,010
1.0 mM DODAB
28 uM TS DNA + 0,288 £ 0,009 0,286 +0,016 -0,002
2.0 mM DODAB
T7/DODAB 14uM T7 DNA + 0,180+ 0,008 0,199 + 0,030 0,019
1.0 mM DODAB
28 uM T7 DNA + 0,345+ 0,010 0,347 +0,016 0,002
2.0mM DODAB

*Leituras em comprimento de onda de 260 nm.

Na Tabela 4.20, a proporgao molar DODAB:DNA de 70:1 sempre foi mantida, apesar
de, em cada caso, termos dobrado as concentragdes de DODAB e DNA, visando methorar
as leituras de absorbancia com aumento de concentragao dos DNAs. Realmente, ao serem
dobradas as leituras A1 e A2, foi possivel observar melhor a diminuigdo do efeito

hipercromico dos DNAs que praticamente desapareceu em presenga de DODAB.
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Na Tabela 4.21, sdo apresentados os dados utilizados para a constru¢édo do grafico da

Figura 4.16, resumindo os efeitos observados na Tabela 4.20.

Tabela 4.21 - Resultados sumarizados de varios experimentos para determinacao do efeito

do DODAB na diminui¢&o do hipercromismo dos DNAs.

[DNA]4 [DNAJ,

Misturas AA £ AA £
Lambda DNA em agua 0,045 + 0,009 0,034 + 0,013
T2 DNA em agua 0,043 £ 0,016 0,064 + 0,002
TS DNA em agua 0,048 £ 0,014 0,033 + 0,004
T7 DNA em agua 0,046 + 0,010 ° 0,024 + 0,013
Lambda/DODAB 0,010 + 0,009 0,000 + 0,001
T2/DODAB 0,021 £ 0,016 0,020 + 0,028
T5/DODAB 0,009 + 0,007 0,002 + 0,002
T7/DODAB 0,002 £ 0,003 0,003 + 0,004

Obs.: [DNA], = experimentos com concentragdo de DNA de 14 uM; [DNAJ, = experimentos com

concentragdo de DNA de 28 uM

Embora a maioria dos resultados estejam consistentes com a informacao publicada
(Pansu, R.B. et al., 1990; Carmona-Ribeiro, AM. et al., 1991), as propor¢ées muito altas de
DODAB:DNA, em nucleotideos, cerca de 70:1, ndo sdo normalmente obtidas para
complexos e podem estar relacionadas com um comportamento particular para dispersées
de DODAB sonicadas, onde fragmentos de bicamada estdo presentes. O efeito hidrofébico
entdo ajudaria a agregar fragmentos de bicamadas sobre o compiexo.

Finalmente, o complexo formado entre T4 DNA e DODAB foi recentemente avaliado
sob analise de difrac&o de raios X (Mel'nikov, S.M. et al., 1997). Foi relatado que o complexo
DNA-DODAB forma uma estrutura muitilamelar altamente ordenada com um espagamento
lamelar de cerca de 4,84 nm (Mel'nikov, S.M. et al., 1997). Estes resultados estdo de acordo
com a principal afirmagao para a importancia da interagdo hidrofébica: a espessura da fita
simples de DNA (0,9-1,3 nm) mais a espessura de uma monocamada de DODAB
interagindo hidrofobicamente (2,5 nm) mais a camada de agua fortemente ligada entre a
porcao fosfato e cabecgas polares de DODAB (1,0 nm) realmente dariam 4,4-4,8 nm para a

distancia de repeticdo (Kikuchi, I.S. & Carmona-Ribeiro, AM., 2000). Vide Figura 4.18.
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Figura 4.18 - Um modelo para o complexo T4 DNA/DODAB que esta de acordo com a
distancia de repeticdo de 4,84 nm (Mel'nikov, S.M. et al., 1997) e com a interagéo
hidrofébica entre bases nitrogenadas e cadeias hidrocarbénicas do lipidio catiénico

(Kikuchi, 1.S. et al.,, 1999; Kikuchi, 1.S. & Carmona-Ribeiro, AM., 2000). A) Perfil
tridimensional; B) Vista superior transversal; C) Vista longitudinal..
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4.12 — Transformacao de Escherichia coli DH 5o usando DODAB

A seguir sdo apresentados os resultados de contagens de bactérias vidveis apés
interagdo com plasmideo, pelo método classico de cloreto de célcio, bem como com
complexos formados por vesiculas de DODAB obtidas por sonicagdo ou por aquecimento,

isto &, vesiculas pequenas e grandes, respectivamente.

O tubo de interacdo entre bactérias e plasmideo, contendo cloreto de caicio (tubo A1),
apresentou 1,5 x 10° UFC/mL de transformados quando plaqueado no meio sélido de
MH(Mueller-Hinton) + ampicilina contra 4 x 10® UFC/mL dos microrganismos totais
presentes no meio MH (transformantes e ndo transformantes), isto é, eficiéncia de

transformacgéo de 0,1% como previsto pelo método.

O Tubo em que ocorreu interagcdo de bactérias com complexo DODAB/plasmideo
(tubo A2), apresentou 300 UFC/mL de resistentes a ampicilina contra 6 x 10’ UFC/mL de

populagdo total, isto &, eficiéncia de transformagao de 1/1 0°.

Tabela 4.22a — Contagens de microrganismos vidveis do indculo utilizado nas interagdes
com CaCl, ou DODAB

Contagem de viaveis (UFC/mL) em:

Diluigao Meio MH Meio MH +
ampicilina
10° - <100
10° 5,5x10° -

10° 3,7 x10° )
Resultado final: 40
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vezes mais baixa. Devido a este fato, foi realizado outro experimento, porém, utilizando

vesiculas grandes obtidas por aquecimento.

Na Tabela 4.23a, observou-se que ndo houve bactérias transformadas no inicio do 2°
experimento e que o numero de viaveis permaneceu estavel durante todo o experimento,
cerca de 8,0 x 10° UFC/mL.

Na Tabela 4.23b, foi obtido indice de transformac¢ao de cerca de 0,01% pelo método
utilizando cloreto de calcio. Na Tabela 4.23c, os resultados se referiram a complexagdo do
DNA com vesiculas pequenas de DODAB e a cada 10’ bactérias foi obtida uma bactéria
transformada e na Tabela 4.23d, na complexagao do DNA com vesiculas grandes, nenhum

transformante foi obtido.

Tabela 4.23a — Contagem de microrganismos vidveis do inéculo utilizado nas interagtes

com CaCl,, vesiculas grandes ou vesiculas pequenas de DODAB

Contagem de viaveis (UFC/mL) em:

Diluigédo Meio MH Meio MH +
ampicilina
10° - <100

10° 8,9 x 10° -
Resultados finais: 2

Tabela 4.23b — Contagem de microrganismos vidveis no Tubo B1 (método com CaCl,)

Contagem de viaveis (UFC/mL) em:

Dilui¢do Meio MH Meio MH +
ampicilina
9 5 5
10 > 10 1,0 x 10
102 > 10° 1,0 x 10°
10° 4,8x10° -

Resultados finais: -~ 48x10% = = . 1,0x10°>

Eficiéncia de transformagéo = transformada/total = 1,0 x 10%/4,8 10° = ~1/10*






Estes experimentos com E. coli estdo de acordo com resultados de Ross & Hui (1999)
que observaram o importante papel do tamanho dos complexos formados por DNA e
lipossomos catidnicos (os lipoplexes) para eficacia de transfecg¢ao.

Apesar de uma transformacgéo bacteriana ser muito diferente de uma transfec¢do em
células eucaridticas, esta pode ser utilizada para estudos de, por exemplo, influéncia do
tamanho das particulas ou mecanismo de entrega através de uso de marcadores
fluorescentes no DNA e/ou lipidios. Trabalhar com bactérias € mais facil, rapido e barato
para detectar as transformantes.



5 - CONCLUSOES

1) Isotermas de adsor¢do de DMP sobre vesiculas grandes de DODAB mostram ocorréncia
de adsorgcdo maxima para a propor¢do molar 2:1 DODAB:DMP. A linearizagdo das
isotermas de adsor¢éo pelo modeio de Langmuir também permite obter propor¢do molar de
2:1 (DODAB : DMP) na adsorg¢ao limite. A presenga de ions diminui a ligagéo do nucleotideo
ao lipossomo enquanto moléculas ndo-iénicas como a D-Glicose néo interferem na relagdo
molar DODAB/DMP.

2) Em condigbes de adsorgdo limite, a adigdo de DMP as vesiculas de DODAB em

D-Glicose ndo induz floculagdo pois o complexo DODAB/DMP tem carga positiva.

3) A presenga de NaBr 5 mM em solugdo impede a formagao do complexo DODAB/DMP.

4) Vesiculas de DODAB sofrem agregacao em aitas concentragdes de sais e na presenga
de D-Glicose. Vesiculas com nucleotideo adsorvido em condigdes de adsorgao limite (2
DODAB : 1 DMP) preparadas e mantidas em solu¢gées aquosas se mantém estaveis por
longo periodo (observacdo de 1 semana). Excesso de DMP em relagdo ao DODAB
([DMP] > [DODABY]) induz floculagdo rapida das vesiculas.

5) A mobilidade eletroforética do complexo DMP/DODAB é minima quando a adsorgéo de

DMP a vesicula de DODAB € maxima. Ambas ocorrem para a propor¢do molar de 2:1
(DODAB:DMP).

6) Ha aumento de vazamento de sacarose radioativa a partir do compartimento
intravesicular para o meio externo em presenc¢a de nucleotideo DMP, sugerindo insergéo do
nucleotideo na membrana.

7) DMP comporta-se como um anion hidrofébico e induz floculagdo dos lipossomos
catidnicos na faixa de concentragdo de milimolar, em contraste com anions simples e ndo

hidrofébicos como o CI" que induzem floculagdo na faixa de centenas de milimolar.

8) A propor¢ao molar DODAB adsorvido:DNA (em nucleotideos) na condigdo de adsorgao

maxima foi de 70:1 para todos os DNAs testados.
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9) O complexo DODAB-DNA (T4 e ) em excesso de DODAB possui carga positiva. O

complexo DNA/DODAB é globular e pode ser visualizado através de microscopia optica de

campo escuro.

10) Ha deslocamento de cromoéforos ou marcadores fluorescentes pela interagdo
DNA/membrana catiénica ou DMP/membrana catiénica.

11) Ha ruptura vesicular em decorréncia da interagdo DNA/vesicula catidnica.

12) Quanto maior o comprimento da fita de DNA, maior & o tamanho do glébulo formado
quando da interagcdo com DODAB, de acordo com os tamanhos de gldbulo estimados pela

lei de Joebst para espalhamento de luz por particulas.

13) O DODAB tem o efeito de separar as duplas fitas a temperatura ambiente, fazendo
desaparecer o efeito hipercrémico.

Em suma, quando vesiculas catiénicas de DODAB interagem com nucleotideo DMP ou
DNAs, a aproximagdo destas moléculas deve estar sendo dirigida por atragdo eletrostatica
entre cabecga catidnica do anfifilico e grupos fosfato de DMP ou DNAs, mas as forgas que
mantém o complexo formado devem ser as interagées hidrofébicas entre cauda
hidrocarbénica do anfifilico e bases nitrogenadas dos nucleotideos. A Figura 4.18
(Resultados e Discussdo) propds um modelo de estrutura para o complexo DNA/anfifilico

catidnico que estaria de acordo com os resultados experimentais apresentados nesta tese.



6 - PERSPECTIVAS

As principais perspectivas de continuidade deste trabalho s&o:

1) Avaliar as transformacgdes da bactéria Escherichia coli e leveduras atraves de vetores
apropriados para cada caso, com vetores controles e promotores especificos, utilizando

DODAB como agente carreador dos vetores.

2) Verificar niveis de transfecgdo e expressao génica de pSVp-gal com DODAB como

carreador de DNA, utilizando diferentes linhagens celulares como COS-7 e Hela.

3) Comparar agcao do DODAB com aquela de diferentes agentes de transfecgdo como os

comerciais ou o classico, fosfato de calcio.

4) Verificar efeito dos tamanhos das vesiculas de DODAB na eficiéncia de transformacgao de
E. coli.

5) Determinar o efeito do compiexo DODAB/DNA sobre a carga da célula (bactéria) e sua

viabilidade.

6) Estudar a interagdo entre DODAB, DNA e particulados como microesferas de latex ou

silica de diversos tamanhos.

7) Determinar o efeito do tamanho do agregado particula/DODAB/DNA sobre a eficiéncia de

transfeccdo em células ou bactérias.

8) Determinag¢ado de estabilidade dos glébulos frente a varias solugdes tampao e meios de
cultura, através de turbidimetria e também por filtracdo e analise ao microscépio de campo
escuro do material retido sobre a membrana filtrante.

9) Caracterizagao dos complexos DODAB/nucleotideo (no caso, DMP) e depois DODAB-
DNAs (como de bacteriofagos T4 e A) através de ressonancia paramagnética eletrénica de

marcadores de spin incorporados a bicamada e difragdo de raios X.
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10) Caracterizar processos de endocitose ou fusdo do giébulo DNA/lipidio com a membrana
da célula através de microscopia de fluorescéncia e uso de marcadores adequados para
células, DNA ou DODAB.

11) Dirigir o complexo DODAB/DNA para interiorizagdo por fibroblastos em cultura por
endocitose através da incorporac¢ao de LDL (Jow density lipoprotein) as vesiculas de DODAB
antes de formar o complexo com DNA. Essa proposta se justifica pela alta frequéncia com a
qual ocorrem os receptores de LDL em linhagens NIH 3T3 (Goldstein, J.L. et al.,, 1985,
Packer, L. & Fleischer, S., 1997).

12) Verificar sob o aspecto fisico-quimico o tipo de interagdo existente entre vesiculas
catibnicas e LDL.
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