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Resumo:

O sequenciamento do genoma e a elucidac8o de vias moleculares importantes em doengas, sustentou o surgimento de novas
alternativas terapéuticas como, por exemplo, a terapia génica. A terapia génica surge como nova aternativa terapéutica, a
mesma consiste na resolugdo de um problema pela inser¢do de um material genético exdgeno para células especificas. No
entanto, acidos nucléicos exigem um sistema de entrega seguro e eficaz, como as nanoemulsdes catiénicas. O objetivo do
trabalho foi produzir nanoemulsBes catibnicas e estudar a complexagdo de plasmideo e oligonuclectideo modelos as
formulagdes por eletroforese. Para avaliagdo da taxa de complexacdo foi utilizada a técnica de retardamento em gel de
eletroforese. Como resultado, as nanoemulsdes apresentaram potenciais zeta positivos e didmetros nanométricos (300-600
nm), de acordo com a literatura para este tipo de sistema. As relagcdes de carga mostraram-se importantes fatores para a
complexacdo. Observou-se que a medida que diminui 0s sitios catinicos aumentam os &cidos nucléicos livres.
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AVALIACAO DA COMPLEXACAO DE ACIDOS NUCLEICOS MODELOS A
NANOEMULSOES CATIONICAS POR ELETROFORESE

1 INTRODUCAO

O sequenciamento do genoma e a elucidacdo de vias moleculares importantes em
doencas, sustentou o surgimento de novas alternativas teraputicas como, por exemplo, a
terapia génica (BAKAR et al., 2017).

Estudos relativos ao emprego da terapia génica t€m sido descritos como promissores
para o tratamento de uma série de doengas tanto adquiridas como hereditarias (COTRIM e
BAUM, 2008; FRAGA et al., 2017). A terapia consiste na resolucdo de um problema pela
inser¢dao de um material genético exdgeno para células especificas.

Neste viés, a literatura, tem avaliado o uso de fragmentos de DNA em fita simples,
também chamados de oligonucleotideos antisenso, que apresentam de 12 a 40 nucleotideos
organizados em uma sequéncia estabelecida para interagir com um determinado gene, RNA
mensageiro ou proteina (MCCLOREY e WOOD, 2015). O material genético também pode
ser encontrado na forma plasmidial, onde o gene de interesse € inserido em um plasmideo,
que sao moléculas de DNA circulares e extracromossdmicas (LECHARDEUR et al., 2005).

No entanto dcidos nucléicos ndo sdo espontaneamente ocupados pelas células, pois
apresentam elevado peso molecular e cariter polianidnico o que dificulta aproximagdo das
membranas celulares (NAM et al., 2009). Neste sentido, o desenvolvimento de um sistema de
entrega seguro e eficaz, torna-se fundamental. Para contornar esses problemas, uma variedade
de sistemas nanocarreadores tém sido desenvolvidos, dentre os quais destacam-se as
nanoemulsdes catidnicas. Surge assim a necessidade de avaliar o grau de complexacdo dos
acidos nucléicos a estes carreadores. Neste contexto, o trabalho tem por objetivo produzir
nanoemulsdes catidnicas e estudar a complexacdo de diferentes dcidos nucléicos modelos
(plasmideo e oligonucleotideo) as formulagdes, através de eletroforese.

2 METODOLOGIA

As nanoemulsdes foram compostas por triglicerideos de cadeia média, lecitina, lipideo
catidnico, glicerol e dgua, contendo polissorbato 80 ou ndo. Foram preparadas através da
técnica de emulsificacdo espontanea e caracterizadas quanto a distribui¢do do tamanho de
goticula e potencial zeta. Foram preparados os complexos com os dcidos nucléicos por adi¢ao
extemporanea, nas relagdes de carga tedricas de [+4/-]; [+2/-]; [+0,4/-] e [+0,2/-].

Para avaliacdo da taxa de complexagao foi utilizada a técnica de retardamento em gel
de eletroforese. Para avaliar a formacdo dos complexos com um plasmideo e oligonucleotideo
modelos, utilizaram-se géis de agarose a 1 e 2%, respectivamente.

3 RESULTADOS e DISCUSSAO

As nanoemulsdes apresentaram potenciais zeta positivos (superiores a +35 mV) e
didmetros nanométricos (300-600 nm), de acordo com a literatura para este tipo de sistema
(BRUXEL et al., 2014; FRAGA et al., 2017), além de valores de SPAN inferiores a 2, o que
caracteriza uma distribuicdo unimodal JUMAA e MULLER, 1998).

Para a avaliagdo da complexacdo, a técnica eletroforética demonstrou o aparecimento
de bandas nas relagdes de carga inferiores [+0,4/-] e [+0,2/-], para ambos os dcidos nucléicos,
demonstrando que quando ocorre a diminui¢cdo de sitios positivos, ndo acontece a interacao
eletrostdtica e o dcido nucléico livre consegue migrar no gel. Ambos 0s complexos nao
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apresentaram banda nas relacdes de carga [+4/-] e [+2/-], podendo-se inferir que tenha
ocorrido a complexag@o nestas situagdes. Além disso, apesar dos 4cidos nucléicos testados
apresentarem tamanhos distintos, o limite de complexa¢do em relagdo de cargas mostrou-se o
mesmo através da técnica utilizada. Em relacdo a presenga ou nao de polissorbato 80, ndo foi
possivel diferenciar a capacidade de complexacdo das formulagcdes através desta técnica. De
maneira geral, interacdes eletrostaticas governam interagdes entre acidos nucléicos e lipideos

catidnicos, sendo que a relacdo de cargas é o principal fator que influencia a taxa de
associacdo com nanoemulsdes (BARUT et al., 2005; FRAGA, 2011).

4 CONSIDERA COES FINAIS

Primeiramente, a técnica de emulsificacio espontinea proporcionou a obtencdo de
emulsodes catidnicas em tamanho nanométrico. As relagdes de carga mostraram-se importantes
fatores para a complexacdo de oligonucleotideo e plasmideo modelos, visto que com a
diminui¢ao de sitios positivos (relacdes de cargas menores que [+0,4/-]) aumenta a propor¢cao
de acidos nucléicos ndo ligados.
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