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Resumo

As mitocondrias sdao organelos citoplasmaticos presentes na maioria das células
eucarioticas sendo responsaveis pela producao de 90% de ATP, moléculas indispensaveis
para o funcionamento de 6rgaos e tecidos. A mitocondria possui o seu proprio genoma
circular de dupla hélice com um tamanho reduzido denominado de ADN mitocondrial
(ADNmt), herdado unicamente da linhagem materna. O ADNmt contém 37 genes que
codificam 13 proteinas, todas pertencentes ao mecanismo de fosforilacdo oxidativa.
Quando comparado com o ADN nuclear, o genoma ADNmt esta mais suscetivel a altas
taxas de mutacoes devido ao seu mecanismo de reparacao ser menos eficiente, nao possuir
revestimento por histonas reparadoras e a sua proximidade com fontes de espécies
reativas de oxigénio. Tais razoes fazem prevalecer as mutacoes no ADNmt que culminam
numa variedade de doencas, tais como: encefalomiopatia mitocondrial; acidose lactica e
episodios similares a acidente vascular cerebral (MELAS); epilepsia mioclonica com fibras
vermelhas irregulares (MERRF); diabetes; surdez com hereditariedade materna (MIDD) e
sindrome de Leigh.

Com o recente aumento de doencas mitocondriais resultante do acréscimo de mutagoes no
ADNmt, conjugado com a inexisténcia de terapias que atuem na cura ao invés de apenas
moderarem os sintomas, surge a terapia génica focada na mitocondria, Terapia Génica
Mitocondrial (TGM). A TGM permite tratar o problema na sua origem, tendo como
principais objetivos uma entrega eficiente de genes funcionais e a substituicao de genes

defeituosos.

Sendo assim, este trabalho de investigagao visa desenvolver sistemas de entrega do gene
pGFP com afinidade mitocondrial baseados em polimero e péptido capazes de encapsular
eficientemente o plasmideo, promover a sua internalizacdo celular e direcionamento
especifico assim como a sua expressao na mitocondria das células sem induzir uma

resposta imune inflamatoria.

Primeiramente sintetizamos o sistema de entrega baseado no polimero cati6nico
polietilenimina conjugado com cloreto de dequalinio (DQA) para encapsular o plasmideo
pGFP com afinidade mitocondrial. O conjugado PEI-DQA permitiu otimizar o
direcionamento mitocondrial uma vez que DQA consegue atingir e fundir-se com a
membrana mitocondrial. Seguidamente, o péptido cationico TAT foi adicionado ao
sistema ja formulado dando origem a sistemas ternarios com carga positiva. Todas as

nanoparticulas foram formuladas a varios racios: razao entre as aminas carregadas
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positivamente do PEI em relacdo aos grupos fosfato carregados negativamente do
plasmideo. As nanoparticulas formadas foram caracterizadas em termos de morfologia,
tamanho, carga superficial e polidisdpersidade. A biocompatibilidade dos sistemas
desenvolvidos foi testada em células cancerigenas, e a sua capacidade de internalizacao
celular, a par com o seu direcionamento especifico a mitocondria, foram comprovados por

ensaios de microscopia de fluorescéncia confocal.

Os resultados obtidos demonstram que os sistemas desenvolvidos, baseados num
polimero e num péptido, propriedades fisicas-quimicas adequadas a estudos de transfecao
celular. Adicionalmente, foi comprovada a sua capacidade de direcionamento a

mitocondria o que torna estes nano-sistemas promissores para aplicacao em TGM.

Palavras-chave:

ADN plasmidico; direcionamento a mitocondria; nanoparticulas; péptido TAT;

polietilenimina; proteina GFP.
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Abstract

Mitochondria are cytoplasmic organelles present in most eukaryotic cells and are
responsible for the production of 90% ATP, molecules indispensable for the functioning of
organs and tissues. It has its own circular double-helix genome with a reduced size called
mtDNA, inherited solely from the maternal lineage. The mtDNA contains 37 genes
encoding 13 proteins all belonging to oxidative phosphorylation. The mtDNA genome is
more susceptible to high mutation rates compared to nuclear DNA because it is not coated
by reparative histones, in addition to having a less efficient repair mechanism and its
proximity to sources of oxygen species, giving rise to various diseases such as
mitochondrial encephalomyopathy with lactic acidosis and stroke-like episodes (MELAS),
myoclonic epilepsy with ragged-red fibers (MERRF), maternally inherited diabetes and
deafness|(MIDD) and Leigh syndrome.

With the increase in the rate of mitochondrial diseases in recent years due to the
increase of mutations in mtDNA and existing therapies do not offer a cure acting only in
moderation of symptoms, comes the gene therapy aimed at the mitochondria,
Mitochondrial Gene Therapy (TGM), which intends to treat the problem at its source. The

main limitation of this therapy is the efficient delivery of defective genes.

Thus, this research work aims to develop delivery systems of the pGFP gene with
mitochondrial affinity based on polymer and peptide capable of efficiently encapsulating
the plasmid, promoting its cellular internalization and specific targeting as well as its
expression in the mitochondria of cells without inducing an inflammatory immune

response.

We first synthesized the delivery system based on the cationic polymer
polyethylenamine conjugated with dequalinium chloride (DQA) to encapsulate pGFP with
mitochondrial affinity. The PEI-DQA conjugate allowed to optimize the mitochondrial
targeting since DQA can reach and fuse with the mitochondrial membrane. Subsequently,
the cationic peptide TAT was added to the already formulated system giving rise to ternary
systems with positive charge. All nanoparticles were formulated in various ratios of

positively charged amines of PEI to negatively charged phosphate of plasmid.

Analyzing the results obtained, we can notice that the formulated systems, PEI
DQA/pGFP and TAT/PEI-DQA/pGFP presented high encapsulation efficiency. Ternary

systems mostly exhibited a spherical morphology and monodisperse of very small sizes,
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less than 500 nm, and a surface charge close to 0 mV. When analyzing the images of
confocal fluorescence microscopy, the mitochondrial uptake and targeting capacity of the
systems formulated in the delivery of the pGFP plasmid is visible, although these depend

on their surface cationic charge density.

All this indicates that ternary systems based on polymers and peptides have
interesting physicochemical characteristics to act as carriers of genetic material and have

demonstrated promising advances in mitochondrial targeting.

Keywords

Plasmid DNA; mitochondrial targeting; nanoparticles; peptide TAT; polyethylenmine;
GFP protein
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EMG: Eletromiografia

ERO: Espécies reativas de oxigénio

GFP: Proteina verde fluorescente

H202: Peroxido de hidrogénio

HeLa: Células cancerigenas do colo uterino

IAPs: proteinas inibidoras de apoptose

IMM: membrana mitocondrial interna

kpb: Quilo pares de bases

LCF: Liquido cefalorraquidiano

LHON: Neuropatia 6tica hereditaria de Leber

MCU: Canal uniportador mitocondrial

MELAS: Acidose lactica e episddios semelhantes a AVC
MERRF: Epilepsia do mioclonia e fibras vermelhas irregulares
MIDD: Diabetes, surdez com hereditariedade materna
MitoTracker: MitoTracker Orange CMTMRos

MMP: Permeabilizagdo da membrana mitocondrial
NADH: Nicotinamida adenina dinucleotideo

OXPHOS: Fosforilacao oxidativa

PADN: ADN plasmidico

PBS: Tampao fosfato-salino
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PEI: Polietilenimina

rARNs: ARNs riboss6micos

RMN: Ressonancia magnética nuclear

SDH: Succianato desidrogenase

SEM: Microscopia Eletronica de Varrimento
SKS: Sindrome de Kearns-Sayre

Smac: Second mitochondria-derived activator of caspase
TAE: Tris-Acetato-EDTA

tARNs: ARNs transportadores

TGM: Terapia génica mitocondrial
Tris-EDTA: Tris-Acetato-EDTA

UV: Ultravioleta

VIH-1: Virus da Imunodeficiéncia Humana

Vis: Visivel
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1 Introducao

O genoma humano consiste num grande genoma nuclear e um genoma de tamanho
muito reduzido localizado na mitocéndria denominado Acido Desoxirribonucleico (ADN)
mitocondrial (ADNmt) (Y. Wang et al., 2021).

O ADNmt é um cromossoma circular com aproximadamente 17.000 pares de bases
(pb) que codificam 37 genes, destes, 13 codificam polipéptidos, sendo todos eles membros
integrais da cadeia respiratoria mitocondrial, essencial ao metabolismo aerdbico
(fosforilacao oxidativa). Os outros 24 codificam 22 ARNs transportadores e dois ARNs
ribossémicos utilizados na sintese proteica mitocondrial (Faria et al., 2021; Salvado et al.,
2015).

A funcao crucial do ADNmt é a producao de ATP via fosforilacao oxidativa de modo
a fornecer altas taxas energéticas aos tecidos que mais necessitam dessa energia (Salvado
et al., 2015).

Mutagoes no ADNmt comprometem a producao de ATP levando ao surgimento de
inameras patologias incluindo doencas neurodegenerativas e cancro. As doencgas
mitocondriais podem afetar qualquer sistema organico e em qualquer idade sendo um dos

grupos de doencas genéticas mais comuns (Cardoso et al., 2015; Faria et al., 2022).

Atualmente, ndo existem terapias efetivas para tratar a causa destas doencas, as

terapias convencionais focam-se no alivio e reducao do conjunto de sintomas dos pacientes.

A terapia génica surge como uma valiosa e promissora ferramenta para tratar
distarbios relacionados com mutagdes no ADNmt. Sendo assim, a terapia génica
mitocondrial (TGM) tem como objetivo a entrega de material genético a mitocondria,
para suprimir, alterar ou complementar o efeito de genes defeituosos. O desenvolvimento
de vetores de entrega de gene mitocondrial especifico e direcionado a mitocondria é um
passo essencial. Estes vetores além de permitirem o encapsulamento do ADNmt devem
também proteger e transportar, enquanto fornecem especificidade de direcionamento a
mitocondria de modo a garantir a libertacao eficiente do material génico neste organelo

celular, permitindo a expressao dos genes mitocondriais (Faria et al., 2022).

Deste modo, podem considerar-se dois tipos de vetores de entrega, os vetores virais
e 0s vetores nao virais ou sintéticos. Os vetores virais, como retrovirus e adenovirus, foram
utilizados durante um longo periodo devido a sua elevada capacidade de transfetar células.
No entanto, possuem véarias desvantagens como, toxicidade relacionada ao sistema
imunologico com administracdo repetida, possivel competéncia de replicacdo, nao
direcionamento ou tamanho de insercao limitado, reduzindo assim a sua aplicacao (Neves

et al., 2021).
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Ja os sistemas de entrega nao virais (sintéticos) baseados em péptidos de penetracao
celular (CPPs), micelas, polimeros e lipidos tém sido bastante usados em estudos de
liberacao de genes. Estes péptidos sdo simples e produzidos sob medida, podem
incorporar uma grande quantidade de contetido genético, possuem alta densidade de
carga, sao biocompativeis, nao toxicos e nao induzem resposta imune (Faria et al., 2019,

2022).

Sistemas ternarios ndo virais, por exemplo, constituidos por polimeros e/ou péptidos,
provaram ser uma estratégia valiosa para aumentar a eficiéncia de encapsulamento de
material genético, contribuindo assim para a entrega e expressao eficiente de genes. Os
CPPs sao péptidos de grande interesse na terapia génica devido as suas propriedades
benéficas. Possuem um tamanho reduzido (entre 15 e 30 aminoacidos) e podem ser
divididos em péptidos ricos em arginina e anfipaticos. Os péptidos anfipaticos
possibilitam a formulacao de sistemas de entrega capazes de encapsular o ADN e facilitar
a sua translocacao na membrana e posterior entrada nas células (Albuquerque et al., 2020;

Deshayes et al., 2020).

O TAT (a proteina ativadora da transcricdo no HIV-1) é um péptido cationico de 11
aminoacidos com 6 residuos de arginina e 2 residuos de lisina. Tem sido muito usado na
TGM, pois possui afinidade a mitocondria e uma alta carga catidnica o que permite
especificidade no direcionamento, aumento da capacidade de condensacdo do material
genético, reducao do tamanho do sistema de entrega, facilitacdo da internalizacao celular e

assegura biocompatibilidade (Dong et al., 2016; Faria et al., 2022).

A polietilenimina (PEI) é um polimero catiéonico com uma alta densidade de carga
positiva, o que permite estabelecer fortes interagdes eletrostaticas entre os seus grupos
aminas e grupos fosfatos do ADN resultando num complexo de ADN encapsulado a escala
nanométrica. O PEI possui também alta atividade endossomolitica, um ponto critico para
o sucesso da entrega de genes mitocondriais (Albuquerque et al., 2020; Dong et al., 2016).
Num trabalho de investigacao, foi adicionado ao polimero de PEI, o cloreto de dequalinio
(DQA), resultando no composto PEI-DQA com o intuito de otimizar o direcionamento
mitocondrial, levando a grandes avancos na entrega de genes ou drogas as mitocondrias

(Faria et al., 2022; Mallick et al., 2019).

Neste trabalho pretendemos desenvolver sistemas baseados em PEI-DQA e TAT
para entrega eficiente do plasmideo com o gene da proteina verde-fluorescente (mpGFP)

sintetizado para ser expresso nas mitocondrias. O gene da GFP possui um cromoéforo
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sendo que este quando recebe luz UV, emite a luz verde-fluorescente permitindo a
monitorizagdo da sua expressao nas mitocondrias por microscopia de fluorescéncia
(Martins Pereira, 2014). Este sistema foi projetado para ser responsivo a estimulos

ajustaveis e direcionados, enquanto promove a libertacao controlada e sustentada.

MitocOndria

As mitocondrias sdo organelos citoplasmaticos presentes nas células eucarioticas,
sendo responsaveis pela producao de 90% da adenosina trifosfato (ATP) necessaria para
o metabolismo celular. Além disso, participam na regulacdo da homeostase i6nica, no
crescimento celular, nas reacdes redox e na sinalizacao celular (13,14). Portanto,
desempenham um papel fundamental nos mecanismos de sobrevivéncia e morte celular
(13,14). Devido ao seu papel central na vida e morte celular, as mitocondrias também
estdo envolvidas na patogénese e progressao de inimeras doencas humanas, como por
exemplo, cancro, doencas neurodegenerativas e cardiovasculares, diabetes, traumatismo

cranioencefalico e inflamacao (Taylor & Turnbull, 2005).

1.1.1 Estrutura da mitocondria

As mitocondrias podem apresentar duas formas, arredondadas ou alongadas,
com comprimento entre 1,0 um e 10 pum, e largura entre 0,5 um e 1,0 um.

Cada mitocondria possui duas membranas com diferentes propriedades e
funcoes biologicas, a membrana interna e a membrana externa, separadas por um
espaco intermembranar (figura 1). A membrana externa possui um contorno liso, é
composta por lipidos (fosfolipidos e colesterol), apresenta algumas enzimas e proteinas
transmembranares que permitem a passagem de moléculas para o espaco
intermembranar. JA a membrana interna é composta por 75% de proteinas, detém
varias dobras chamadas cristas que se projetam para o interior da mitocondria. As
cristas apresentam alguns componentes como enzimas, que participam da fosforilagao
oxidativa e da cadeia de transporte de eletroes. Na matriz mitocondrial, localizada no

espaco delimitado pela membrana interna, encontram-se os ribossomas, as enzimas do

ciclo de Krebs (ou ciclo do acido citrico), ARN e o seu material genético (Brito, 2016).
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As mitocOondrias também sao reconhecidas por desempenharem véarias outras
fungOes celulares essenciais como estarem envolvidas na sinalizacdo celular, na
homeostase ionica e no metabolismo de aminoacidos, lipidos, colesterol, esteroides e
nucleotideos, na regulagio do ciclo celular, crescimento celular e apoptose (Bouzon et al.,
2010; Faria et al., 2021). Esse organelo possui um papel crucial na conversao de alimentos

em energia quimica pelo uso da cadeia respiratoria mitocondrial (Mckinney & Oliveira,
2013).
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Figura 1 - Estrutura das mitocondrias de células eucaribticas. Imagem adaptada de (Kelvisong, 2013).

1.1.2 Fungbes mitocondriais

1.1.3 Producao de ATP

A fosforilacao oxidativa (OXPHOS) é um processo quimiosmotico que na presenca de
oxigénio gera o ATP como produto final da respiracao celular.

Este processo é gerado por um gradiente eletroquimico de protdes formado pelo
trabalho conjunto dos complexos enzimaticos pertencentes a cadeia transportadora de
eletroes (ECT) localizados na membrana interna mitocondrial (figura 2). As transferéncias
de eletroes estao na base de reacoes de oxirreducao que culminam na libertacao de energia

para a biossintese de ATP (Bergman & Ben-Shachar, 2016; Chaban et al., 2014).
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Os complexos enzimaticos do sistema OXPHOS sdo: complexo I (NADH
desidrogenase), complexo II (succinato desidrogenase), complexo III (citocromo c
redutase), complexo IV (citocromo ¢ oxidase) e complexo V (ATP sintase). Sendo que os
complexos I-IV fazem parte da ECT e a formacdo de ATP acontece no complexo V pela
FoF1 ATP sintase por meio de adenosina difosfato (ADP) e fosfato inorganico (Pi). Além
do complexo V produzir ATP, este também permite a formacao de moléculas de dgua por

meio do oxigénio molecular (Chaban et al., 2014).
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Figura 2 - Esquema representativo dos complexos enzimaticos que constituem a OXPHOS na membrana
interna mitocondrial responsaveis pelo transporte de eletroes e geragdo do gradiente de protoes para a sintese
de ATP: complexo I (NADH desidrogenase), complexo II (succinato desidrogenase), complexo III (citocromo
¢ redutase), complexo IV (citocromo c oxidase) e complexo V (ATP sintase). Imagem adaptada de (Silva da

Franca, 2019).

1.1.4 Regulacao de espécies reativas de oxigénio

Espécies Reativas de oxigénio (ERO) s3o moléculas instaveis e extremamente
reativas, produzidas em quantidades relevantes na matriz mitocondrial (Figura 3). As
ERO sao geradas em grande quantidade durante o stress oxidativo, condi¢do em que sdo
afetadas moléculas como proteinas, carboidratos, lipidos e &acidos nucleicos (A. J.

Kowaltowski et al., 2009; Silva & Gongalves, 2010).
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O oxigénio é essencial para a oxidacdo de compostos organicos e produciao de
energia para o metabolismo celular. A maioria do O. consumido é reduzido em agua pela
cadeia de transporte de eletrées mitocondrial no complexo IV (uma reducdo de quatro
eletroes) e o restante do O. (2 a 5%) é reduzido a radical superoxido (O."~). Para além do
radical superéxido, outras variedades de espécies reativas de oxigénio sdo produzidas
como: o peroxido de hidrogénio (H-0.) e o radical hidroxilo (OH) (A. J. Kowaltowski et al.,
2009)(Quinlan et al., 2013). A elevada quantidade de radicais livres gerados na matriz

mitocondrial tem sido apontada como um dos principais causadores de mutagoes

relacionadas ao ADNmt (Cardoso et al., 2015; Wallace, 2005).

Figura 3 - Metabolismo mitocondrial ERO, formac¢ao do radical super6xido O."~ pela redugdo O2 nos
Complexos I e III, e em seguida a sua transformacdo em H.O. mais estavel nas mitocondrias através da
atividade da enzima mitocondrial do manganés superéxido dismutase (MnSOD) e glutationa peroxidase
(GPx) na matriz, e pelo Cobre-Zinco superdxido dismutase (CuZnSOD) no espago intermembranar. Imagem

adaptada de (Bennett et al., 2014).

1.1.5 Regulacao do célcio na mitocondria

A regulacdo das concentracoes citoplasmaticas de célcio (Ca®*) é realizada pelas

mitocondrias utilizando sistemas de transporte especificos. O Ca®* para além de atuar na

formacdo de ossos e dentes, regula as funcgoes celulares como, producido de ATP e

processos energéticos, sendo um importante sinalizador celular em processos como

6
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contracao muscular, diferenciacao celular e inflamacao (A. Kowaltowski et al., 2019). A
mitocondria utiliza um canal uniportador mitocondrial (MCU) para a captacio do Ca**
para a matriz mitocondrial sendo estimulado pelo potencial da membrana mitocondrial

interna (IMM) levando assim ao aumento da concentracio de Ca®>* na matriz. No entanto,

o excesso de Ca®* na matriz mitocondrial pode levar a rutura dessa membrana que além

de comprometer a funcdo mitocondrial ativa processos catabdlicos irreversiveis colocando

em risco a integridade da célula (Martin, 2012; Orrenius S & Nicotera P., 1993).

1.1.6 Regulacao da Apoptose

A apoptose é uma forma de morte celular programada ou “suicidio” causando o
minimo de danos possiveis aos tecidos. Esta relacionada com a homeostase na regulacao
fisiologica do tamanho dos tecidos. Caracteriza-se pelo encolhimento da célula, formacao
de bolhas na membrana plasmatica, condensacao e fragmentacdo do ADN. A apoptose é
desencadeada por duas vias, a via extrinseca ou mediada por recetores e a via intrinseca
ou mediada por mitocondrias, como representado na Figura 4 (Indran et al., 2011;
Vasconcelos, 2000).

A via mediada por mitocondrias é ativada por multiplos estimulos como, radiacao,
formacao de radicais livres ou infe¢oes virais, entre outros. Todos esses estimulos induzem
a permeabilizacdo da membrana mitocondrial (MMP) o que desencadeia uma crise
bioenergética devido a perda de ATP e subsequentemente resultam na libertacao de

proteinas mitocondriais pro-apoptoticas no citosol (Indran et al., 2011)

Uma dessas proteinas libertadas é o citocromo ¢ que promove a ativacdo da
procaspase-9 (caspase iniciadora) através do complexo ativo citocromo ¢ /Apaf-1/caspase
9. Este complexo leva a formacao do apoptossoma e em seguida a ativacao das caspases de
execucao (caspases 3 e 7), resultando na fragmentacdo nuclear (Hengartner, 2000;

Martinou & Youle, 2011).

A segunda proteina libertada pela MMP sao os Smac/DIABLO, cuja funcao é
unicamente se ligarem aos IAPs (proteinas inibidoras de apoptose) levando a desativacao
destes, evitando assim que os IAPs suspendam o processo apoptotico, permitindo a

progressao da apoptose (Indran et al., 2011).
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Figura 4 - Representacao das duas vias apoptoéticas, a via extrinseca ou mediada por recetores (a esquerda) e a
via intrinseca ou mediada pelas mitocondrias (a direita). O conjunto de estimulos ativadores da via intrinseca
encontram-se na tabela cinzenta, estes induzem a permeabilizacdo da membrana mitocondrial (MMP) e,
posteriormente, a liberacdo de proteinas mitocondriais pré-apoptoéticas (citocromo ¢ e Smac/DIABLO) no
citosol. O citocromo c ativa a procaspase-9 (caspase iniciadora) através do complexo ativo citocromo c /Apaf-
1/caspase 9 levando a formacao do apoptossoma. Isso permite a ativacao das caspases de execuc¢ao (caspases 3
e 7), culminando em apoptose. O Smac/DIABLO liga-se aos IAPs (proteinas inibidoras da apoptose)

permitindo a sua desativacao e progressao da apoptose. Imagem adaptada de (Indran et al., 2011).

1.1.7 ADN mitocondrial

O ADNmt é um cromossoma circular com aproximadamente 16 kpb que codificam
37 genes. Destes genes, 13 codificam proteinas que sdo subunidades estruturais de
complexos enzimaticos da cadeia respiratéria mitocondrial, essencial ao metabolismo
aerdbico, e os outros 24 codificam 22 ARNs transportadoras e dois ARNs ribossomicos
utilizados na sintese proteica mitocondrial (Figura 5)(Faria et al., 2021).

Destas 13 proteinas codificadas pelo ADNmt, 7 pertencem ao complexo I (NADH
desidrogenase), 1 ao complexo III (citocromo c¢ redutase), 3 ao complexo IV

(citocromo c oxidase) e 2 ao complexo V (ATP sintase) (Chaban et al., 2014).
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Figura 5 - O mapa do ADN mitocondrial humano. OH e OL: Origens de replicagdo de fita pesada e leve,
respetivamente; “D-loop”: Regido nao codificante; ND1-ND6: subunidades de NADH desidrogenase (ETC
complexo I) subunidades 1 a 6; COX1-COX3: Subunidades 1 a 3 do citocromo oxidase (complexo ETC IV); ATP6
e ATP8: Subunidades 6 e 8 da ATPase mitocondrial (complexo V); Cyt b: Citocromo b (complexo III); ETC:
Cadeia de transporte de eletroes. Os 22 ARNs transportadores e 2 ARNs ribossémicos (12S rRNA e 16S rRNA).
Imagem adaptada de (Shokolenko, 2014).

O ADNmt possui duas fitas designadas de fita pesada (“heavy”, fita H rica em
guaninas) e fita leve (“light”, fita L rica em citosinas) (Anderson et al., 1981). Detém
também de uma regido nao codificante designada de “D-loop” (“displacement loop”), onde
se encontram os promotores necessarios para a transcricio das duas fitas, além de
sequéncias regulatorias, necessarias para a replicagao e transcricio do ADNmt.

O mecanismo de replicacio do ADNmt e toda a sua maquinaria pode ser descrita

através de trés modelos (Figura 6), ambos continuos e ocorrem em simultaneo:

- No primeiro modelo de replicacao, denominado Deslocamento de cadeias (Figura 6
B), a replicacao da fita pesada inicia-se dentro da regiao de controlo nao codificante (“D-
loop”), num local especifico chamado Ou. Logo que a fita pesada atinge dois tercos do
genoma, o local da origem da replicacao da fita leve (O1) é exposto permitindo que a sua
sintese inicie na direcdo oposta. Este modelo apresenta uma replicacdo unidirecional,

continua e assimétrica (Bowmaker et al., 2003; Mckinney & Oliveira, 2013).
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- O segundo modelo de replicacdo - incorporacdo de ARN através da cadeia
retardada (Figura 6 C) ocorre através da replicacao unidirecional da fita acoplada na
principal regido nao codificante, “D-loop”, onde em simultaneo os intermediarios de ARN
estdo a ser maturados em ADN. Tanto o inicio da replicacao, como o término acontecem

no local de origem da fita pesada, Ox.

- No terceiro modelo descrito como o modelo de cadeia acoplada (Figura 6 D), a
replicacdo é bidirecional e inicia-se numa ampla zona de iniciacio em uma regido
contendo os genes citocromo b, NAD5 e NAD6. A replicacdo prossegue em ambas as
direcGes até finalmente parar na regido D-loop (Kasiviswanathan et al., 2012; Yasukawa et

al., 2006; Yasuzaki et al., 2010).
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Figura 6 - O genoma mitocondrial de mamiferos e modelos de replicacio do ADNmt. (A) o genoma
mitocondrial dos mamiferos codifica 13 polipeptideos e os elementos de ARN necessarios para sua traducao.
Modelos de replicagdo do ADNmt em mamiferos. (B) deslocamento de cadeias; (C) Incorporacdo de ARN
através da cadeia retardada; (D) modelo de cadeia acoplada; On e Ov: Locais de origem das fitas pesadas e
leves, respetivamente; NAD1-NADG6: Subunidades 1 a 6 da NADH desidrogenase; COX1-COX3: Subunidades 1
a 3 do citocromo oxidase; Cyt b: Citocromo b; 2 ARNs ribossémicos (12S rRNA e 16S rRNA); a<—b: regiao
contendo citocromo ¢, NAD5 e NAD6). Imagem adaptada de (Bowmaker et al., 2003).
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1.1.8 Heranca mitocondrial

No caso dos mamiferos, o DNA mitocondrial (ADNmt) é herdado exclusivamente da
linhagem materna, o que significa que todos os descendentes de uma tnica fémea sao
clonais para o ADNmt (Fraga & Lazzari, 2021; Poulton et al., 1998).

Estima-se que a maioria das mitocondrias possui ADN idénticos denominados
homoplasmia, e a outra pequena fracao contém uma mistura de ADN mutado e nao
mutado dentro do mesmo organismo identificados como mutacoes heteroplasmicas. Para
que qualquer doenca mitocondrial se torne aparente uma certa percentagem de mutacoes
heteroplasmicas deve ser atingida (Chan, 2006; Wonnapinij et al., 2008).

Sdo definidos dois processos que contribuem para a variacdo intrafamiliar do

geno6tipo e do fendtipo nas doencas do ADNmt:

- O primeiro processo (figura 7 A) acontece na fase de desenvolvimento embrionério
inicial entre a formacdo do zigoto e a maturacdo do odcito onde ha uma reducao e
amplificacdo do ADNmt resultando numa alta variabilidade do ADNmt mutado que sera

consequentemente transmitido a geracao seguinte.

- O segundo processo (figura 7 B) descreve a replicacao e segregacao do ADNmt
mutado diferencialmente durante a histogénese e a maturacdo do 6rgao, gerando mais
diversidade PF Chinnery, & DM Turnbull, 1997).

Wild-type
Mutant mtDMNA
Wild-typeae/Mutant mtDNA

f; _""‘M .
L T 4 L

Figura 7 - A dindmica mitocondrial no processo de transmissdao de ADNmt mutado da mae para filho definido
por dois processos. (A) Visao tradedeicional da heranga do ADNmt; (B) Visao incorporando dindmica
mitocondrial; “Wild-type (gray)”: ADNmt nao mutado (cinzento); “Mutant mtDNA (red)”: ADNmt mutado
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(vermelho); “Wild-type / Mutant mtDNA (purple)”: ADNmt ndo mutado / ADNmt mutado (roxo). Imagem
adaptada de (Chan, 2006).

1.1.9 Mutacées e doencas Mitocondriais

A doenca mitocondrial é um dos grupos mais comuns de doencas genéticas com uma
prevaléncia minima superior a 1 em 5.000 em adultos. As doengas associadas ao ADNmt
sao herdadas exclusivamente da mae (Fraga & Lazzari, 2021; Russell et al., 2020).

As altas taxas de mutacoes relacionadas ao ADNmt deve-se ao fato destas nao serem
revestidas por histonas protetoras, estarem proximas a cadeia respiratoria, a fonte de
espécies reativas de oxigénio (ERO), e por possuirem mecanismos de reparacio menos
eficazes. Como resultado, ocorrem danos em células e tecidos que despendem niveis mais
elevados de energia como o cérebro, coracao, figado e tecido muscular causando o
aparecimento de  diversas  patologias incluindo sindromes  metabdlicas,
neurodegenerativas, cancro e doencas autoimunes (Faria et al., 2021; Fraga & Lazzari,

2021; Michael & Van Houten, 1997).

Em geral, as manifestacoes clinicas mitocondriais mais comuns podem ser divididas
em dois grupos, manifestacdes neurologicas centrais (incluindo encefalopatia, episddios
semelhantes a AVC, convulsdoes, deméncia e ataxia) e manifestacbes neurologicas
periféricas (incluindo miopatia, oftalmoplegia e neuropatia periférica) (Pfeffer et al., 2012).

Na figura 8 estdo representados algumas dessas manifestacoes e os o6rgaos/tecidos

. . Neurolégicos:
Disfuncoes da _ Convulsdes
tiroide - Deméncia

- Ataxia
- Surdez

Cardiacos: - Epi:';édjos parecidos com AJV(;

oo Avpitmia ’ - Aul?sr_no ou caracteristicas

- Miocardiopatia autisticas

5 e Oculares:
Doencas he?atlcas e Q )  Cogwita
renais l'r | ’ - Oftalmoplegia
Gaslrointestinais: Y ! Problemas

- Diarreia respiratérios

- Colicas

- Vomitos

- Dificuldades em deglutir .
Musculoesquelético:

. - Fraquezas e dores musculares
Metabdlicos: - Caibras
- Diabete tipo IT - Hipotonia

- Constipacéo grave
- Febre

- Falta de energia

- Risco de infecdo

- Intoleréncia a exercicios fisicos

1,Figura 8 - Principais sintomas clinicos das doencas mitocondriais causados pelos altos niveis de ADNmt

mutado. Imagem adaptada de (Russell et al., 2020).
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correspondentes.

As doencas mitocondriais associadas ao ADNmt sao herdadas da linhagem materna,
como ja referido anteriormente, logo o processo de heranca do ADNmt mutado acontece
durante a divisao celular quando no inicio da oogénese ocorre uma reducao brusca do
numero total de ADNmt. Este efeito provoca uma despropor¢ao entre o ADN mutado e o
nao mutado, sendo que o ADNmt mutado se encontra em maior nimero o que facilita a

sua segregacao e transmissao para os futuros descendentes (Chan, 2006).

Essa mutacao pode estar presente em todas as copias de ADNmt, descrito como
homoplasmia, ou em apenas uma fracdo nomeada heteroplasmia. Além disso, existe um
limiar critico de ADNmt presente que indica se a doenca mitocondrial ira expressar o seu
fenotipo ou nao (Chan, 2006). Este limiar para expressao do feno6tipo varia conforme a
patologia, todavia, se a ADNmt mutado atingir um nivel de heteroplasmia maior que 70%
a mutacdo patogénica ira ser expressa (Russell et al., 2020).

Uma vez que as mutacdes no ADNmt levam a defeitos na cadeia respiratoria,
afetando os genes que codificam as suas proprias subunidades (complexos I e II), genes
indispensaveis na montagem da cadeia respiratéria (complexos III e IV) e os que
participam na maquinaria de transcricdo e traducdo, espera-se que algumas doencas
originadas (apresentadas na tabela 1) possuam sintomas semelhantes.

Alguns dos individuos portadores de doencas mitocondriais apresentam distarbios
multissistémicos, ou seja, envolvendo na maioria das vezes o sistema nervoso central e o
musculo esquelético, enquanto outros apresentam distarbios que afetam apenas um tnico
sistema (Chan, 2006; Pfeffer et al., 2012).

As doencas mitocondriais geradas a partir de delecbes provocadas ao longo do
tempo do ADNmt, sdo chamadas de mutacbes somaticas. A oftalmoplegia cronica
progressiva externa (CPEO), a sindrome de Kearns-Sayre (SKS) e a sindrome de Pearson
sao todas doencas provocadas devido a mutacoes soméaticas no ADNmt. Por outro lado,
encontram-se as mutacoes pontuais que sao as mutacoes do ADNmt herdados da linha
materna, normalmente ocorrem em grande escala nas proteinas dos genes ARNmt
transportador e na sua maioria sao heteroplasmicas (Fontana & Gahlon, 2020; Pfeffer et
al., 2012; Tuppen et al., 2010).

As principais doengas mitocondriais primérias associadas a mutag¢Ges pontuais sao:
encefalomiopatia mitocondrial, acidose lactica e episddios similares a acidente vascular

cerebral (MELAS); epilepsia mioclénica com fibras vermelhas irregulares (MERRF);
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diabete, surdez com hereditariedade materna (MIDD); sindrome de Leigh; neuropatia
oOtica hereditaria de Leber (LHON) (tabela 1) (Pfeffer et al., 2012; Tucker et al., 2010).

Tabela 1 - Doencas mitocondriais e as suas principais manifestacdes clinicas. Adaptado de (Fraga &
Lazzari, 2021; Pfeffer et al., 2012).

Doencas mitocondriais

Sintomas

Gene mitocondrial

Caracteristicas
(idade)

Encefalomiopatia
mitocondrial, acidose
lactica e episédios
similares a acidente
vascular cerebral
(MELAS)

encefalomiopatia mitocondrial;
acidose lactica;
episodios semelhantes a AVC;
dores de cabeca recorrentes;
vOmitos recorrentes,
deficiéncia auditiva; neuropatia
periférica; dificuldade de aprendizado;
baixa estatura

Leucina
NDj5

Adolescente, Idade
adulta, Infancia

Epilepsia mioclénica
com fibras vermelhas
irregulares
(MERRF)

convulsées mioclonica;
ataxia; fraqueza muscular;
demeéncia; perda auditiva
baixa estatura; atrofia 6ptica
neuropatia periférica
diabetes mellitus

Lisina

Infancia, Idade adulta

Diabetes e surdez com
hereditariedade
materna
(MIDD)

diabetes tipo I e II;
distrofia macular;
surdez neurossensorial, bilateral e
progressiva;
distarbios gastrointestinais;
nefropatia; miocardiopatia

Leucina

Acido glutimico e Lisina

Inicio da fase adulta

Sindrome de Leigh

Ataxia cerebelar; hipotonia;
Espasticidade muscular; disttrbios de
movimento;
atrofia muscular; neuropatia periférica;
Hiperlacticacidemia no sangue, liquido
cefalorraquidiano ou urina;
Paralisia do olho vertical

ND1, ND2, ND3, ND4,
ND5 e ND6

COX III

ATP6

Recém-nascido

Adultos

Neuropatia otica
hereditaria de Leber
(LHON)

Distonia;
Insuficiéncia visual bilateral indolor
subaguda;
tremor postural ataxia cerebelar;
distarbios motores;

ND1, ND4 e ND6
(complexo I)

Adolescente, idade
adulta

1.1.10
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Para o diagnoéstico de doencas associadas ao ADNmt sao realizados em conjunto,
estudos clinicos, bioquimicos, histoquimicos e genéticos (Michikawa et al., 1997; Tuppen
et al., 2010). Os estudos clinicos sdo para identificar as principais manifestacées clinicas e
associa-los a patologia em questdo bem como acompanhar a sua evolucao e avaliar
também o historico familiar através do mapa de hereditariedade mitocondrial. No entanto,
como a maioria dos individuos portadores de doencas mitocondriais ndo apresentam um
fendtipo nitidamente definido outras anilises sdo indispensaveis (PF Chinnery & DM
Turnbull, 1997). A figura 9 ilustra a sequéncia completa do processo de diagnostico da
doenca mitocondrial, abrangendo desde as primeiras suspeitas até a confirmacdo do

diagnostico:

T e Mutagoes no ADNmt ?
Histéria familiar - Altamente provavel

Suspeita de doenca (Mapa de hereditariedade - Provavel
mitocondrial mitocondrial) = Possivel

Testes genéticos i — .
moleculares para — Sindrome identificado? osslvels exames:
mutagdes comuns + Sangue (CK, lactato e
&

glicose)
(<

- Sy, « Urina (4cidos orginicos e
Positivo o Nio e
aminoécidos )

= LCF (proteina, lactato)
« RaioX

Doenca diagnosticada - . RMN
Biopsia muscular

« EEG/EMG

+ Estudo dos complexos [-IV

+ Exames histologicos (ATPase, COX e SDH)

+ Testes genéticos moleculares (sequenciamento de ADNmt, rearranjos e mutagdes
comuns )

Figura 9 - Esquema representativo de disgndstico para suspeitas de doengas mitocondriais em que um
conjunto de exames clinicos, bioquimicos, histoquimicos e genéticos sdo realizados. (CK)
Creatinaquinase; (LCF) Liquido cefalorraquidiano; (RMN) Ressonincia magnética nuclear; (EEG/EMG)
Eletroencefalografia/Eletromiografia; (SDH) Succinato desidrogenase; (COX) Citocromo c oxidase.

Imagem adaptada de (PF Chinnery & DM Turnbull, 1997).

Apos o diagnéstico da doenca, o préoximo passo € a identificagdo de um método de
tratamento adequado. Os tratamentos existentes na atualidade para doencas associadas a

mutacoes no ADNmt atuam apenas no alivio de certos sintomas prevenindo complicacoes,
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nao oferecendo uma cura (Tucker et al., 2010; Tuppen et al., 2010). Estes tratamentos
estdo categorizados em trés grupos:

- O grupo de administracao de ativos farmacoldgicos e nutricionais, no qual estao
inclusas vitaminas, cofatores, agentes metabélitos e recetores de eletrées, que visam
aumentar a atividade da cadeia respiratoria, consequentemente, aumentando a sintese de
ATP.

- O grupo de modificacdo da composicao de macronutrientes na dieta

- O grupo da pratica de exercicios fisicos que busca estimular a regeneracio
muscular, melhorar a qualidade de vida e a capacidade fisica. Das pesquisas realizadas em
pacientes com alto nivel de mutacGes heteroplasmicas do ADNmt nos miusculos
constatou-se que a pratica de exercicios fisicos implica um aumento nos niveis de ATP,
bem como um aumento da esperanca de vida e um atraso no inicio da doenca. Atualmente,
os estudos continuam para determinar se o condicionamento fisico a longo prazo leva a
diminuicdo de carga mutacional do ADNmt (Fontana & Gahlon, 2020; PF Chinnery & DM
Turnbull, 1997; Tuppen et al., 2010).

Terapia génica mitocondrial

Nos dultimos anos, os indices de doencas mitocondriais aumentaram
significativamente, e os tratamentos convencionais disponiveis sdo limitados, focando
principalmente no alivio e reducio dos sintomas. Varios estudos tém sido conduzidos na
area da terapia génica visto que ela atua na origem do problema (Aravintha Siva et al,,
2019; Faria et al., 2021).

A terapia génica emerge como uma abordagem promissora e tem como finalidade a
insercao nas mitocondrias de um gene mitocondrial funcional para restabelecer a normal
funcao mitocondrial. Para tal, a terapia génica busca desenvolver sistemas de entrega de
genes capazes de encapsular o material genético e facilitar a sua internalizacio celular. E
crucial que esses vetores sejam biocompativeis e possuam especificidade no

direcionamento a mitocondria. Dessa forma, o gene entregue sera capaz de agir na

supressao ou substituicao de genes defeituosos (Faria et al., 2021, 2022; Roy et al., 2008).

Existem dois tipos principais de terapia génica:
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- Terapia Génica Somética: aplicada em células somaticas para eliminar o gene
defeituoso relacionado a uma determinada condicao patoldgica, sem a insercao do gene na
heranca genética.

- Terapia Génica Germinativa: consiste na introducao do gene funcional em células
germinativas (zigoto), permitindo a expressao do gene correto. No entanto, esta terapia é
proibida por questdes éticas, uma vez que existe pouca clareza das consequéncias nas

geracoes futuras (Ibraheem et al., 2014).

Para que a terapia génica seja bem-sucedida é fundamental um sistema de entrega
eficiente que seja capaz de proteger o material genético, transporta-lo para compartimento
celular especifico e promover a sua expressao. Estes sistemas de entrega sao baseados em
vetores, que atualmente se enquadram em duas categorias (Roy et al., 2008):

- Os vetores virais, que sdo sistemas de entrega de genes com elevada taxa de
transfecao celular.

- Os vetores sintéticos baseados em péptidos de penetracao celular (CPPs), lipidos,
micelas e polimeros.

Os vetores virais apresentam algumas desvantagens significativas que limitam a sua
aplicacdo, como potenciais efeitos oncogénicos, possibilidade de recombinacao celular,
dificuldade de producdo em larga escala e uma dada antigenicidade, o que leva ao uso
crescente de vetores nao virais ou sintéticos. Estes por sua vez, apesar de possuirem baixa
taxa de transfecdo quando comparados com os vetores virais, tém sido amplamente
utilizados para o estudo de libertacao de genes devido a sua elevada densidade de carga,
biocompatibilidade, auséncia de imunogenicidade e antigenicidade, inexisténcia de risco
de recombinacdo e facilidade de producao rapida e personalizada(Faria et al., 2022; Neves

et al., 2020).

Considerando que a maioria dos distirbios mitocondriais estdo associados a
mutacoes no ADNmt, é imprescindivel uma terapia génica que possibilite a entrega direta
do material genético as mitocondrias, a fim de corrigir os genes mitocondriais mutados e
garantir a sua expressao. Essa terapia é conhecida como Terapia Génica Mitocondrial
(TGM)(Aravintha Siva et al., 2019; Cardoso et al., 2015).

A TGM tem como objetivo corrigir o ADNmt defeituoso permitindo a sua expressao
génica. Isso resulta na restauracdo da cadeia respiratéria e consequentemente num o
aumento da funcao enzimatica e da sintese de ATP No entanto, a evolucao da estrutura

membranar mitocondrial constitui uma barreira a entrada de materiais exdgenos,
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tornando-se essencial a construcdo de vetores capazes de controlar o potencial da
membrana mitocondrial, acumulados seletivamente no seu interior (Faria et al., 2022;

Fraga & Lazzari, 2021; Mallick et al., 2019).

1.2.1 Vetores virais

A terapia génica viral baseia-se no uso de vetores produzidos a partir de virus
recombinantes e inativos como transportadores de genes para regioes celulares especificas,
permitindo a sua expressao através da insercao no genoma do hospedeiro. A principal
razao do uso desse tipo de vetor é a elevada capacidade que um virus possui de alcancar e
internalizar-se em células-alvo (Neves et al., 2020). A engenharia genética permiti
modificar o virus, eliminando os genes essenciais a patogenicidade e a replicacao, o que
facilita a substituicdo por genes terapéuticos. Desta forma, o virus torna-se apenas um

transportador de material genético (Oliveira et al., 2018; Roy et al., 2008).

Os vetores virais comumente usados na entrega de genes sao retrovirus, adenovirus
e lentivirus. Dentre esses vetores, os adenovirus sao amplamente aplicados em
investigacdo, uma vez que nao integram ao genoma da célula hospedeira (Faria et al.,
2022; Oliveira et al., 2018).

A integracao do material genético viral no genoma da célula hospedeira tipicamente
resulta em mutacoes dos genes responsaveis pelo controlo da divisao celular, o que pode
culminar no desenvolvimento do cancro caso os genes supressores tumorais sejam
silenciados. Além disso, a integracao € irreversivel e permanente, o que limita a eficacia da
terapia (Kresina, 2004).

Embora os vetores virais sejam excelentes transportadores de genes apresentam
algumas limitacoes, como dificuldade de producdo, risco de desencadear respostas
imunologicas e restricdo quanto ao tamanho do material genético. Portanto, o seu uso
vetores depende muito do objetivo que se pretende alcancar (Oliveira et al., 2018; Roy et

al., 2008).

1.2.2 Vetores nao virais

Os transportadores de genes ndo virais surgem como alternativa aos vetores virais

devido as limitacoes apresentadas. Esses transportadores sdo projetados para serem
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simples de sintetizar, de custo reduzido e com maior seguranca dado a auséncia de
resposta imunitaria e elevada biocompatibilidade. Além disso, permitem a introducao de

varios genes independentemente do tamanho Pereira.; Roy et al., 2008).

Os vetores nao virais sdo particulas biologicas sinteticamente produzidas, capazes de
encapsular o plasmideo e transporta-lo até as célula-alvo, onde o gene é expresso. Esses
vetores nao s6 conseguem transportar o ADN como também fragmentos de ARN (Chira et
al., 2015).

Os sistemas de entrega nao virais mais simples, realizam a entrega do plasmideo
acoplado ao gene terapéutico ou do ADN “nu” por injecao direta nas células-alvo através
das membranas celulares. Contudo, essa abordagem tem-se mostrado ineficiente, uma vez
que, a membrana plasmética limita a passagem direta de macromoléculas grandes e
anidnicas (como o ADN plasmidico), e o ADN no ambiente extracelular ndo consegue
manter a sua integridade, sendo facilmente degradado por nucleases. Entdo foram
estudadas duas abordagens com o intuito de facilitar a entrada dos vetores nao virais nas
células através da membrana citoplasmatica, nomeadamente a aplicacdo de métodos
fisicos e métodos quimicos (Chira et al., 2015; Giacca, 2010).

Os métodos fisicos utilizam a forca fisica para abrir poros na membrana,
permitindo a entrada de genes no interior das células. Esses métodos sao simples, nao
requerem o uso de transportadores e nao delimitam o tamanho de ADN a ser
transportado. Embora apresentem todas essas vantagens algumas das técnicas
utilizadas podem causar alteracoes morfoldgicas nas membranas, o que inviabiliza o seu
uso para o transporte de genes.

Os métodos quimicos, por outro lado, envolvem alteracées no plasmideo para
facilitar a sua interagdo com a membrana. Essas alteragdes geralmente incluem a
conjugacao com moléculas sintéticas, que por norma devem ser cati6nicas, permitindo
uma interacao eletrostatica com o ADN carregado negativamente (Chira et al., 2015;
Martins Pereira, 2014). Esses sistemas de entrega sintéticos sao baseados em péptidos
de penetracao celular (CPPs), micelas, polimeros e lipidos (Faria et al., 2022). A
interacao eletrostatica entre o material genético e os vetores sintéticos resulta na
formacao de complexos fortemente cationicos, altamente estaveis e capazes de manter
as suas propriedades fisico-quimicas por um longo periodo. Além disso, favorece a
interacao com os proteoglicanos presentes na superficie das células-alvo, facilitando a

internalizacao por endocitose (Neves et al., 2020; Oliveira et al., 2018).
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Apesar das vantagens enumeradas dos vetores nao virais quando comprados com
0s virais, estes possuem uma menor capacidade de transfecdo, o que limita a eficiéncia
de entrega do gene terapéutico a célula-alvo e consequentemente a sua expressao. Sendo
que, um dos requisitos da terapia génica é o direcionamento especifico do material
genético e a sua expressao, ligandos tém sido usados de modo a aumentar a

especificidade dos vetores nao virias e aprimorar a sua eficacia (Chira et al., 2015)

1.2.3 Nanotecnologia

A entrega precisa e direcionada de genes terapéuticos tem sido um dos principais
desafios da area biotecnologica, e varios métodos de direcionamento foram investigados
para desenvolver sistemas de entrega seguros e eficazes (Parveen et al., 2012). Posto isto, a
nanotecnologia surge como uma solucao promissora, permitindo a formulagao de sistemas
a escala nanométrica (escala que ocorrem os processos biologicos) biocompativeis,
identificados como nanotransportadores para a entrega de genes no local de acao (Parveen
et al.,, 2012) (Torchilin, 2000). Esses nanotransportadores permitem melhorar a
biodisponibilidade do agente bioativo, aumentar o seu tempo de meia-vida e protegé-lo da
degradacdo enzimatica, proporcionando assim um perfil de seguranca relativamente
maior (Sahoo et al., 2007). A entrega do ADN plasmidico as mitocondrias por meio das
nanoparticulas permite corrigir as mutacoes do ADNmt causadoras de diversas patologias
mitocondriais. A entrega do gene terapéutico na matriz mitocondrial e a correcao de
algumas copias de ADNmt mutados pode ser suficiente para o sucesso da TGM (Cardoso
et al., 2015; Yasuzaki et al., 2010). As principais nanoparticulas usadas para a transfecao
mitocondrial sdo as baseadas em polimeros, lipossomas, DQAsomes e CPPs (Z. Wang et al.,

2017).
1.2.3.1  Proteina verde fluorescente (GFP)
A proteina verde fluorescente (GFP) pode ser usada como biomarcador, foi isolada
da agua-viva Aquoria Victoria e descoberta pelo pesquisador Osamu Shimomura em 1962.

Devido a capacidade dessa proteina de emitir uma luz verde fluorescente quando exposta

a luz UV, o seu gene tem sido muito utilizado na identificacdo de células tumorais por
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meio da sua introducdo em células vivas através das técnicas de engenharia genética e
ADN recombinante (Camargo Barros et al., 2016).

O gene da GFP é consiste em 238 aminoacidos, e nas posicoes 65, 66 e 67 ocorre a
formacdo de um cromoéforo responsavel por absorver luz e emitir a luz verde
fluorescente. Essa proteina apresenta um pico de excitagdo em 394 nm, e um tnico pico

emissao a 509 nm (figura 10) (Xiao, 2009).
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Figura 10 - Espetros de excitacao (394 nm) da GFP padrao (a) extraida (b), purificada (c); e espetros de
emissao (509 nm) da GFP padrao (d), extraida (e) e purificada (f). Imagem adaptada de (Chiarini et al., 2003).

A capacidade da proteina GFP de emitir fluorescéncia permitiu a utilizagdo do seu
gene na TGM para o desenvolvimento de um novo sistema de transfecio mitocondrial
projetado para ser especificamente expresso nas mitocondrias (mpGFP). Esta
especificidade de direcionamento do mpGFP é alcancada pela incorporacao de um codigo
genético exclusivo das mitocondrias (conforme ilustrado na figura 11). Por exemplo, os
codoes (UGA e TGA) que normalmente sao reconhecidos pelas ribossomas presentes no
citosol como codoes stop, se lidos pelos ribossomas mitocondriais codificam um triptofano.
Assim, a recodificacdo da sequéncia GFP com esses codbes mitocondriais garante a
expressao do gene na matriz interna da mitocondria (Inagaki et al., 1998; Lyrawati et al.,

2011).

O gene GFP foi escolhido exclusivamente como “reported gene” devido a facilidade

em monitorar a sua expressao no interior da mitocondria por meio da microscopia de
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fluorescéncia. Além disso, é uma proteina estavel, capaz de suportar temperaturas até

65°C, e é resistente a degradacao enzimatica (Lyrawati et al., 2011; Xiao, 2009).

mt orig
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Figura 11 - Estratégia utilizada para construir o mpGFP. Um alinhamento da sequéncia de nucleotideos de
mpGFP e sua tradugdo. A incorporacao do cddigo genético das mitocondrias permite a especificidade de
direcionamento do mpGFP uma vez que o coddo mitocondrial TGA se lidos pelas mitocondrias codificam um

triptofano, W. Imagem adaptada de (Lyrawati et al., 2011).

1.2.3.2 Polietilenamina (PEI)

O uso de polimeros biocompativeis e biodegradaveis como transportadores de
material biologico revelou ser uma estratégia adequada para a terapia génica (Z. Wang et
al., 2017).

Em 1995, Jean-Paul Behr identificou o polimero polietilenamina como sendo um
excelente transportador de material genético devido a sua capacidade de formar
complexos estaveis com materiais genéticos bem como, uma atividade endossomolitica
impressionante e consequentemente uma transfecao eficiente (Abdallah B et al., 1996;
Fortune, 2010).

A estrutura e o tamanho do PEI sdao definidos pela adicao de grupos funcionais e
pela polimerizacao dos monomeros. Dependendo da estrutura, o PEI pode ser linear
(Figura 12A) ou ramificado (Figura 12B). Em termos de eficiéncia de entrega de acido
nucleico, o PEI ramificado demonstrou ser superior, pois exibe aminas primaérias,
secundérias e terciarias em sua estrutura que, quando protonadas pH neutro, conferem
uma elevada densidade de carga cationica (Lungwitz et al., 2005).

Relativamente ao peso molecular, o PEI de elevado peso molecular (25 kDa) foi
considerado o padrao devido a sua elevada eficiéncia e estabilidade. Porém, possui alta

citotoxicidade e biodegradacdo limitada. J4 o PEI de baixo peso molecular (< 2 kDa) é
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menos toxico que a PEI de 25 kDa, no entanto, apresenta uma eficiéncia reduzida.
Portanto, é fundamental encontrar um equilibrio entre a capacidade de transfecao e a
citotoxicidade, desenvolvendo vetores baseados em PEI com elevada capacidade de
transfecao do material genético apresentando um minimo de citotoxicidade em relacao as

células (Deng et al., 2009; Nikitenko & Prassolov, 2013).
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Figura 12 - Estruturas da PEI ramificadas (A) e lineares (B). Imagem adaptada de (Fortune, 2010).

Devido a sua natureza catidnica, a PEI consegue condensar o ADN plasmidico
anidnico por meio de interacOes eletrostaticas, formando um complexo nanométrico
denominado de poliplexo (Figura 13). Esses poliplexos possuem um tamanho reduzido e
uma carga cationica, o que facilita o processo de internalizacdo celular (Ibraheem et al.,
2014).

Uma vez no interior da célula (Figura 13), os poliplexos sdo capturados pelas
vesiculas endossomais, que bombardeiam protGes para o seu interior através da ativacao
dos seus canais i6nicos ATPases. Este processo resulta na protonacdo das aminas
presentes na estrutura do PEI, evitando a acidificacdo endossémica. Simultaneamente,
ocorre o influxo continuo de protoes e a entrada passiva do ido cloreto, o que resulta no
aumento da pressao osmotica no interior do endossoma. E esse aumento provoca a rutura
da membrana endossomal/lipossomal e a libertacdo dos poliplexos para o citoplasma.
Esse fenomeno de fuga endossomal do PEI é conhecido como “efeito esponja de protdes” e
é um dos principais fatores que influenciam a eficiéncia da transfecao (Jin et al., 2014;

Loureiro, 2016).
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Figura 13 — Representacdo esquematica do efeito esponja de protoes da PEIL. Imagem adaptada de (Jin et al.,

2014).

Para o sucesso da terapia génica mitocondrial é essencial o desenvolvimento de
sistemas de entrega com afinidade mitocondrial, e o PEI por si s6 niao possui esta
especificidade de direcionamento. Nesse sentido, sistemas de entrega mitocondriotropicos
baseados em dequalinio (DQA) surgem como uma excelente escolha para contornar esse
obstaculo (Mallick et al., 2019).

- O dequalinio é um catido anfifilico, com regioes hidrofilicas e hidrofobicas, de
forma arredondada. E capaz de formar vesiculas catiénicas redondas, chamadas de
DQAsomes, que possuem caracteristicas semelhantes as lipossomas. Estudos realizados
revelaram que os DQAsomes cationicos exercem um efeito desestabilizador nas
membranas endossomais, resultando em sua rutura e, consequentemente, na captagao do
DNA pela maquinaria de importagao de proteinas mitocondriais (D’Souza et al., 2003; Z.

Wang et al., 2017).

O vetor PEI-DQA permite a formacao de complexos extremamente condensados, de
tamanho nanométrico, com uma atividade endossomolitica excelente. Os complexos
formados possuem a capacidade de se acumular proximo as mitocondrias assim como se
fundir com a membrana mitocondrial externa (D’Souza et al., 2005). Todavia, estudos

indicaram que a eficiéncia de transfecao de complexos de DQAsomes com mpADN numa
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linhagem de macrofagos de camundongos foi significativamente reduzida, destacando a
necessidade de otimizacoes para melhorar a eficiéncia de transfecdo desse conjugado

(Cardoso et al., 2015).

1.2.3.3 TAT

Os péptidos de penetracao celular (CPPs) tém sido muito reconhecidos como vetores
de entrega eficiente de farmacos, ADN plasmidico e nanoparticulas, por serem vetores nao
toxicos, ndo imunogénicos, biodegradaveis, e apresentarem alto potencial na conjugacao
com moléculas terapéuticas e elevada taxa de permeacao nas células (Dong et al., 2016;
Franz et al., 2016). Os CPPs sdo péptidos curtos constituidos normalmente por menos de
30 aminodcidos, com carga global positiva. Podem ser classificados em dois grupos
principais: os péptidos ricos em arginina e os anfipaticos.

- Os péptidos anfipaticos apresentam na sua estrutura dominios hidrofilicos e
hidrofébicos, que lhes confere uma maior interacdo com o material genético permitindo

assim, a translocacao membranar seguida de entrada nas células (Faria et al., 2021).

- Os péptidos catidnicos ricos em arginina, como 0 nome sugere, possuem nha sua
estrutura uma sequéncia rica em arginina que em condicoes fisioldgicas apresentam uma
elevada carga positiva. Essa carga catidnica, juntamente com a capacidade de formar
ligacoes de hidrogénio por meio do grupo guanidinio lateral, possibilita fortes interacoes
eletrostaticas com a membrana celular carregado negativamente. Tudo isso, aumenta a
capacidade de internalizacao desse tipo de péptido. Um dos exemplos de CPPs cationicos
ricos em arginina muito usado na atualidade é o TAT (Neves et al., 2020; Tavares Da Silva

et al., 2014).

Em 1980, foi descoberto por Frankel que a proteina TAT do Virus da
Imunodeficiéncia Humana (VIH-1), consegue atravessar facilmente a membrana celular,
ativando a transcricao viral. Esse péptido possui na sua estrutura uma sequéncia de 11
aminoacidos com 6 residuos de arginina e 2 residuos de lisina (figura 14, Tabela 2)
(Albuquerque et al., 2020; Tavares Da Silva et al.,, 2014). Em diversos estudos de
investigacdo, os vetores baseados em TAT demonstraram capacidade em atravessar a

membrana plasmatica de forma nao invasiva, preservando a integridade das membranas.
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Por esse motivo, sdo considerados altamente eficientes e seguros (Ruseska & Zimmer,

2020).

A HaN"-Tyr-Gly-Arg -Lys -Lys -Arg -Arg -Gly-Arg -Arg -Arg"-COO"

Figura 14 - Estrutura quimica da sequéncia de 11 aminoacidos com 6 residuos de arginina e 2 residuos de

lisina da proteina TAT do VIH-1. Imagem adaptada de (Ziegler & Seelig, 2004).

Tabela 2. A Origem e sequéncia do aminoacido do TAT descritos na literatura e a sua respetiva categoria.

Adaptada de (Tavares Da Silva et al., 2014).

Péptido Sequéncia Categoria

TAT Proteina TAT — VIH-1 GRKKRRQRRRPPQ Catibnico

(ricos em arginina)

Sendo o TAT um dos CPPs ricos em arginina, o seu o mecanismo de internalizacao
celular ainda nao foi totalmente compreendido. No entanto, existem duas hipoteses
principais: a endocitose e a penetracao transmembranar direta (Albuquerque et al., 2020;
Faria et al., 2021). A escolha tipo de via de entrada depende de varias propriedades fisico-
quimicas, como a distribui¢ao de carga, o comprimento, o peso molecular e a temperatura.
Alguns autores acreditam que em condigoes de baixa concentracao de péptidos prevalece o
mecanismo de translocacdo via endocitose, enquanto a concentragoes mais elevadas a

penetracao transmembranar direta se torna predominante (Ruseska & Zimmer, 2020).

- Penetragdo transmembranar direta

O mecanismo de internalizacdo por penetragdo transmembranar direta (Figura 15)
envolve a interacdo direta de péptidos carregados positivamente com a bicamada lipidica
carregada negativamente. Essa interacdo leva a formacao de micelas invertidas, poros
membranares e modelo em “carpete”, onde os péptidos ficam retidos no interior das
micelas. Em seguida, acontece a desestabilizacdo da micela invertida permitindo a
libertacdo dos péptidos no meio intracelular. No entanto, esse mecanismo é adequado
apenas para internalizacio de péptidos de baixo peso molecular (Ruseska & Zimmer, 2020;

Tavares Da Silva et al., 2014).
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Figura 15 - Representacio esquemética do mecanismo proposto para a internalizacdo de um CPP via

penetracgao direta: (A) Modelo das micelas invertidas; (B) Formacao de poros membranares e (C) Modelo “em

carpete”. Imagem adaptada de (Tavares Da Silva et al., 2014).

- Endocitose

A internalizacdo de CPP por meio da endocitose envolve duas etapas: a penetracao
endocitica e a evasao do endossoma. A segunda etapa € crucial, ndo apenas para evitar a
degradacao do péptido (e das moléculas conjugadas a ele), mas também para permitir que
o péptido alcance seu alvo e exerca sua atividade biologica desejada. Esse mecanismo
geralmente é o mais aceite para a internalizacao de péptidos, e atualmente sao conhecidas

trés vias endociticas diferentes para esse fendémeno (Figura 16): a macropinocitose,

endocitose mediada por clatrina e endocitose mediada por cavéolas.
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Figura 16 — Internalizacdo de um CPP descrita por trés diferentes vias endocitéticas: (A)
Macropinocitose; (B) Endocitose mediada por clatrina e (C) Endocitose mediada por cavéolas. Imagem

adaptada de (Tavares Da Silva et al., 2014).

Cada via endocitica possui caracteristicas distintas e pode ser utilizada por
diferentes CPPs dependendo das suas propriedades fisico-quimicas e das células-alvo

especificas (Nikitenko & Prassolov, 2013; Tavares Da Silva et al., 2014).

Na terapia génica, o péptido TAT demonstrou elevada capacidade de complexacao
do ADN plasmidico, excelente desempenho em termos de captacao celular e entrega de
genes. Todas essas vantagens podem ser atribuidas a sua elevada densidade de carga
(Faria et al., 2022). Além disso, o TAT ja mostrou habilidade de atravessar as membranas
mitocondriais, o que desperta grande interesse em seu uso na terapia genética
mitocondrial. Essas caracteristicas fazem do TAT uma opc¢ao promissora para a entrega

direcionada de material genético as mitocondrias (Del Gaizo et al., 2003).
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2 Objetivos

Este trabalho de investigacdo tem como objetivo a formulacdo de sistemas de
entrega capazes de encapsular eficientemente um gene mitocondrial e promover a sua
captacdo e internalizacdo celular, permitindo a sua acumulacdo e entrada nas

mitocondrias das células.

Para alcancar este objetivo, foram preparados complexos baseados em polimero PEI
e péptido TAT com o intuito de complexar eficientemente o gene mpGFP expresso
exclusivamente nas mitocondrias. Para garantir o direcionamento a mitocondria, o
polimero PEI foi conjugado ao cloreto de dequalinio (DQA), formando a composto PEI-
DQA. As nanoparticulas foram preparadas a diferentes racios N/P, razao entre aminas
catidnicas em relacao aos fosfatos de carga negativa do plasmideo. A razao N/P do péptido

TAT foi mantida constante em todos os sistemas.

Ensaios para avaliar a capacidade de encapsulacao dos complexos poliméricos e o seu
comportamento com a adicao do TAT foram realizados assim como, a caracterizacao das
nanoparticulas para determinacao de propriedades como a morfologia, o tamanho, a carga
superficial, e a polidispersidade. A biocompatibilidade dos sistemas desenvolvidos, a
capacidade de internalizacao celular e o seu direcionamento especifico a mitocondria

também foram avaliados.
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3 Materiais

O ADN plasmidico que codifica a proteina verde-fluorescente, plasmideo
desenvolvido exclusivamente para a traducdo mitocondrial (mpGFP) (5,9 kbp), foi
oferecido pela Dra. Diana Lyrawati (Cardoso et al., 2015). O péptido TAT foi adquirido a
empresa Biomatik (Cambridge, ON, Canada), e a polietilenamina (PEI) de 10 e 25 kDa a
Sigma-Aldrich. A Agarose e o GreenSafe Premium foram obtidos da NZYTech Lda
(Lisboa, Portugal) enquanto a sonda MitoTracker Orange CMTMRos, usada na
coloracdo da mitocondria, foi fornecida pela empresa Molecular Probes (Leiden,
Holanda).

As células cancerigenas do colo do ttero (HeLa) foram adquiridas da Invitrogen
(Carlsbad, CA, EUA).

4 Meétodos

Preparacao dos complexos

A formulacao dos complexos consistiu na adicao de 50 puL de PEI-DQA, em vérias
razdes Nitrogénio/Fosfato (N/P) variando de 20 a 100, a 150 pL de pGFP. Ambas as
solucoes foram dissolvidas em tampao acetato de s6dio 0,1 M (pH 4,5). As solucées do
polimero PEI-DQA de 10 e 25 kDa foram adicionadas respetivamente, gota a gota,
durante 1 min com agitacdo constante no vortex ao volume de pGFP (50 pL de PEI-DQA
a 150 pL de pGFP), deixou-se equilibrar durante 25 min a temperatura ambiente para
permitir a formacdo dos complexos. Todas as formulagdes foram realizadas em
duplicados, a diferentes pesos moleculares do PEI (10 e 25 kDa) e a varios racios N/P,
através da razao molar entre os grupos aminas (N) carregados positivamente do PEI-

DQA e os grupos fosfatos (P) carregados negativamente do pGFP. Seguidamente, os
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sistemas foram centrifugados a 13.000 rpm a 4 °C durante 20 min, e o pellet contendo
os complexos foi recuperado. A quantidade de plasmideo nao complexado presente nos
sobrenadantes foi usada posteriormente para a analise da eficiéncia de encapsulacao

através da eletroforese em gel de agarose.

No caso dos sistemas TAT4/PEI-DQA/pGFP, foram preparados a partir de aliquotas
do péptido TAT de 0,5 mg/mL dissolvido no mesmo tampao que as solugoes anteriores, e
a sua adicao foi seguindo o procedimento descrito anteriormente para os sistemas PEI-
DQA/pGFP. Nos complexos ternarios, a determinacao da relacdo N/P foi estabelecida
considerando a proporc¢ao de cargas, individualmente, para os grupos aminas do PEI ou
TAT em relacdo aos grupos fosfatos do pADN. Sendo que as proporcoes molares do PEI-
DQA para o plasmideo, N/P, foram de 20, 50 e 100, e a do TAT para com o plasmideo foi
de N/P 4 (Faria et al., 2022).

Determinacao de Eficiéncia de encapsulacao (EE)

A quantidade de pGFP nao-encapsulado presente no sobrenadante foi analisada
através da eletroforese em gel de agarose. Para esta técnica dissolveu-se 0,8 g de
agarose em 100 mL de tampao TAE 1X, e 2,4 puL de green safe (ug/uL). A eletroforese foi
realizada a 120 V durante 30 minutos e o gel analisado recorrendo a luz ultravioleta (UV)
(312 nm), com a utilizacdo do sistema Uvitec Cambridge Fire-Reader UV (UVITEC,
Cambridge, Reino Unido).

Morfologia dos complexos

Apoés a formulacao dos complexos, o pellet foi ressuspendido em 400 uL de agua
mili-Q, e centrifugado (13 000 rpm, 10 min), é necessario repetir este processo por pelo
menos 3 vezes. Seguidamente o sobrenadante foi descartado e o pellet contendo
nanoparticulas ressuspenso em 40 uL de tungsténio 2%. Foi realizada na amostra uma
diluicdo de 1:20 em 4gua mili-Q e colocada 10 pL da amostra nas lamelas em formato

redondo a secar “overnight” a temperatura ambiente. Por fim as amostras foram

revestidas por pulverizacgao catédica com ouro (Emitech K550) e o microscopio eletrénico
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de varrimento, com voltagem de aceleracao de 20 Kv em varias amplia¢oes foi usado para
determinar a morfologia dos sistemas TAT4/PEI-DQA/pGFP

Tamanho e potencial zeta (¢) dos complexos

A determinacdo do tamanho e da carga superficial das nanoparticulas
desenvolvidas foi através da técnica de Espalhamento Dinamico de Luz, DLS, usando o
equipamento Zetasizer nano ZS a 25°C. Para tal, o pellet contendo as nanoparticulas foi
ressuspendido em solucao de glicose a 5% com NaCl a 1iMm. A técnica de Espalhamento
Dinamico de Luz (Dynamic Light Scattering, DLS) usando um laser He-Ne 633 nm com
oOtica nao invasiva de retroespalhamento (NIBS) foi usada para determinar o tamanho
dos complexos, ja o espalhamento de luz eletroforética usando técnica de laser M3-
PALS para avaliar a carga superficial do sistema, e a obtencao e tratamento dos dados

foi pelo software Malvern Zetasizer software v 6.34.

Cultura celular

As células utilizadas neste trabalho foram as células HeLa, células cancerigenas
provenientes do colo do utero. As células foram cultivadas em frascos T de 25 cm3 com
meio Dulbecco ‘s Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F-12) (Sigma)
suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado pelo calor, mais 1% de
estreptomicina/penicilina (Sigma). As células foram mantidas numa incubadora a
temperatura de 37 °C e uma atmosfera humidificada com 5% de CO. até a confluéncia
ser alcancada. Depois, as células foram subcultivadas a cada sete dias para manter o seu

crescimento exponencial.

Citotoxicidade dos sistemas

A citotoxicidade do complexo TAT4/PEI-DQA/pGFP foi avaliada através do
ensaio MTT [3- (4,5- dimetil -2-tiazolil) -2,5-difenil-2H-tetrazo6lio], onde ha reducao do
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sal tetrazolio (MTT) em cristais de Formazan de intensa cor roxo-azulado, pelo
complexo piruvato desidrogenase presente na matriz mitocondrial (Berridge & Tan,
1993). As células foram tripsinizadas, contadas e diluidas numa concentracao
aproximadamente 5.000.000 células/mL. Em seguida 0,002 mL dessa preparacao foi
adicionada a cada poco de uma placa 96, contendo 200 pL de meio completo. O ensaio
foi realizado em sextuplicado para cada sistema. No dia seguinte mudou-se o meio para
meio simples para facilitar a transfecao, pelo menos 12h antes de transfetar. As células
foram transfetadas adicionando 10 puL da amostra contendo os varios sistemas testados,

a cada poco.

A transfecao foi terminada ap6s 6 h trocando o meio simples para meio completo.
Ao fim de 48 h de incubacao, retirou-se o meio e adicionaram-se 50 uL. de MTT (5
mg/mL) a cada poco. 4 h ap6s a incubacdo com a MTT, descartou-se todo o meio,
ressuspendeu-se em 200 pL. DMSO e incubou-se por mais 30 min a 37 °C. Por fim,
retirou-se 80 puL de cada poco para uma placa de leitura. A absorvancia de cada poco foi
lida a 570 nm, utilizando o espetrofotometro XMark microplate. A viabilidade celular

foi calculada utilizando a seguinte formula:

I
a»

0% =

x 100

a»|
|
a»

O valor de absorvancia obtido é diretamente proporcional ao nimero de células
vivas. A biocompatibilidade do sistema TAT4/PEI-DQA/pGFP foi avaliada em células

HeLa por meio do ensaio MTT, quantificando as células metabolicamente ativas.

Capacidade de transfecao dos sistemas

A capacidade de transfecdo dos complexos TAT4/PEI-DQA/pGFP foi avaliada pela

técnica de microscopia confocal de fluorescéncia:

a. A primeira fase deste ensaio consiste na marcacdo do plasmideo com a sonda
fluorescente FITC, no entanto, ndo foi necessaria visto que o péptido TAT usado
neste trabalho de investigacao para a formulacao dos vetores ja se encontra marcado

com FITC dispensando a marcacao do plasmideo. Deste modo, procedeu-se a
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preparacdo dos complexos com PEI de 10 e 25 kDa a racios N/P de 50 e 100 como

descrito anteriormente.

Marcacao do niicleo e da mitocondria

Antes de realizar a transfecdo celular dos sistemas formulados realizou-se a
marcacdo da mitocondria e do ntcleo das células com o intuito de permitir a
monotorizacdo da capacidade de transfecdo e de direcionamento mitocondrial. E
para tal, o nucleo das células foi corado de azul através da incuba¢iao com 250 pL da
sonda DAPI (445/450 nm) (1:1000) para cada po¢o durante 20 min, apods isto
descartou-se o DAPI e as células foram lavadas 3 vezes com PBS. Tendo o nficleo
marcado passou-se para a marcacdo da mitocondria com a adicao de 250 uL da
sonda MitoTrack Orange (vermelho, 555/580 nm) (1:10000) durante 25 min, em
seguida procedeu-se novamente a lavagem 3 vezes com PBS. Todo esse processo foi

realizado com protecao da luz.

Transfecao celular

As células HeLa foram semeadas a uma densidade de 1 x 104 por pocos em placas 8

p-slide em meio completo (suplementado com soro e antibidtico) até atingirem uma
confluéncia de aproximadamente 70%, e seguiu-se para a transfecio em que 12h
antes o meio das células foi mudado para meio simples (sem soro e sem antibi6tico)
para facilitar o processo em si. Estando as células preparadas tendo o nucleo e a
mitocondria corados com DAPI e MitoTrack Orange respetivamente, prosseguiu-se
para a transfecao celular pela adicao de 10 pL do pellet contendo as nanoparticulas
marcadas com FITC para cada poco. E ap6s 2, 4 e 6h de transfecao as células foram
visualizadas por meio da microscopia confocal de fluorescéncia (ZEISS LSM 710,
Oberkochen, Alemanha).
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5 Resultados e Discussao

Formulacao e caracterizacao dos sistemas de entrega

A primeira etapa deste trabalho corresponde a formulacdo de dois sistemas de
entrega, os sistemas PEI-DQA/pGFP e TAT4/PEI-DQA/pGFP. A formulacao dos sistemas
PEI-DQA/pGFP consistiu na adicao do polimero a racios N/P de 20 e 50, gota a gota, a
solucao do pGFP de concentracao e volume fixo. As fortes interacoes eletrostaticas entre o
seu grupo fosfato carregado negativamente e o nitrogénio carregado positivamente
presente na estrutura do polimero permitiu a formacdo de complexos altamente

condensados, a escala nanométrica.

Para a formulacao dos complexos ternarios TAT4/PEI-DQA/pGFP, um volume fixo
de TAT de racio 4 foi adicionada ao sistema PEI-DQA/pGFP de racios 50 e 100, € o
procedimento seguido foi 0 mesmo descrito anteriormente. Este péptido por ser também
catibnico apresenta uma elevada densidade de carga o que permite uma maior
disponibilidade de cargas positivas para interagir com plasmideo. A proporc¢ao de cargas
foi em relacdo aos grupos amina do PEI ou TAT que representam cargas positivas- para os
grupos fosfato carregados negativamente do plasmideo. Quanto maior for a razao N/P,

maior sera a capacidade de complexacao do plasmideo.

Eficiéncia de encapsulacao do pGFP

A eficiéncia de encapsulacao do pGFP foi avaliada através da eletroforese em gel de
agarose (Figura 17) em que uma amostra de pGFP foi utilizada como controlo e a auséncia

de bandas indica a eficiente complexa¢do de plasmideo.
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Figura 17 — Eficiéncia de encapsulacdo do pGFP pelos sistemas PEI-DQA/pGFP (10 kDa e 25 kDa) formulados
a racios N/P 20 e 50, e os sistemas TAT4/PEI-DQA/pGFP formulados a racios N/P 50 e 100, investigada por

eletroforese em gel de agarose. (A) - amostra controlo de pGFP.

Analisando a imagem nota-se a auséncia de bandas tanto para o sistema PEI-
DQA/pGFP como para o sistema TAT4/PEI-DQA/pGFP, o que comprova a eficiente
complexacdo do pGFP. O PEI possui uma elevada densidade de carga catiénica, o que
permite fortes interacgoes eletrostaticas com o plasmideo carregado negativamente. Ambos
os sistemas baseados em PEI de pesos moleculares diferentes, 10 kDa e 25 kDa,
conseguiram encapsular o plasmideo com sucesso. Conforme observado em pesquisas
recentes, os sistemas com PEI de racios de 20, 50 e 100 possuem uma habilidade de
complexar o plasmideo de forma eficiente. Além disso, o aumento da razao N/P resulta
numa maior disponibilidade de carga cationica, ou seja, quanto maior o racio do sistema

maior sera a sua capacidade de condensar o plasmideo (Faria et al., 2022).

Os sistemas baseados em TAT exibiram, assim como os outros sistemas, uma
excelente capacidade de encapsulacdo do plasmideo em comparacdo com a amostra de
controlo (A), pois apresentam uma elevada disponibilidade de carga catidnica que
neutraliza eficientemente as cargas negativas do plasmideo, indicado pela auséncia de

bandas.
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Morfologia

A morfologia dos sistemas formulados foi analisada pela técnica de microscopia
eletronica de varrimento (SEM), uma técnica que permite avaliar a forma, o tamanho e as
propriedades da superficie dos complexos. Apenas os sistemas TAT4/PEI-DQA/pGFP
preparados a varios racios N/P = 20, 50 e 100 e a pesos moleculares de PEI de 10 kDa e 25
kDa prosseguiram para esta analise microscopica (figura 18). Isso porque estudos
realizados recentemente indicaram que a adicdo do péptido de carga positiva aumenta a
densidade de carga catidnica dos sistemas levando a formacdo de nanoparticulas
altamente condensadas e de tamanhos reduzidos, no geral inferiores a 800 nm (Faria et

al., 2022a).

10! Hm 10 pm 10 pm

Figura 18 - Microscopia eletronica de varrimento para os sistemas TAT4/PEI-DQA/pGFP com PEI de 10 kDa
formulado a racios N/P 20 (A), racio N/P 50 (B) e racio N/P 100 (C), e PEI de 25 kDa formulado a racios de
N/P 20 (D), racio N/P 50 (E) e racio N/P 100 (F).

Ao analisar as imagens referentes a morfologia dos sistemas TAT4/PEI-DQA/pGFP,
podemos confirmar que a combinacao entre o polimero e o péptido resulta na formacao de
complexos de plasmideo a escala nanométrica, com formas aproximadamente esféricas ou
ovais e tamanhos reduzidos. Os sistemas formulados com PEI de 25 kDa apresentam no
geral uma morfologia/forma mais regular quando comparados com os de PEI 10 kDa. A

razdo N/P influencia tanto a forma como o tamanho dos sistemas. Por consequéncia, os
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sistemas de racio N/P de 50 e 100 apresentaram nanoparticulas altamente condensadas
com morfologia esférica ou oval de tamanhos reduzidos, o que facilita a sua captacao e

internalizacao celular.

Tamanho e potencial zeta dos complexos

O tamanho médio, a carga superficial e o indice de polidispersidade (PdI) dos
diferentes nanosistemas formulados a diferentes racios N/P foram determinados pela
técnica de dispersao dinamica de luz no equipamento Zetasizer nano ZS e os valores estao

representados na Tabela 3.

Tabela 3. Valores médios de potencial Zeta, Tamanho médio e indice de polidispersidade (PdI) dos sistemas
PEI-DQA/pGFP e TAT4/PEI-DQA/pGFP N /P, com PEI de 10 e 25 kDa para racios de 20, 50 e 100.

Tipo de sistema Potencial zeta Tamanho (nm) PdI
(mV)
PEI-DQA/pGFP (PEI 10kDa) -7,200 + 5,854 253,133 + 15,250 0,4166 + 0,393
N /P 20
PEI-DQA/pGFP (PEI 10kDa) -11,920 + 3,931 461,667 + 13,020 0,349 + 0,471
N /P50
PEI-DQA/pGFP (PEI 10kDa) -3,450 + 1,513 803,300 + 55,560 0,302 + 0,032
N /P 100
PEI-DQA/pGFP (PEI 25kDa) - 9,550 + 4,164 46,380 + 1,785 0,792 + 0,044
N /P 20
PEI-DQA/pGFP (PEI 25kDa) -4,100 + 0,353 210,100 + 19,214 0,403 + 0,035
N /P50
PEI-DQA/pGFP (PEI 25kDa) -4,030 + 1,895 742,100 + 8,838 0,303 £ 0,026
N /P 100
TAT4/PEI-DQA/pGFP (PEI -2,063+ 1,710 262,667 + 1,528 0,126 + 0,064
10kDa) N /P 20
TAT4/PEI-DQA/pGFP (PEI -2,486 + 0,178 242,333 + 3,213 0,090%+ 0,010
10kDa) N /P 50
TAT4/PEI-DQA/pGFP (PEI -0,583 + 0,782 200,667 + 2,517 0,086 + 0,023
10kDa) N /P 100
TAT4/PEI-DQA/pGFP (PEI -2,406 + 0,035 225,667 + 4,163 0,090 + 0,017
25kDa) N /P 20
TAT4/PEI-DQA/pGFP (PEI -1,670 + 0,089 207,000 £ 2,000 0,133 + 0,058
25kDa) N /P 50
TAT4/PEI-DQA/pGFP (PEI 0,663 + 0,346 193,000 + 2,646 0,133 £ 0,061
25kDa) N /P 100
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Os valores do potencial zeta (mV) dos sistemas descritos na Tabela 3 mostram que
os sistemas de PEI-DQA/pGFP exibem uma carga global negativa, sendo que essa carga
negativa diminui a medida que racio N/P aumenta. Para o mesmo racio N/P =100,
observou-se um ligeiro aumento do valor do potencial zeta do sistema preparado com PEI
de 10 kDa (-3,450 mV) relativamente ao sistema com PEI de 25 kDa (-4,030 mV). A
adicao do DQA a PEI pode ter sido o motivo desse sistema apresentar um potencial zeta
mais baixo uma vez que, o DQA possui carga neutra, o que pode influenciar a
disponibilidade de carga positiva na superficie dos sistemas (Faria et al., 2022a).

Em contrapartida, os sistemas ternarios baseados em TAT apresentaram valores de
densidade de carga superficial significativamente maiores quando comparados com os
sistemas PEI-DQA/pGFP. Os sistemas ternarios preparados com PEI de 10 e 25 kDa a
racio N/P = 100 exibiram valores préximos de 0 mV (-0,583 mV e +0,663 mV,
respetivamente). Esse aumento do potencial zeta é atribuido a conjugacao de péptidos e
polimeros, formando sistemas ternarios com excelente capacidade de condensacao do
pGFP e maior densidade de carga. Tanto o TAT como a PEI-DQA, ambos sdo cationicos,
logo apresentam elevada densidade de carga, o que resulta em uma maior quantidade de

aminas disponiveis em relacao aos grupos fosfato do plasmideo.

No que se refere aos tamanhos médios dos sistemas formulados, constatamos que a
maioria dos sistemas apresentam tamanhos inferiores a 500 nm, com excecao dos
sistemas PEI-DQA/pGFP de racio 100 que apresentam tamanhos médios relativamente
maiores (803,300 e 742,100 nm). Para os sistemas ternarios formulados, o efeito dos
racios N/P utilizados foi claramente notério, uma vez que o aumento do racio N/P levou a
diminuicdo dos tamanhos dos sistemas. Também verificamos que a preparacdo dos
sistemas com PEI de elevado peso molecular contribuiu para a reducao do tamanho dos
sistemas TAT4/PEI-DQA/pGFP. Entre todos os sistemas formulados com PEI de 25 kDa,
o sistema TAT4/PEI-DQA/pGFP de racio N/P= 100 foi o que apresentou o menor
tamanho (193 nm). Tudo isso, demonstra que os sistemas ternarios baseados em TAT
possuem uma elevada capacidade de condensacao do plasmideo, formando sistemas com

tamanhos reduzidos, o que é essencial para a sua entrada na célula.

A fim de avaliar a distribui¢do dos tamanhos das amostras, PdI é utilizado como
parametro. Particulas monodispersas sao caracterizadas por valores de PdI proximos a

0,01 enquanto valores entre 0,5 e 0,7 indicam polidispersao e valores acima de 0,7
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sugerem uma ampla distribuicio de tamanhos dos sistemas formulados (Faria et al.,
2022). Com base nos valores de PdI apresentados na Tabela 3, pode-se afirmar que, de
modo geral, todos os sistemas formulados sdo monodispersos, o que significa que as
particulas possuem tamanhos aproximadamente iguais. Sendo que os valores de PdI do

sistema TAT4/PEI-DQA/pGFP sao ainda mais proximos de 0,01.

Citotoxicidade

O estudo de biocompatibilidade dos sistemas formulados foi realizado por meio do
ensaio de MTT em células HeLa. Este ensaio colorimétrico consiste na reducao do sal
tetrazolio de cor amarela em cristais de formazan de intensa cor roxo-azulado por células
metabolicamente ativas.

A citotoxidade dos sistemas TAT4/PEI-DQA/pGFP preparados a racios N/P de 20,
50 e 100 e a pesos moleculares de PEI de 10 e 25 kDa, foi avaliada em células HeLa apos
24h e 48h de incubagdo, conforme representado na figura 19, respetivamente. Como
controlo negativo, foram usadas células nao transfetadas, e como controlo positivo, células

tratadas com etanol 70%.
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Figura 19 - Viabilidade celular das células HeLa apds 24h e 48h de transfecdo mediada pelos sistemas TAT4/PEI-DQA/pGFP (PEI
de 10 kDa e 25 kDa) formuladas a racios N/P 20, 50 e 100, respetivamente. A percentagem de viabilidade celular é expressa em
relacdo as células controlo. Os valores foram calculados tendo em conta os dados obtidos de quatro medi¢oes independentes (média

+ DP, n = 4) e analisados pelo teste “one-way”. ANOVA”.
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Pela anélise do grafico apés 24h de transfecao, mediada pelos sistemas TAT4/PEI-
DQA/pGFP preparados com PEI de 10 e 25 kDa a racios N/P de 20, 50 e 100, foi possivel
evidenciar que os sistemas formulados com polimero de baixo de peso molecular e a racios
menores nao apresentaram citotoxicidade, uma vez que os resultados obtidos sdo
estatisticamente nao significativos (ns) quando comparados com o controlo negativo
indicando assim biocompatibilidade. No entanto, o mesmo sistema de racio N/P=100
demonstrou um perfil citotéxico com uma diferenca estatistica significativa (***p= 0,008)
quando comparada com as células nao transfetadas. Os sistemas preparados com PEI de
25 kDa demonstraram citotoxicidade relativamente ao controlo negativo com diferencas
estatisticas significativas (*p= 0,0391, **p=0,0061 e ****p<0,001 respetivamente). Foi
notoério também a influéncia do aumento do peso molecular do PEI e do racio N/P na
diminuicdo da viabilidade celular das células HeLa. Sendo que os sistemas de PEI de 25
kDa a racio N/P= 100 apresentaram uma menor percentagem de viabilidade celular isto
porque o aumento dos racios leva ao incremento da densidade de aminas catidnicas
presentes na estrutura do polimero PEI tornando-o altamente citotéxico. A tendéncia dos
sistemas de PEI de elevado peso molecular e de maior racio apresentarem perfil citotoxico

também foi verificada na literatura (Faria et al., 2022).

Os resultados obtidos apo6s 48h de transfecao indicaram similarmente que nenhum
dos sistemas sintetizados apresentaram citotoxicidade para as células HeLa sendo
estatisticamente nao significativos (ns) em excecao do sistema TAT4/PEI-DQA/pGFP de
PEI de 25 kDa a racio N/P= 100 que apresentou uma diferenca estatistica significativa
(*p= 0,0463) em relacao ao controlo negativo. Apesar dos sistemas desenvolvidos, no
geral, demonstrarem biocompatibilidade, é possivel constatar a diminuicao da viabilidade
celular dos sistemas com o aumento do peso molecular do PEI e com o incremento do
racio N/P. Os sistemas preparados com PEI de elevado peso molecular apresentaram uma
menor viabilidade celular em relacdo ao seu homoélogo de baixo peso molecular, isto

porque o polimero PEI de 25 kDa ¢ altamente t6xico quando comparado com o de 10 kDa.

O aumento do racio N/P levou ao aumento da carga cationica dos sistemas desenvolvidos
e consequentemente a uma maior citotoxicidade, sendo que os sistemas de racio N/P= 100

exibiram uma percentagem de viabilidade relativamente mais baixa quando comparado
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com os de racio N/P de 20 e 50. Deste modo, pode-se constar que a razao N/P pode ser

uma ferramenta de ajuste do perfil citotoxico dos complexos formulados.

Eficiéncia de transfecao celular

Como o objetivo deste trabalho é desenvolver sistemas de entregas eficientes com
capacidade de internalizacdo e direcionamento mitocondrial, logo ensaios de co-
localizacao sao fundamentais. E para tal, recorreu-se a técnica de microscopia confocal de
fluorescéncia em que os nucleos foram corados de azul por DAPI, o TAT usado nas
formulacdes dos sistemas com FITC e as mitocondrias com MitoTracker Orange a
vermelho. As imagens microscopicas da capacidade de penetracao das nanoparticulas de
TAT4/PEI-DQA/pGFP preparadas com PEI de 10 kDa e 25 kDa para racios 50 e 100 nas
células HeLa apos 2h, 4h e 6h encontram-se representadas nas figuras 20, 21, 22 e 23.

Como forma a completar o estudo de viabilidade celular, procedeu-se a
quantificacdo da intensidade de fluorescéncia do TAT-FITC 6h apds a transfecao em
células HeLa sendo usadas como controlo negativo as células nao transfetadas (K) e os

resultados estao apresentados no grafico da figura 24.

Figura 20 - Imagens relativas a capacidade de transfegdo e co-localizagdo do sistema TAT4/PEI-DQA /pGFP (PEI 10 kDa) N /P
50 investigada por microscopia confocal de fluorescéncia apos 2h, 4h e 6h de transfe¢ao. Mitocondrias marcadas a vermelho com
MitoTracker Orange (A), as nanoparticulas coradas a verde com FITC (B), os ntcleos marcados a azul pela sonda DAPI (C) e a

sobreposicao de todas as imagens (D).
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Como pode ser observado pela figura 20, os pontos verdes fluorescentes presentes
na imagem (B) correspondem as nanoparticulas marcadas com FITC nas mitocondrias das
células durante todo o periodo de transfecao. Essa analise indica a ocorréncia eficiente da
transfecao celular e que os sistemas TAT4/PEI-DQA /pGFP (PEI de 10 kDa) de racio N/P
50 foram internalizados, e logo apo6s este processo, direcionados a mitocondria. Na
imagem (D) é possivel constatar pela cor laranja resultado da sobreposicio das
mitocondrias marcadas a vermelho e as nanoparticulas verdes fluorescentes, um actimulo
significativo dos sistemas desenvolvidos no presente organelo. Isto demonstra que estes
sistemas podem ser direcionados a mitocondria.

No entanto, ¢ visivel a diminuicao de pontos verdes fluorescentes nas mitocondrias
com aumento do tempo de transfecao tornando quase indetetaveis nas altimas 6h. Tudo
isto, indica que o sistema TAT4/PEI-DQA /pGFP a racios menores e a baixo peso
molecular possui dificuldade de internalizacdo celular visto que apresenta um valor de

potencial zeta relativamente menor, o que lhe confere uma menor capacidade de

internalizagao celular e de direcionamento mitocondrial.

Figura 21 - Imagens relativas a capacidade de transfecdo e co-localizacdo do sistema TAT4/PEI-DQA /pGFP (PEI
10 kDa) N /P 100 investigada por microscopia confocal de fluorescéncia apds 2h, 4h e 6h de transfecio.
Mitocondrias marcadas a vermelho com MitoTracker Orange (A), as nanoparticulas coradas a verde com FITC

(B), os nucleos marcados a azul pela sonda DAPI (C) e a sobreposicao de todas as imagens (D).
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As imagens da figura 21 permitem monitorar a internalizagao e a capacidade de
direcionamento mitocondrial dos sistemas TAT4/PEI-DQA /pGFP (PEI 10 kDa) de racio
N /P de 100. E pelas imagens (B), nas primeiras 4h apds a transfecao os pontos verdes
fluorescente das nanoparticulas sao bastante fracos sendo quase indetetaveis. Contudo, 6h
apos a transfecdo nota-se um aumento significativo de pontos verdes fluorescentes
comprovando assim a ocorréncia da transfecao e internalizaciao celular dos sistemas
TAT4/PEI-DQA /pGFP (PEI 10 kDa) de racio N /P de 100 sendo a seguir direcionados a
mitocondria. E sendo alguns encontrados nos nucleos. Através da imagem (D), 6h apos a
transfecdo consegue-se observar o acimulo significativo das nanoparticulas tanto nas
mitocondrias como no nucleo das células, o que demonstra que estes sistemas podem ser
direcionados com sucesso para a mitocondria, como também atravessar o ntcleo.

A elevada capacidade de acumulacdo do pGFP nas mitocondrias evidenciada por
este deve-se ao fato do sistema possuir racio N/P= 100 conferindo uma carga catiénica
superficial maior e um tamanho reduzido quando comparado com o seu homologo de
menor racio. Essas caracteristicas contribuem para uma internalizacao celular em maior

extensao e uma elevada especificidade de direcionamento mitocondrial.
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Figura 22 - Imagens relativas a capacidade de transfe¢io e co-localizacdo com a mitocondria do sistema TAT4/PEI-DQA

/PGFP (PEI 25 kDa) N /P 50 investigada por microscopia confocal de fluorescéncia apds 2h, 4h e 6h de transfecao.
Mitocondrias marcadas a vermelho com MitoTracker Orange (A), as nanoparticulas coradas a verde com FITC (B), os

nicleos marcados a azul pela sonda DAPI (C) e a sobreposicao de todas as imagens (D).

A capacidade de transfecio e direcionamento mitocondrial dos complexos
TAT4/PEI-DQA /pGFP (PEI de 25 kDag de racio N/P = 50 encontra-se representado pela
figura 22. E pela imagem (B) os pontos verdes fluorescentes correspondentes as
nanoparticulas marcadas com FITC nas primeiras 4h apos a transfecao, sdo muito fracos
sendo dificeis de identificar. Contudo, com aumento do tempo de transfeciao, 6h, é
possivel detetar uma presenca significativa de pontos verdes fluorescentes apresentando
assim uma maior capacidade de penetracao celular e direcionamento a mitocondria. Na
imagem (D), nota-se que maior parte das nanoparticulas se encontram acumuladas no
nucleo das células, isto pode ser indicado pela sobreposicao dos ntcleos corados a azul
com DAPI e as nanoparticulas de verde fluorescente. Essa forte evidéncia dos sistemas

marcados com FITC neste organelo pode ser atribuido ao aumento do peso molecular do
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polimero uma vez que a PEI de 25 kDa apresenta uma elevada eficiéncia de transfecao

quando comparada com a de baixo peso molecular e demonstra que estes sistemas

conseguiram acumular nas mitocondrias e posteriormente nos nicleos.

Figura 23 - Imagens relativas a capacidade de transfecdo e co-localizacdo com a mitocondria do sistema TAT4/PEI-DQA
/PGFP (PEI 25 kDa) N /P 100 nas células HeLa, investigada por microscopia confocal de fluorescéncia apds 2h, 4h e 6h de
transfe¢do. MitocOndrias marcadas a vermelho com MitoTracker Orange (A), as nanoparticulas coradas a verde com FITC

(B), os nucleos marcados a azul pela sonda DAPI (C) e a sobreposicao de todas as imagens (D).

A figura 23 correspondente ao sistema TAT4/PEI-DQA /pGFP (PEI 25 kDa) N /P
100 demostraram também uma capacidade de internalizacdo celular e direcionamento

mitocondrial desses sistemas indicado pela presenca de pontos verdes fluorescentes das
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nanoparticulas. Pela imagem (D) é possivel evidenciar a acumulacao dos sistemas nas
mitocondrias das células indicado pela cor laranja. Este sistema por possuir um tamanho
bastante reduzido e o valor do potencial zeta proximo de o mV, favorece a sua
internalizacdo nas células pois particulas de menor tamanho e carga catidnica interagem
facilmente com os proteoglicanos de carga negativas presentes na superficie celular.
Apesar da presenca das nanoparticulas no interior das mitocondrias nao foi possivel
verificar o seu incremento ao longo das 6h de transfecio como visualizados tanto nos

sistemas de PEI de 25 kDa como no de racio N/P =100.

Em resumo, a elevada capacidade de transfecao do sistema TAT4/PEI-DQA /pGFP
formulado com PEI de 10 kDa de racio N/P =100 é confirmada pela presenca de pontos
verdes fluorescentes no interior das mitocondrias ap6s 6h de incubacao. Isso indica a
eficiente capacidade de condensacao do plasmideo pelos complexos de racio N/P= 100,

permitindo a sintese de sistemas a escala manométrica com afinidade as mitocondrias.

No caso do sistema de PEI de 25 kDa de racio N/P =50, a sua capacidade de
transfecdo aumentou significativamente ao longo tempo de incubagdo. Apos 6h de
incubacdo, foi observada uma presenca bastante evidente de pontos verdes fluorescentes
no interior das mitocondrias, indicando a internalizacdo das nanoparticulas marcadas
com FITC. No entanto, em relacdo ao mesmo sistema de racio N/P= 100, embora tenha
sido evidenciada a presenca de pontos verdes fluorescentes no interior das mitocondrias,
nao se verificou o aumento da capacidade de transfecao do sistema 6h apos a incubacao,
indicado pela fraca presenca de pontos verdes fluorescentes. Este resultado nao segue
totalmente o perfil descrito na literatura uma vez que sistemas com PEI de elevado peso
molecular a racios maiores tendem a apresentar uma elevada capacidade de transfecao
(Faria et al., 2022). Contudo, as imagens comprovaram a capacidade de direcionamento

dos sistemas desenvolvidos a mitocondria.

A intensidade de fluorescéncia foi quantificada apos 6h de transfecao mediada pelos
vetores PEI-DQA (10 kDa ou 25 kDa) /TAT/pGFP, em razoes N/P de 50 e 100. As células

HeLa nao transfetadas foram usadas como controlo negativo (K°).
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Figura 24 - Intensidade de fluorescéncia relativa do plasmideo pGFP marcado com FITC dos sistemas
TAT4/PEI-DQA/pGFP (PEI de 10 kDa e 25 kDa) formuladas a racios N/P 50 e 100. A andlise estatistica foi
elaborada recorrendo ao teste de “one-way ANOVA” de dados com n =4. A significincia estatistica

representada pelos asteriscos “**” e “*” tem um valor de p = 0,0038 e p < 0,05 respetivamente.

Pela analise do grafico da figura 24, é notavel um incremento da intensidade de
fluorescéncia do pGFP-FITC com o aumento da razio N/P quando comparado com o
controlo negativo. Os sistemas de maiores racios N/P =100 demostraram altos niveis de
fluorescéncia de pGFP em relacao aos sistemas de menores racios N/P =50. No que se
refere ao peso molecular do polimero, pela anélise do grafico consegue-se visualizar um
ligeiro aumento da intensidade de fluorescéncia dos complexos formulados com PEI de 25
kDa quando comparados com os complexos de PEI de 10 kDa. Estes resultados indicam
que a internalizacdo celular dos sistemas desenvolvidos é influenciada pelo peso molecular

de PEI considerado e pelo racio N/P.
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6 Conclusao e perspetivas futuras

A TGM surge como uma abordagem promissora para tratar as doencas
mitocondriais associadas a mutacoes do ADNmt. Tem como finalidade a entrega do
material genético nas mitocondrias das células permitindo assim restabelecer o normal
funcionamento da cadeia respiratoria. O desenvolvimento de sistemas de entrega de genes

com afinidade mitocondrial é uma etapa indispensavel para o sucesso desta terapia.

Assim, neste trabalho de investigacdo desenvolvemos sistemas de entrega de um
gene mitocondrial baseados em polimero PEI-DQA e péptido TAT que além de
promoverem uma encapsulacdo/complexacdo eficiente de pDNA, permitiram a sua
internalizacdo celular e direcionamento mitocondrial sendo altamente biocompativeis.
Essas nanoparticulas foram formuladas em varias razées N/P e a pesos moleculares do
PEI diferentes com o intuito de avaliar a influéncia desses parametros na entrega do
plasmideo a mitocondria. Pelos resultados obtidos verificamos que ambos os sistemas
desenvolvidos PEI-DQA/pGFP como os TAT4/PEI-DQA/pGFP sao adequados para a
encapsulacao do plasmideo. Os sistemas ternarios baseados em polimeros e péptidos
apresentaram uma morfologia esférica ou oval a escala manométrica, sendo que os
sistemas preparados a PEI de 25 kDa e a razao N/P de 50 e 100 exibiram uma forma mais
regular e condensada em relacao aos sistemas formulados com PEI de 10 kDa de N/P= 20.
Quanto ao tamanho e carga superficial, os sistemas TAT4/PEI-DQA/pGFP revelaram
tamanhos bastantes reduzidos e cargas superficiais proximas de 0 mV sendo que os
complexos formulados com polimero PEI de 25 kDa a N/P =100 apresentaram um
tamanho de 193 nm e uma carga superficial positiva de + 0,663 mV. A avaliacdo da
citotoxicidade, demonstrou que os sistemas de maior peso molecular e a racios maiores
apresentaram diferencas estatisticas significativas quando comparadas com o controlo
negativo ap6s 24h de transfecio nas células HeLa. Ap6s 48h todos os sistemas
demonstraram biocompatibilidade em excecdo do sistema com PEI de 25 kDa a racio
N/P= 100. Os complexos desenvolvidos conseguiram entregar o plasmideo nas
mitocondrias das células demonstrando capacidade de transfecao celular e afinidade
mitocondrial. Estes processos demonstraram ser influenciados pelo peso molecular do

polimero e razdo N/P.

Todos esses resultados indicaram que os sistemas ternarios baseados em polimeros

e péptidos podem ser usados como transportadores de plasmideo para entrega a
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mitocondria. No entanto, estudos posteriores como, a quantificacao da proteina GFP pela
técnica de ELISA, avaliacao da distribuicao intracelular da proteina GFP e a verificacao
dos resultados obtidos no ensaio de viabilidade celular das células HeLa, devem ser
efetuados de modo a otimizar os sistemas desenvolvidos para promocao efetiva de

expressao génica/proteica na mitocondria, um passo essencial para avancos em TGM.
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