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O desenvolvimento de vectores continua a ser um dos grandes problemas em terapia
genética. Os diversos tipos de vectores sdo utilizados com o objectivo de transportar o
DNA terapéutico ao nucleo das células-alvo, sendo os mais utilizados os vectores virais,
dado a sua eficiéncia na libertacdo intracelular do material genético. No entanto, os li-
possomas catidnicos, sendo vectores néo virais, podem constituir um bom método para
a libertacdo de genes em células do tecido ésseo, dado a sua versatilidade e seguranca.

The development of vectors is one of the biggest challenges in genetic therapy. The
different types of vectors are used with the goal of transporting therapeutic DNA to the
target cells nucleus. Viral vecteors are the most used due to their efficiency on intrace-
lular release of genetic material. However, cathonic lipossomes can also be effective for
delivering genes to bone tissue cells mainly due to their versatility and safety



INTRODUCAO
TERAPIA GENETICA: TIPOS DE VECTORES UTILIZADOS

A terapia genética consiste na introducdo de material genético no interior da célula,
para que o produto da sua expressao possa curar ou retardar a progressao de uma de-
terminada doenca. Mais de 2000 pacientes em todo o mundo ja foram submetidos a
tratamentos com terapia genética desde 1990, utilizando para o transporte de genes,
vectores virais e ndo virais (Kikuchi e Suzuki et al., 1999). Os diversos tipos de vectores
sdo utilizados com o objectivo de levar o DNA terapéutico ao nucleo das células-alvo.
Uma questao-chave da terapia genética é a escolha do vector adequado a cada situagao.
Um vector ideal seria aquele que pudesse acomodar um tamanho ilimitado de DNA,
fosse disponivel numa forma concentrada, pudesse ser facilmente produzido, ser direc-
cionado para tipos especificos de células, ndo permitisse replicacdo auténoma do DNA,
garantisse uma expressao genética a longo prazo e fosse ndo-tdxico e nao-imunogéni-
co. Tal vector ainda ndo existe e nenhum dos sistemas de entrega de DNA actualmente
disponiveis para transferéncia genética in vivo é perfeito com respeito a qualquer um
desses pontos.

Os vectores virais, usados na maior parte dos casos, incluem retrovirus, adenovirus, virus
adeno-associados e lentivirus. Possuem caracteristicas que permitem uma eficiente
transferéncia de material genético, tanto in vitro como in vivo. No entanto, apresentam
algumas limita¢bes: presenca de resposta imunitdria contra o sistema de transfeccao,
limitacdo no tamanho do plasmidio a incorporar, possibilidade de recombinacéo e difi-
culdade na sua producdo em grande escala (Kikuchi e Suzuki et al., 1999). Por sua vez,
os vectores nao virais, apesar de ndo possuirem essas limitagdes, tém uma baixa eficién-
Cia e expressao transiente, apesar de em alguns casos esta expressao transiente poder
ser usada no tratamento de doencas crénicas ou agudas, por administracdes repetidas
(Tseng e Huang, 1998). Entre os vectores no virais, os lipossomas sdo os mais utilizados.
Apresentam como vantagens a simplicidade de preparacdo e seguranca de utilizacdo
em seres humanos, podendo transportar diferentes tipos de material genético (Tseng
e Huang, 1998). A sua superficie é facilmente modificdvel com actcares ou compostos
hidrofilicos a fim de alcancar células ou tecidos especificos, tendo, mesmo assim, um
menor custo de producdo que os vectores virais (Kikuchi e Suzuki et al., 1999).

CARACTERISTICAS DOS LIPOSSOMAS

Os lipossomas sdo pequenas vesiculas esféricas nas quais um pequeno volume aquoso é
encapsulado numa bicamada lipidica. O tamanho destas vesiculas varia entre um mini-
mo tedrico de 25 nm de didmetro até varios micrometros (Monkkonen e Urtti, 1998). Os
lipossomas tém propriedades Unicas que os tornam sistemas de incorporacdo e transpor-
te apropriados tanto para substancias soliveis em dgua, como em solventes organicos:
as substancias hidrofilas sao incorporadas no espaco interno aquoso dos lipossomas e
as hidréfobas na bicamada lipidica. Com pequenas excepg¢des, pode dizer-se que é pos-
sivel incorporar em lipossomas praticamente qualquer tipo de substancia, independen-



te do seu peso molecular, carga eléctrica
e solubilidade (Lima e Mota, 2003).Tendo
em conta o seu tamanho, os lipossomas
podem ser considerados vesiculas peque-
nas (50-80 nm), grandes (80-1000nm) ou
gigantes (1-50um). Séo ainda definidos
de acordo com o numero de bicamadas
lipidicas ou“lamelas”em unilamelares, oli-
golamelares (2-10 bicamadas), e multila-
melares (Lasic e Templeton, 1996).

Baseado no tamanho e nimero de bicama-
das lipidicas e tamanho, os lipossomas sao
classificados em SUV (“small unilamellar
vesicles”), LUV (“large unilamellar vesicles”),
OLV (“oligolamellar vesicles”), MLV (“mul-
tilamellar vesicles”) e MVL (“multivesicular
liposomes”) (Santos e Castanho, 2002).

NATUREZA DOS,
LIPOSSOMAS CATIONICOS

Os lipossomas catidnicos sdo constitui-
dos principalmente, por misturas binarias
entre um lipido catidénico e um compos-
to neutro (co-lipido). Os lipidos cationi-
Cos s&0 compostos por uma extremidade
cationica (ides ternarios ou quaternarios
de amonia, guanidina, etc), um “linker”
e uma parte hidrofébica (Tranchant e
Thompson et al., 2004). Nos ultimos anos
tém sido levados a cabo muitos traba-
Ihos para o desenvolvimento de novos
lipidos catidnicos com menor toxicida-
de e diferente capacidade para mediar a
entrega de genes (Fig. 1). Trabalhos desen-
volvidos no inicio dos anos 90 mostraram
que a natureza do lipido catiénico, isto &,
comprimento e saturacdo das cadeias de
acidos gordos, natureza das ligagdes qui-
micas entre as varias partes da molécula,
o comprimento do espago entre a parte
com carga e a parte hidrofébica, nature-
za da carga e valores de pK, densidade de
cargas e numero de cargas por molécula,
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FIGURA 1 Estrutura de alguns lipidos catiénicos utiliza-
dos em terapia genética. A importancia da associagao
de um co-lipido para o aumento da capacidade dos
lipossomas catiénicos transfectarem as células, tém sido
demostrada em varios trabalhos (Zuidam e Barenholz,
1998; Cruz e Simdes et al, 2001; Tranchant e Thompson
et al, 2004). Apesar dos beneficios demonstrados empi-
ricamente na utilizagdo do DOPE como co-lipido, a esco-
Iha deste deve ter como base a estrutura e actividade
pretendida para o complexo lipossoma cationico-DNA.
O colesterol também pode ser utilizado como co-lipido,
resultando na maioria das vezes, complexos mais esta-
veis, mas menos eficientes do que no caso do DOPE.

hidroxilagbes, metilacbes, etc, da par-
te polar podem influenciar a eficicia da
transfeccdo (Lasic e Templeton, 1996). De
um modo geral a actividade de transfec-
¢ao dos lipidos catiénicos diminui com o
aumento do comprimento e saturacdo da
cadeia acil. Foi demonstrada também uma
correlagdo directa entre a natureza do gru-
po de ligacao dos lipidos cationicos e o seu
potencial citotéxico. Lipidos com ligagoes
éter (ex. DOTMA, DMRIE) sao mais toxicos
do que os que contém ligacdes éster (ex.
DOTAP) ( Lima e Simoes et al., 2001).

FORMAGAO DOS
COMPLEXOS LIPOSSOMAS
CATIONICOS-DNA
(LIPOPLEXOS)

E do consenso geral que o modo de
formacdo dos lipoplexos determina
fortemente as suas caracteristicas fisico-
quimicas e, consequentemente, modela
a sua actividade bioldgica. Ao longo dos



anos diversos modelos foram propostos
para explicar a formacdo dos complexos
lipidos cationicos-DNA.Inicialmente foi
proposto que os lipoplexos eram o resul-
tado da ligacdo entre quatro lipossomas
catidnicos ao plasmidio, por interaccdes
electrostaticas. Gershon e colaboradores,
com observacdes de microscopio elec-
trénico, propuseram um modelo diferen-
te no qual em uma razéo de carga baixa
lipido-DNA (+/-), os lipossomas sdo ad-
sorvidos na superficie das moléculas de
DNA formando agregados que progres-
sivamente vao rodeando as moléculas de
DNA. A adicdo continua de lipossomas até
uma concentracgao e densidade critica, re-
sulta numa fusdo entre lipossoma e DNA,
levando a colapso e condensacdo deste
ultimo (Gershon e Ghirlando et al., 1993).
Recentemente, estudos combinando mi-
croscopia oOptica e a difraccdo de Raios X
revelaram que a mistura de lipossomas
cationicos e DNA resulta na transicdo da
estrutura lipossomal para liquido-cris-
talino, estrutura globular e condensada,
consistindo em monocamadas de DNA,
encaixadas entre bicamadas de lipidos
catidnicos. No entanto, co-existem uma
série de estruturas propostas para os li-
poplexos. Actualmente a estrutura mais
aceite é a de “finger-print’, que é definida
por sucessOes alternadas de bicamada
lipidica e moléculas de DNA. No entan-
to, cada autor tem a sua preferida o que
é compreensivel uma vez que é possivel
que lipoplexos preparados com lipidos di-
ferentes apresentem estrutura diferentes.

METODOS DE
PREPARACAO DOS COMPLEXOS

O tipo de lipossoma é essencialmente con-
dicionado pelo seu método de preparacéo,
devendo este, ser escolhido criteriosamen-
te. Desde a publicacdo dos primeiros artigos

FIGURA 2 Representacéo esquemdtica das metodologias
de preparacao de vesiculas multilamelares (MLV), vesicu-
las unilamelares pequenas (SUV) e vesiculas unilamelares
grandes LUV). Adaptado de www.avantilipds.com.

descrevendo a preparacao e caracterizacao
de lipossomas multilamelares, vérios méto-
dos tém sido desenvolvidos a fim de criar
lipossomas com diferentes tamanhos e
caracteristicas. Dentre estes métodos pode
citar-se a preparacao por injeccao etandlica
freeze drying (van Winden, 2003), o método
de preparacgao por remogao do detergente
(Schubert, 2003), por reverse-phase evapora-
tion (Duzgunes, 2003) ou utilizando homo-
geneizadores de alta pressdo (Rodriguez e
Xamani, 2003).

Em escala laboratorial, as MLV, SUV e LUV sao
as vesiculas lipidicas mais utilizadas. A prepa-
racdo destes trés tipos de suspensao lipidica
e descrito sumariamente na Figura 2.

De um modo geral, a preparacdo dos li-
possomas pode ser dividida em trés fases
consecutivas: preparacao da fase aquosa e
lipidica seguida de evaporacao do solvente,
hidratacdo do lipido e ainda, para a maioria
dos sistemas, um processamento secunda-
rio, necessario para a obtencao do produto
final (Santos e Castanho, 2002). No método
de preparacdo por hidratacdo/extruséo,
apos a escolha da composicéo lipidica e do



solvente a utilizar, os volumes adequados sdo misturados e o solvente organico é evaporado
até a secura, sob fluxo de azoto, de modo a formar um filme lipidico tdo fino quanto possivel.
A hidratacdo do filme é feita adicionando ao baldo contendo o filme, o volume desejado de
solugdo aquosa escolhida, agitando-se suavemente. No fim desta etapa, dispde-se ja de uma
suspensao de MLV. A partir daqui, vérias alteracdes podem ser introduzidas nos protocolos de
preparacdo dos lipossomas de modo a obter-se o tamanho de vesiculas pretendido, com as
caracteristicas desejadas. Contudo, para a obtencdo de SUV, apenas é necessario submeter as
MLV obtidas, a sonicacdo seguida de ciclos de extrusao, através de membranas de policarbo-
nato com o poro pretendido, utilizando para o efeito um extrusor. Este método tem a vanta-
gem de ser rdpido e requerer um equipamento de baixo custo (Mui e Chow et al., 2003)

: PARAMETROS QUE AFECTAM AS PROPRIEDADES
FISICO-QUIMICAS DOS LIPOPLEXOS

Apesar do crescimento da investigacdo sobre os factores bioquimicos e biofisicos en-
volvidos na transferéncia de genes por lipossomas catiénicos, tais como caracteristicas
estruturais, associacdo celular e transporte intracelular, as relagdes existentes entre esses
mecanismos de intenalizacao dos lipoplexos pelas células ainda ndo estdo inteiramen-
te compreendidas (Almofti e Harashima et al., 2003).Para além dos factores cinéticos e
termodinamicos que afectam a formacdo dos lipoplexos, existem outras propriedades
importantes para o sucesso da transfeccdo tais como morfologia, tamanho, densidade
de carga e estabilidade coloidal. A concentracao de lipido catidénico e DNA, a forca idnica
e temperatura do meio de suspensdo, a ordem de adicdo dos compostos, bem como o
grau de mistura e o tempo de formacdo dos complexos representam parametros criticos
(Lasic e Templeton, 1996; Lima e Simoes et al., 2001). A proporcao relativa de lipido catié-
nico e DNA determinam em grande parte o tamanho, a carga superficial (potencial zeta),
a eficacia de complexacao, estabilidade coloidal e actividade bioldgica dos complexos.

INTERACCAO LIPOPLEXOS-CELULA

Apesar do uso extensivo dos lipossomas catidnicos para libertacdo de genes tanto in
vivo como in vitro, os mecanismos pelos quais o DNA é libertado nas células ainda ndo
estd completamente entendido. Varios obstaculos, incluindo a membrana citoplasmati-
ca, endossomal e nuclear, sdo reconhecidos na transfeccdo mediada por lipossomas. A
maior desvantagem dos lipoplexos como libertadores de genes é a sua baixa eficiéncia
de transfeccdo comparada com os vectores virais. Isso acontece devido ao baixo tempo
de vida dos complexos, assim como sua inactivacao por proteinas do soro e a toxicidade
em elevadas concentra¢des (Zhdanov e Podobed et al., 2002).De uma maneira geral (Fig.
3), os lipoplexos fundem com a membrana citoplasmatica da célula, sendo internaliza-
dos por endocitose. Como resultado, forma-se uma vesicula revestida por uma mem-
brana dupla, o endossoma. Durante a matura¢do do endossoma, a parede endossomal
pode romper-se, libertando o DNA para o citoplasma. O DNA que alcanca o nucleo ira
ser expresso. Alternativamente, o DNA pode continuar na via endocitica, acabando por
ser degradado no interior dos lisossomas ( Parker e Newman et al., 2003).



ENTRADA DOS
LIPOPLEXOS NAS CELULAS

Os complexos lipido-DNA podem ser
internalizados nas células por dois pro-
cessos: (1) através da fusdo directa com a
membrana celular; (2) por endocitose com
subsequente destruicdo do endossoma
dentro da célula (Zabner 1997; Lima e Si-
moes et al., 2001). Estas duas vias ndo sdo
exclusivas e podem ocorrer a vdrias exten-
sdes dependendo do tipo, confluéncia e
idade das células, bem como do tamanho
e carga dos lipoplexos. A maioria dos estu-
dos realizados indica que a internalizacdo
dos lipoplexos é feita maioritariamente
por endocitose (Duzgunes e Nir 1999;
Lima e Simoes et al., 2001; Almofti e Ha-
rashima et al., 2003). Apesar disso, a fusao
membranar assim como a interaccao com
as células pelos lipoplexos, representa um
evento importante na entrada dos lipople-
x0s na células. No entanto, a contribuicao
deste processo tem-se revelado irrelevan-
te na libertacéo intracelular dos genes (Pi-
res e Simoes et al., 1999). Baseado nestas
evidéncias, tém sido feitas tentativas a fim
de melhorar a internalizacdo dos lipolexos
pelas células utilizando sistemas de lipidos
cationicos direccionados par células espe-
cificas. Estes sdo obtidos através da asso-
ciacdo de ligandos (proteinas ou péptidos)
ou anticorpos direccionados a receptores
mediadores da endocitose. Por exemplo, a
associacdo de transferrina aos lipoplexos
aumenta a transfec¢do numa grande va-
riedade de células (de llarduya e Arangoa
etal., 2002; Simoes e Pires et al., 2003).

LIBERTAGAO DO DNA
PARA O CITOPLASMA

A libertacdo do material genético no cito-
plasma é um passo crucial a fim de evitar-se
a degradacdo do DNA a nivel dos lisossomas.
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FIGURA 3 Esquema representativo do processo de
transfeccdo mediada por complexos de lipossomas
cationicos-DNA. Adaptado de:
http://www-ermm.cbcu.cam.ac.uk/03006574h.htm

De que forma os lipoplexos induzem a des-
truicdo do endossoma para ter acesso ao ci-
toplasma é uma questao que ainda esta por
resolver. No entanto, foi proposto que a des-
tabilizacdo da membrana endossomal pelos
complexos internalizados é originada porum
flip-flop dos lipidos aniénicos da camada ex-
terior para a camada interior, voltada para o
[dmen do endossoma. A formagao de um par
de ides com carga neutra resulta na desloca-
¢do do DNA desse complexo, tendo os lipidos
catiénicos um papel principal na libertacdo
do DNA no citoplasma (de Lima e Simoes et
al.,, 2001)A este nivel, o lipido neutro DOPE,
tem um importante papel: promove a fusdo
do complexo com a membrana endossomal
sob condi¢bes acidas, permitindo assim, a li-
bertacdo do DNA no citoplasma. Além disso,
DOPE, também auxilia a dissociacdo do DNA
dos lipoplexos devido a capacidade dos seus
grupos amina competirem com os lipidos
catiénicos pelos grupos fosfato presentes no
DNA (Bally e Harvie et al., 1999).

ACESSO DO DNA
AO NUCLEO

Uma vez no citoplasma, o DNA tem que
ultrapassar a membrana nuclear para que
a transcricdo ocorra. Também neste caso



o conhecimento sobre o transporte do DNA para o nucleo ainda é escasso. Assumindo
que o DNA estad livre de lipidos, espera-se um movimento rapido deste em direc¢ao ao
nucleo, evitando assim, a sua degradacao pelas nucleases. Na auséncia de divisdo celu-
lar, ainda néo esta clarificado se o DNA penetra a membrana nuclear através de poros
por um processo de difusdo passiva, ou através de um mecanismo envolvendo trans-
porte activo. O primeiro modo de entrada é pouco provavel de ocorrer uma vez que 0s
poros actuam de forma selectiva evitando a livre troca de macromoléculas maiores que
70 kDa, o qual é significantemente menor que o peso molecular do DNA. Outra questao
pertinente esta relacionada com o grau de condensacao/compac¢ao do DNA quando
ele atinge o nucleo. Neste estadio parece que uma cobertura parcial do DNA com lipi-
dos poderia ser vantajoso, ndo s6 por reduzir o tamanho do plasmidio, mas também por
aumentar sua proteccdo contra as nucleases do citoplasma. Além disso, esses fragmen-
tos de lipidos catiénicos associados ao DNA podem ter um papel na desorganizacdo da
membrana nuclear ( de Lima e Simoes et al., 2001).

TRANSFECCAO DE (;_IéLULAS OSTEOBLASTICAS
USANDO VECTORES NAO VIRAIS DO TIPO COMPLEXOS
CATIONICOS LIPIDO-DNA

A reparacao de fracturas e de defeitos no 0sso, séo normalmente alvo da cirurgia or-
topédica. As terapias convencionais de autoenxertos, assim como aloenxertos podem
promover bons resultados clinicos. No entanto sao reconhecidas as limitagdes dessas
terapias: os autoenxertos s6 podem ser feitos numa escala limitada causando muitas ve-
zes morbidez substancial do local doador. Os aloenxertos apresentam elevado potencial
antigénico podendo também ser portadores de doencas. Em alternativa surge a utiliza-
¢do de biomateriais substitutos do osso. Todavia estes ainda colocam alguns problemas,
como o aumento de reacgdes infecciosas e pobres propriedades biomecanicas. Assim, a
modelacdo das vias bioldgicas responsdaveis pela cura da fractura e osteogénese podem
reduzir a incidéncia destas complicacdes aumentando a eficiéncia da osteogénese.As
BMP’s (bone morphogenetic proteins) tém sido descritas em muitos casos como sendo
efectivas na deposicdo do tecido 6sseo. No entanto, vérios problemas tém sido coloca-
dos: a necessidade de elevadas doses, baixo tempo de vida e a falta de um método para
a libertacdo sustentada destas proteinas exégenas. Assim, a terapia genética podera ser
um método alternativo para a libertacdo das BMP’s nos tecidos, estimulando a osteogé-
nese.O desenvolvimento de vectores continua a ser um dos grandes problemas em tera-
pia genética, tanto do ponto de vista técnico como ético. Os diversos tipos de vectores
sdo utilizados com o objectivo de transportar o DNA terapéutico ao nucleo das células-
alvo, sendo os mais utilizados sdo os vectores virais, dado a sua eficiéncia na libertacdo
intracelular do material genético. No entanto, os lipossomas catiénicos, sendo vectores
ndo virais, podem constituir um bom método para a libertacdo de genes em células do
tecido 6sseo, dado a sua versatilidade e seguranca.A avaliacdo da medida em que os
lipossomas catidnicos constituem uma estratégia para a libertacdo de material genético
em células do tecido ésseo esta actualmente a ser alvo de investigagdo. Os avancos na
investigacao sobre 0 0sso ou células do osso tém sido conseguidas devido a capacidade
de desenvolver sistemas de modelos in vitro. Os estudos in vitro sobre o comportamento



dos osteoblastos utiliza tanto células do tipo osteoblastos (derivadas do osso de animais
ou humanos), como linhas celulares provenientes de osteosarcomas. Estudos recentes
tém revelado que as células do tipo osteoblastico sdo transfectaveis utilizando vectores
lipossomas catiénicos, podendo constituir um bom método para a libertacdo de genes
em células do tecido 6sseo, dado a sua versatilidade e seguranca.
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