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BIOMATERIALS FOR NANOTECHNOLOGY-BASED FORMULATIONS TARGETING OCULAR GENE THERAPY. Gene
therapy is a promising tool for the treatment of ocular diseases. Nevertheless, there are some import limitations, especially related to
the ocular route and the characteristics of nucleic acids that must be overcome to ensure the success of the therapy. In this context,
nanotechnology-based carriers such as nanoemulsions, nanoparticles, dendrimers and liposomes have risen as a promising vehicle
for the protection of genetic material for vectoring the target cells. The success of such approach is closely related to the judicious

selection of the biomaterial, where chemical structure and intermolecular interactions play a major role. So, this manuscript reviews

some of the most important biomaterials, lipid and polymeric origin, employed in the manufacture of nanotechnologic carriers for
ocular gene therapy involving interfering RNA (siRNA), antisense oligonucleotide (AS-ON) and plasmid DNA (pDNA).
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INTRODUCAO

A busca por novos farmacos e ferramentas para o tratamento
de doencas constitui um desafio constante no ambito farmacgéutico.
Atualmente, a terapia genética ocupa um local de destaque entre as
modalidades mais promissoras. A possibilidade de induzir a expres-
sdo de uma proteina (inserindo um gene funcional) ou de suprimir
uma expressio aberrante cria alternativas interessantes que no futuro
podem revolucionar a prética clinica.!

Devido as suas caracteristicas particulares, a via ocular frequen-
temente € a primeira cujas novas tecnologias sao testadas, pois o olho
¢ um 6rgdo relativamente isolado e imunologicamente privilegiado.
Nesse sentido, medicamentos que tém como principio a terapia
genética foram primeiramente aprovados por agéncias regulatérias
para a via ocular, como € o caso do oligonucleotideo antissentido
Vitravene® e do aptimero Macugen®.?

Em seu conjunto, o globo ocular é uma estrutura de baixa
permeabilidade, possuindo uma série de barreiras denominadas
genericamente barreiras hemato-oculares, que impedem a passa-
gem de elementos sanguineos ao interior dos tecidos.* Ainda é
possivel destacar uma fun¢do protetora, ja que a parte anterior do
olho conta com barreiras especificas formadas pelo filme lacrimal
e da cdrnea, cuja transparéncia € de capital importancia para a
manutengdo da visdo e, por consequéncia, possui uma estrutura e
mecanismos bioquimicos para assegurar sua impermeabilidade.>®
Dessa maneira encontra-se uma série de limitacdes para o tratamento
da superficie ocular, que impde limitag¢des a passagem efetiva das
moléculas de interesse.

A Figura 1 ilustra a estrutura do globo ocular, detalhando a cérnea.
A presenca de diferentes camadas com diferentes propriedades no
que refere a lipofilia/hidrofilia limita a absorcio de farmacos pela
superficie ocular. A via topica € ainda a principal via de administragdo
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ocular, principalmente por ndo ser invasiva como a via intraocular
(segunda forma de administra¢do mais relevante para o olho).
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Figura 1. A. Principais estruturas do globo ocular. B. Corte transversal da
cornea ilustrando as diferentes camadas: (1) células epiteliais, (2) camada de
Bowman, (3) Estroma, (4) Membrana de Descemet, e (5) células endoteliais

O gene terapéutico pode ser introduzido num individuo de duas
formas: in vivo ou ex vivo. Na técnica in vivo introduz-se o gene dire-
tamente no organismo, enquanto que na técnica ex vivo, as células sdo
removidas do individuo, modificadas in vitro e apds reintroduzidas.

A terapia génica ocular pode ser realizada por varias vias, depen-
dendo da célula-alvo a ser tratada.

Assim, para a avaliagdo tanto in vitro quanto in vivo da eficicia e
seguranca de novas formulagdes, diferentes modelos sdo empregados,
conforme a Tabela 1. A estrutura intraocular mais relevante € o fundo
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Tabela 1. Principais modelos in vitro e in vivo utilizados para a avaliacdo de eficdcia e seguranca de sistemas ndo virais para a terapia genética

Modelo Caracteristicas Ref.
HCE Células humanas de epitélio corneal imortalizadas com adenovirus SV-40. Modelo in vitro mais 7
(human corneal epithelium) utilizado para transfeccdo e toxicidade para via ocular tépica.
In vitro IOBA-NHC Células humanas espontaneamente imortalizadas de epitélio conjuntival. Menos difundida que 3
(normal human conjunctiva) as HCE, porém apresentam diferente perfil de transfeccao.
RPE ou ARPE-19 Células humanas espontaneamente imortalizadas do epitélio da retina. Utilizadas para modelos 9
(retinal pigment epithelia) de transfecgdo ou silenciamento para formulacdes intravitreas.
Coelho Estrutura ocular maior em relagdo ao corpo, permitindo melhor acimulo de dados. Possui 10
In vivo membrana nictante.
Rato/Camundongo Menor estrutura ocular com presenca de membrana nictante. Ficil manipulac@o. 10

do olho, sendo as células epiteliais pigmentadas da retina (RPE ou
ARPE-19) as mais utilizadas, enquanto que para a superficie ocular,
as células do epitélio corneal e conjuntival (HCE e IOBA-NHC) sao
as mais utilizadas para formulagdes de uso tdpico. Para modelos
in vivo, sdo utilizados preferencialmente modelos animais como
camundongos, ratos e coelhos.

Nesse contexto, esta revisdo relaciona os principais biomateriais
de origem lipidica e polimérica empregados na elaboragdo de carrea-
dores nanotecnoldgicos para a terapia genética ocular.

Tipos de terapia genética

No que se refere a manipulacio genética propriamente dita, é
possivel utilizar a terapia genética como estratégia terapéutica de duas
maneiras: inserindo um gene mediante um plasmideo para induzir a
expressao de uma proteina ou através da inibicdo da expressdo pela
degradacdo de seu mRNA (RNA mensageiro), consequentemente
impedindo a tradug@o da dita proteina; tais como oligonucleotideo
antissentido ou sequéncias pequenas de RNA de interferéncia. Uma
excegdo a esse mecanismo seriam os aptameros, que ndo regulam
necessariamente a expressdo génica, mas em sua maioria atuam na
proteina ja formada.

Em continuag@o segue uma breve descri¢do das estratégias mais
empregadas para a terapia genética ocular.

- Plasmideos: sdo unidades circulares de DNA extracromossomico
de fita dupla, de elevado peso molecular (entre 5000 e 15000
pares de bases), que sdo capazes de replicar-se de maneira au-
tonoma. Em sua estrutura levam pelo menos a sequéncia de um
gene que codifica a expressdo de uma proteina de interesse.!! A
terapia genética com DNA plasmidial (pDNA) apresenta grandes
vantagens frente a outras formas de tratamento uma vez que
pode corrigir diretamente a fonte da doenga, sem limitar-se a
meramente suprimir os sintomas.'?

- Oligonucletideos antissentido (AS-ONs): sdo moléculas sintéticas
de fita simples que estabelecem uma ligacéo especifica com de-
terminadas sequéncias intracelulares de mRNA. Sdo compostos
por sequéncias curtas, em geral de 13 a 25 nucleotideos, os quais
sdo complementares a uma sequéncia especifica de uma fita de
mRNA."® AS-ONs sdo capazes de interromper a traducéo de
dito mRNA e, por consequéncia, a sintese da proteina associada
a esse gene.'* O AS-ON formivirsen sédico (Vitravene®, Isis
Pharmaceutical) foi a primeira terapia genética aprovada pela
agéncia regulatéria de medicamentos estadounidense (Food and
Drug Administration — FDA) para o tratamento de retinite causada
por citomegalovirus associada a pacientes portadores de HIV.
Diferentemente dos plasmideos, podem ser obtidos inteiramente
por sintese quimica, facilitando o registro desses produtos de base
ndo biotecnoldgica.

- RNA deinterferéncia pequeno (siRNA): sdo pequenas sequéncias

de fita dupla (cerca de 21-23 nucleotideos) que servem como
mecanismo regular da expressdo génica na maioria das células
eucariontes, diminuindo a tradug¢do de proteinas devido a degra-
dacéo especifica de determinada sequéncia de mRNA.'"> Tém
como caracteristica a presenga de nucleotideos 3’ que podem
ser reconhecidos pelo complexo de silenciamento induzido por
RNA (RNA-induced silencing complex - RISC), o que resulta na
degradagdo do mRNA homélogo.'® Da mesma forma que AS-
-ON, os siRNA tém sido utilizados para diminuir a expressao de
determinada proteina por um processo de nocaute (knock-down),
também chamado de “silenciamento”. Assim como os AS-ON,
podem ser obtidos por sintese organica.

- Aptameros: sdo moléculas curtas de RNA ou DNA de fita simples
capazes de interagir com alta afinidade e especificidade com
sua molécula-alvo, da mesma maneira que os anticorpos.'” Sdo
estruturas relativamente novas, descobertas no inicio dos anos 90,
obtidas a partir de bibliotecas de oligonucleotideos por selecio
in vitro."® Recentemente, foi aprovado o primeiro aptdmero para
o tratamento intravitreo de degeneracdo macular, o pegaptanib
(Macugen®, Pzifer)."

VETORES NAO VIRAIS COM BASE
NANOTECNOLOGICA PARA A VIA OCULAR

O futuro da terapia genética como estratégia terapéutica depende
da solugdo de suas limita¢des. O primeiro obstdculo estd relacionado
com o conhecimento sobre a doenca e se a expressio de determinada
proteina desempenha um papel na fisiopatologia dessa doenca. Em
outras palavras, € dizer se a expressdo ou supressdo de dita proteina
resulta em uma resposta clinica benéfica. Tal informagdo pode ser
obtida mais facilmente para enfermidades monogénicas, mas constitui
um verdadeiro desafio para doen¢as multifatoriais ou que dependem
de mais de um gene. A segunda dificuldade se refere a busca de um
sistema que seja a0 mesmo tempo capaz de proteger o material ge-
nético e transportd-lo de maneira eficaz até o seu local de agdo, sem
representar riscos para a saide. Nesse sentido, diferentes veiculos
estdo sendo estudados como ferramentas que permitem a transfe-
réncia de material genético exdgeno a célula. Fundamentalmente, é
possivel diferenciar dois tipos de sistemas transportadores: vetores
virais (adenovirus, lentivirus, etc) e vetores nao virais ou sintéticos
(complexos, micelas, lipossomas, nanoparticulas, entre outros). Do
ponto de vista quimico, os vetores ndo virais sao os mais interessantes
especialmente devido a sua seguranca, permitindo diferentes estraté-
gias e modificacdes, e serdo o foco da presente revisdo.

Com o passar dos anos, os carreadores nao virais de base nano-
tecnoldgica t€ém ganhado atengdo devido a capacidade de superacio
das limitacGes tanto da terapia genética como da administragdo de
farmacos pela via ocular. Naturalmente, a eficicia de um sistema
em exercer atividade bioldgica com baixa toxicidade ndo depende
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somente do tipo de sistema desenvolvido, mas também do bioma-
terial empregado em seu preparo. Nesse sentido, alguns sistemas
lipidicos (lipossomas e nanoemulsdes) e poliméricos (nanoparticulas
poliméricas e dendrimeros) foram propostos para a terapia genética
da superficie ocular. As caracteristicas mais importantes dos siste-
mas carreadores sdo a capacidade de proteger o material genético,
internalizagdo celular especifica, estabilidade, cinética de liberacio
compativel com a via de administraco, facil obtencdo e preco aces-
sivel. J4 os biomateriais empregados na constru¢do desses vetores,
devem possuir biocompatibilidade, biodegradabilidade, estabilidade
quimica, devem ser de facil obtencio e ter preco acessivel

Dentre os sistemas lipidicos, destacam-se os lipossomas e as
nanoemulsdes. Lipossomas sdo vesiculas lipidicas biocompativeis e
biodegraddveis compostas principalmente por fosfolipidios. Possuem
um didmetro varidvel entre 25 a 10.000 nm e suas propriedades fisico-
-quimicas variam de acordo com o método de preparo € a composi¢ao.
Com relag@o ao nimero de bicamadas, os lipossomas podem ser
divididos em: vesiculas unilamelares pequenas (small unilamellar
vesicle - SUV), vesiculas unilamelares grandes (large unilamellar
vesicle - LUV), vesiculas unilamelares gigantes (giant unilamellar
vesicle - GUV) e vesiculas multilamelares (multilamellar vesicle -
MLYV). Os principais constituintes dos lipossomas sao fosfolipidios,
entretanto outros componentes podem ser empregados, sejam de na-
tureza lipidica ou polimérica, para fins de obtengao das propriedades
fisico-quimicas desejadas. O material genético pode ficar adsorvido
na superficie do lipossoma ou no interior de sua cavidade, sendo a
taxa de encapsula¢do dependente do método de preparo.*?' Dessa
maneira os lipossomas sdo capazes de incrementar a estabilidade dos
dcidos nucleicos, diminuindo a sua hidrdlise e consequentemente
prolongando a sua capacidade de ac¢do.”

Nanoemulsdes consistem em uma dispersdo liquido-liquido de
dois liquidos imisciveis entre si e estabilizados por um surfactante,
ou sistema surfactante, adequado. Sdo sistemas que mesmo nao
sendo termodinamicamente estdveis apresentam elevada estabilidade
cinética.” Essa estabilidade pode ser convenientemente modificada
com uma sele¢@o criteriosa de diferentes misturas de 6leos e surfac-
tantes. Nesse sentido o equilibrio hidréfilo-lipéfilo (EHL) mostra-se
como uma conveniente abordagem para o preparo das nanoemulsdes,
tal como para emulsdes cldssicas.” Entretanto, essa estratégia nem
sempre € bem-sucedida para tensoativos catidnicos e anidnicos, além
de ndo ser capaz de prever a quantidade de tensoativo necessaria nem
a contribuicdo de outros constituintes da formula¢do. Dependendo
da propor¢do dos constituintes, podem formar tanto uma emulsio
agua-em-6leo (A/O) quanto uma emulsdo 6leo-em-dgua (O/A), sendo
esta tltima a mais relevante para a terapia genética da via ocular.”
Assim, devido a elevada lipofilia da fase interna de nanoemulsdes
O/A, a associacdo do material genético da-se geralmente pela adsor-
¢do na superficie da goticula. Da mesma maneira que para os lipos-
somas, faz-se necessario o emprego de moléculas de carga positiva,
sendo esse papel geralmente desempenhado por lipidios catidnicos.
Recentemente foi descrita uma abordagem para associa¢do de ma-
terial genético no interior da nanoemulsdo previamente complexado
com um lipidio catidnico, abrindo portanto novas possibilidades
para a utilizacdo desses sistemas.”® Assim, os constituintes basicos
de uma nanoemulsdo ocular objetivando a terapia genética seriam
6leo, surfactante e lipidio cationico.

Nanoparticulas sdo estruturas geralmente compostas por polimeros,
lipidios ou combinacdes de ambos. Dependendo dos constituintes e do
método de preparo, o material genético pode estar associado no interior
da estrutura ou adsorvido em sua superficie.”” Quando esses sistemas
contém um polimero (geralmente insolivel em dgua), o termo nano-
particula pode se referir tanto a estrutura com nicleo completamente
matricial (nanoesfera) quanto a com nticleo oleoso (nanocdpsula).

Quim. Nova

Essa tltima € mais utilizada para farmacos lipofilicos, onde o mesmo
encontra-se principalmente dissolvido no nicleo oleoso. Nanoparticulas
obtidas a partir de polimeros hidrofilicos sdo preparadas principal-
mente por geleificagdo idnica, coacervagdo ou nanoprecipitacao,
permitindo uma associagdo de material hidrofilico, como o material
genético, no interior da particula, o que oferece uma maior protegao
contra a degradagio.* Nanoparticulas contendo polimeros hidrofébicos
pré-formados invariavelmente necessitam de solvente organico, utiliza-
do para a solubilizagio do polimero, e podem eventualmente desnaturar
0 dcido nucleico utilizado.”® Nanoparticulas lipidicas s6lidas sdo estru-
turas formadas por lipidios que sdo sélidos em temperatura ambiente
e temperatura corporal.”3’ Existem basicamente dois métodos de
preparo: homogeneizagao a alta pressdo e o método de microemulsao.
Dependendo do método de preparo pode ser a necessdria a presenga
de um surfactante ou co-surfactante.’ E uma técnica que envolve o
uso de energia, sendo que o preparo de estruturas associando material
genético em uma so etapa pode ser invidvel devido a baixa estabilidade
dos acidos nucleicos. Assim, normalmente o material genético € adsor-
vido a nanoparticulas pré-formadas, de maneira similar ao que ocorre
com as nanoemulsdes. Entretanto, as nanoparticulas lipidicas sélidas
podem apresentar alguns problemas relativos a sua estabilidade.®
Essa situac@o pode ser parcialmente corrigida com o uso de misturas
de lipidios, geralmente sélidos e liquidos, de modo a criar um arranjo
desordenado. Esses sistemas sdo denominados carreadores lipidicos
nanoestruturados. Tal como ocorre para as nanoemulsdes e nanopar-
ticulas poliméricas, a associa¢@o no interior da nanoestrutura ocorre
basicamente com moléculas lipofilicas. Assim, para terapia genética
utilizando a via ocular ndo existe uma diferenca no mecanismo entre
as estruturas formadas, exceto possiveis diferengas na estabilidade ou
tolerancia das formulagdes. Essas diferencgas, entretanto, devem ser
avaliadas caso a caso.

Dendrimeros sdo moléculas poliméricas sintéticas, de varidvel
peso molecular, que possuem um ntcleo central do qual partem
ramificagdes de maneira ordenada e simétrica. As repetidas ramifi-
cacgdes dao origem a uma série de camadas concéntricas, chamadas
de “geracdes”. A sua estrutura Unica permite que possuam uma série
de caracteristicas interessantes como tamanho bem definido, baixa
polidispersdo, e a capacidade de serem facilmente funcionalizados
em sua sintese.** A associac¢@o de dendrimeros com material gené-
tico dd-se por interacdes eletrostdticas, principalmente com grupos
amino terminais carregados positivamente. Esse € justamente um
dos principais limitantes, pois essas intera¢cdes podem ser facilmente
deslocadas devido a forca i6nica dos fluidos oculares.***” Como os
principais determinantes das propriedades dos dendrimeros, temos a
sua geragdo (relacionada com o peso molecular) e o grupo terminal
que afetardo parametros como solubilidade, eficdcia, bioadesdo e
farmacocinética.’®*? A literatura de dendrimeros para a terapia gené-
tica ocular ainda € relativamente recente, contando com um ndmero
limitado de trabalhos. Dessa maneira, ainda € cedo para predizer o
futuro desses sistemas, mesmo ja existindo reagentes de transfecgio
comerciais baseados em dendrimeros (SuperFect®, Qiagen®).

Na Figura 2 pode-se observar a estrutura dos principais sistemas
carreadores para terapia genética ocular. A seguir serd realizada uma
breve descri¢io de cada sistema.

BIOMATERIAS EMPREGADOS NO PREPARO DE
SISTEMAS DE BASE NANOTECNOLOGICA PARA
TERAPIA GENETICA OCULAR

Lipidios

Os lipidios sdo biomateriais utilizados em formulagdes para libe-
racdo ocular de dcidos nucleicos devido a sua biocompatibilidade com
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a camada lipidica mais externa do olho e por sua biodegradabilidade,
decorrente de sua composicdo similar as membranas bioldgicas.*
Algumas propriedades dos lipidios irdo impactar diretamente na
estabilidade da formulacdo e, consequentemente, na extensdo de sua
atividade. Como exemplo tem-se a temperatura de transi¢do de fases e
atemperatura de fusio. Alguns lipidios s6lidos a temperatura ambien-
te necessitam ser fundidos para o preparo das nanoestruturas, como
€ o caso das nanoparticulas lipidicas sélidas e carreadores lipidicos
nanoestruturados. A temperatura de transi¢@o de fase observada em
fosfolipidios, na qual a membrana passa de uma fase gel em que a
cadeia de hidrocarbonetos do fosfolipidio se encontra ordenada, para
uma fase de cristal liquido em que as moléculas se encontram em
uma fase mais livre e desordenada, caracteriza o aspecto da formula-
¢do. Misturas de diferentes lipidios soldveis entre si, e de diferentes
temperaturas de transicao, terdo diferentes aspectos e propriedades,
j& que formulagdes compostas por lipidios diferentes podem exibir
diferentes niveis de fluidez.*

Dentre as vantagens da lipofeccio estdo a capacidade de car-
reamento de sequéncias longas de dcidos nucleicos quando compa-
rada a limita¢do de tamanho dos vetores virais, a prote¢do contra a
degradacdo dos dcidos nucleicos encapsulados frente a enzimas, o
fato de possuirem baixa imunogenicidade, ndo oferecerem risco na
sua manufatura e serem de fdcil producdo em larga escala.®’ J4 as
desvantagens incluem uma baixa seletividade ao alvo e baixa eficién-
cia de transfec¢do quando comparado a vetores virais; limitagdes que
atualmente podem ser transpostas pela funcionalizagdo de superficie
visando a endocitose mediada por receptores celulares ou, ainda,
através da inibi¢do da digestdo lisossomica ou do direcionamento
do vetor ao nicleo.*

Dentre os lipidios mais comumente utilizados em formulacdes
para a via ocular estdo os fosfolipidios, o colesterol, os lipidios ca-
tidnicos, os Gleos e tensoativos, e os lipidios s6lidos. E importante
frisar que o grau de pureza desses lipidios deve ser elevado, a fim
de evitar possiveis irritagdes oculares causadas por contaminantes.

Fosfolipidios

O material mais comum empregado na confeccéo de lipossomas
€ a lecitina/fosfatidilcolina. A lecitina € obtida de diferentes fontes,
geralmente da soja e gema de ovo, sendo composta por uma mistura
de diferentes fosfolipidios, principalmente a fosfatidilcolina (FC). A
fosfatidilcolina € um lipidio neutro em pH fisiolégico, porém estru-
turas formadas tendem a apresentar uma carga superficial negativa
devido a presenga em pequenas quantidades de outros fosfolipidios
carregados negativamente e dcidos graxos livres. Entre os beneficios
do uso da lecitina/FC estdo a baixa ocorréncia de eventos adversos,
aumento da estabilidade e modificagdo do perfil farmacocinético/
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farmacodindmico do farmaco.** A lecitina/FC é comumente em-
pregada em formulagdes que visam uma carga superficial positiva,
uma vez que a bicamada negativa formada pela lecitina servird de
ancoradouro para os lipidios cationicos adicionados a formulagao, o
que conferird uma carga residual positiva ao sistema.

A incorporagdo do fosfolipidio neutro DOPE (1,2-dioleoil-
-3-fosfatidiletanolamina) tem sido frequentemente descrita devido
a sua habilidade de escape lisossomico. O mecanismo exato ainda
ndo € completamente entendido, porém o fato de ser um fosfolipidio
pH-sensivel o torna capaz de desestabilizar as membranas lisossdmi-
cas ap6s a internalizagdo celular via endocitose.> A DOPE € empre-
gada em combinagdo com outros lipidios, especialmente cationicos,
como agente de transfec¢do na terapia génica.”>> Em um estudo
pré-clinico de terapia génica para glaucoma, as nanoparticulas de
surfactante com DOPE como lipidio assessor obtiveram a maior taxa
de transfeccdo em células RGC-5 (células ganglionares de retina de
rato) e camundongos in vivo, e ainda mostraram-se biocompativeis.*®

Colesterol

O colesterol € outro lipidio geralmente empregado em formula-
¢oes de natureza lipidica, em especial lipossomas. Esse lipidio possui
a capacidade de reduzir a fluidez e permeabilidade da bicamada
como resultado da supressdo da transi¢ao sol-gel, assim enrijecendo
amembrana lipossomal.* Como resultado, pode-se obter a redugéo da
toxicidade associada ao farmaco,’” aumento do tempo de residéncia®
e melhora na estabilidade da formulagdo,” fazendo do colesterol
um excipiente amplamente utilizado na tecnologia de lipossomas.
Lipossomas contendo PEG (polietilenoglicol), colesterol e lecitina
de soja demonstraram ser promissores na vetorizacdo intravitrea de
oligonucleotideos, aumentando o tempo de residéncia, prolongando
a liberagdo do oligonucleotideo e protegendo-o da degradagdo.*

Lipidios cationicos

Para a terapia génica ndo-viral € praticamente imprescindivel a
presenca de um material catidnico para associar o material genético de
interesse, visto que os dcidos nucleicos possuem grupamentos fosfato
carregados negativamente que interagem com os lipidios carregados
positivamente através de interagdes eletrostaticas, possibilitando a
vetoriza¢@o do material genético pelos carreadores nanoestruturados
catidnicos.*® Lipidios como TMAG (N-(alfa-trimetilamonioacetil)-
didodecil-D-glutamato),**%-¢! DC-colesterol (3-beta[N-(N’,N’-
dimetilaminoetano)-carbamoil] colesterol),’**! DOTAP (1,2-dio-
leil-3-trimetilamdnio- propano),>** DOTMA (1,2-dioleiloxi-3-tri-
metilamonio-cloropropano) e DDBA (dimetil- dioctadecilamonio)
permitem o desenho de vesiculas capazes de associar eficazmente
uma série de moléculas como oligonucleotideos, DNA plasmidico,
siRNA e ribozimas para o tratamento de enfermidade oculares.
Atualmente, € fato que a captagdo de nanoestruturas na superficie
ocular é geralmente governada pela sua carga superficial seguindo
a seguinte relagdo: positivos > negativos > neutros.®> Nanoemulsdes
compostas por DOTAP e lecitina de ovo contendo oligonucleotideos
antissentido especificos para VEGF (fator de crescimento vascular
endotelial) foram testados em células humanas do endotélio venoso
de corddo umbilical® e in vivo em ratos e camundongos® e demons-
traram boa transfec¢@o e baixa toxicidade. Lipossomas com DOTMA/
colesterol demonstraram alta eficiéncia de transfec¢@o e expressio
génica no tecido ocular de coelhos em testes realizados in vivo.®

Oleos e tensoativos

Oleos sio misturas de lipidios liquidos em temperatura ambiente,
de composi¢do variada. Diferentes 6leos sdo utilizados no desen-
volvimento de formulagdes oculares. Para formulacdes cldssicas, a
escolha do tipo de dleo estd intrinsecamente relacionada a solubilidade
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do farmaco. Entretanto, para formulagdes que contém 6leo e que
objetivam a terapia genética, a associagdo do material genético
dd-se normalmente por adsor¢do na superficie da nanoestrutura,
e ndo no interior do nicleo oleoso, devido a polaridades opostas.
Assim, a escolha do dleo estd mais relacionada com a estabilidade
da formulacdo, principalmente devido as interacdes dleo-surfactante.
Os triglicerideos de cadeia longa (TCL) sdo 6leos de origem vegetal,
como 6leo de ricino, oliva e soja e possuem dcidos graxos com mais de
12 carbonos estruturais. Os triglicerideos de cadeia média (TCM) sdo
fracdes de dcidos graxos reesterificados com glicerina derivados do
6leo de coco, em especial 4cido caprilico e cdprico. Porém, misturas
de TCL e TCM podem ser necessarias para obtengdo da solubiliza¢do
ideal do farmaco na fase oleosa.®® Frequentemente as formulagdes
nanoemulsionadas oculares cont€ém TCM como componente principal
do nicleo oleoso.®*

Lipidios solidos

Sédo considerados lipidios sélidos aqueles que se encontram em
estado sélido em temperatura ambiente (25 °C) e temperatura corporal
(37 °C). Os lipidios podem ser acilglicerois (como palmitoestearato de
glicerila e monoestearato de glicerila), ceras (como a cera de carnatba
e palmitato de cetila), 4cidos graxos (como o dcido estedrico) e dlcoois
graxos (como dlcool cetilico e dlcool estearilico). Uma vantagem
desses lipidios reside na baixa toxicidade em concentracdes entre 5%
€ 30%.9” A mistura de lipidios sélidos promove uma matriz cristalina
menos perfeita, resultando em maior capacidade de incorporacio
dos 4cidos nucleicos quando comparada a utilizagdo de um lipidio
puro. As nanoparticulas lipidicas sélidas utilizam os lipidios sélidos
com o auxilio de tensoativos como Span® e Tween® para promover a
tensdo interfacial e evitar a agregacao entre as particulas. Del Pozo-
Rodriguez e colaboradores utilizaram nanoparticulas lipidicas sélidas
para estudar a transfec¢do em uma linhagem celular de epitélio de
retina humana (ARPE-19) e descobriram que a internalizagdo me-
diada por clatrina direciona as nanoparticulas aos lisossomos.®® Em
outro estudo foi demonstrada a capacidade de transfeccao in vivo em
camundongos e a expressdo génica pdde ser demonstrada apds uma
semana da injecdo intravitrea.®

Outros lipidios

E conhecido o fato de que o recobrimento da superficie de um
lipossoma com polimeros hidrofilicos, como cadeias de PEG, au-
menta a estabilidade e o tempo de meia vida em circulagdo. Lipidios
PEGuilados atuam como uma barreira contra o estabelecimento de
interagdes eletrostaticas e podem reduzir o efeito da forga idnica do
fluido lacrimal na estabilidade das vesiculas, bem como aumentar o
tempo de residéncia das mesmas. Por essa razao, o emprego de lipos-
somas estabilizados estericamente (denominados stealth) € de grande
interesse para a via ocular. O emprego de 1,2-diestearoil-sn-glicero-3
fosfoetanolamina-N-polietilenoeglicol (DSPE-PEG) no desenvol-
vimento de lipossomas ja foi proposto para a veiculag@o ocular de
diversas moléculas ldbeis como: peptideos,**® oligonucleotideos® e
plasmideos.*®* A PEGuilagéo de lipossomas permite mascarar a carga
de superficie reduzindo a agregacdo de proteinas nas vesiculas, o
que resulta em maior internalizagio dos oligonucleotideos na retina/
coroide e maior estabilidade das formulacdes quando comparadas as
nao PEGuiladas.*70!

A estrutura de alguns dos principais lipidios utilizados na terapia
genética ocular pode ser observada na Figura 3.

Polimeros

O outro grupo molecular mais significativo de biomateriais sdo
os polimeros. Para promover interagdes eletrostdticas com os dcidos
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Figura 3. Estrutura de alguns dos principais lipidios empregados no de-
senvolvimento de formulagoes de base lipidica para a terapia genética na
superficie ocular

nucleicos, poliplexos sd@o formados por polimeros catidnicos com
numerosos grupamentos amina, lisina ou arginina protonadas em
pH fisiolégico. Se apenas uma fragdo dos grupos sdo protonados
em pH fisiol6gico, como os dendrimeros de polietileneimina (PEI),
eles sdo capazes de tamponar os endossomas e permitir a liberacio
do material genético por endocitose dentro da célula. Dendrimeros
sdo também capazes de proteger o DNA de DNAses plasmaticas.'*
Devido a sua natureza muitas vezes heterogénea, uma caracteriza-
¢do basica deve ser realizada nos excipientes, principalmente no
que diz respeito a massa molar, para homo e heteropolimeros, e
grau de substitui¢do, quando existente, para heteropolimeros. Por
exemplo, para a quitosana os diferentes graus de acetilagdo fazem
com que as cadeias se comportem que maneira diferente, devido a
repulsdo dos grupamentos desacetilados carregados positivamente
no interior da cadeia.

Polimeros cationicos

Quitosana

A quitosana € um heteropolimero linear, derivado principalmente
da desacetilacdo da quitina em meio bésico, composta de repetidas
unidades de N-glicosamina e N-acetilglicosamina. Diferentes ativi-
dades bioldgicas ja foram descritas para a quitosana, como antimi-
crobiana e estimulante do processo cicatricial.”>” Entretanto, no que
compete a terapia genética, € a habilidade de interagir com o material
genético que torna atrativo o uso da quitosana. Um dos maiores limi-
tantes do emprego da quitosana, ndo s6 em formulacdes para a terapia
génica ocular, mas para outras vias e aplicacgdes, € a dificuldade na
caracterizacdo da matéria-prima. Como um heteropolimero, a qui-
tosana pode variar quanto a propor¢do das diferentes unidades mo-
noméricas, geralmente expressa pelo grau de acetilacdo (percentual
molar de grupos acetilados), quanto ao seu peso molecular, também
expresso em termos de graus de polimerizacdo e quanto ao padrdo
de polimerizagdo. Pardmetros como solubilidade,’ viscosidade™ e
biocompatibilidade™ parecem diminuir com o grau de acetilagéo,
enquanto cristalinidade” e biodegradabilidade’ aumentam com o
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grau de acetilagdo. De maneira similar, ndo hd uma relagdo clara
entre o grau de acetilacdo e a atividade bioldgica.”*!

Uma das principais aplicacdes da quitosana na nanotecnologia é
a formacéo de nanoparticulas por geleificagéo i6nica.® Para tanto, o
polimero € misturado com agentes reticulantes idnicos (geralmente
sais com alta densidade eletronica como tripolifosfato ou sulfato de
s6dio), havendo uma transicio sol-gel do polimero, conjuntamente
com uma nanoprecipitacio controlada.®> Ao contrdrio de sistemas
PEGuilados, onde hd uma maior penetragdo das nanoparticulas,
para o caso de nanoparticulas com quitosana parece haver um maior
depdsito na superficie ocular.?* Entretanto, lipossomas com nanopar-
ticulas de quitosana encapsuladas foram capazes de ser internalizados
por células de conjuntiva humana (IOBA-NHC).% Tal aplicagio
ndo comprometeu a viabilidade celular, nem a tolerancia apds ad-
ministra¢@o in vivo em coelhos, bem como em cortes histolégicos
de cérnea e conjuntiva.®® Nanoparticulas hibridas de quitosana com
dcido hialurdnico foram capazes de transfectar in vitro células HCE
e IOBA-NHC, utilizando diferentes modelos de pDNA como pEGFP
(proteina verde fluorescente), pSEAP (fosfatase alcalina) e pLac-Z
( -galactosidase).’”# O grau de polimerizacdo (i.e. peso molecular)
parece influenciar na transfec¢do, sendo oligdmeros (<10-12 kDa)
mais eficazes em transfectar células de cérnea HCE.* Essas parti-
culas também demonstraram perfil de toxicidade aceitdvel, atribuido
principalmente a adicdo de dcido hialurénico.

Quanto a sua toxicidade, a quitosana parece ser bem tolerada em
aplicacdes tépicas,® %% podendo ocorrer o risco de inflamacdo apds
administrag@o intraocular de nanoparticulas.”’ Ademais, por possuir
um pKa de 6,2 as formula¢des com quitosana podem apresentar certa
instabilidade em pH fisiolégico (pH 7.4), existindo uma tendéncia
a agregacdo.”

Protamina

Protamina € uma denominac@o genérica de proteinas nucleares
de baixo peso molecular, ricas em arginina. Devido a esse fato, a
protamina estd carregada positivamente em pH fisiolégico (pH 7.4),
sendo capaz de interagir com dcido nucleicos, protegendo-os de
degradagdo por nucleases.” De fato, as protaminas substituem as
histonas (outra classe de proteinas nucleares ricas em arginina) na
fase haploide da espermatogénese. Seis ou mais residuos consecu-
tivos de arginina j4 s@o capazes de condensar o DNA, permitindo a
passagem desse complexo do citoplasma ao niicleo® sendo capaz
de incrementar a transcri¢io no interior do mesmo®, ou associar
siRNA.*> Complexos de protamina com DNA plasmidial possuem
tempo de meia vida reduzido, de modo que somente cerca de 20%
do material genético ¢ encontrado na circula¢do apds 60 minutos.”
Nesse sentido, € mais comum a associac¢@o de sulfato de protamina
com outros nanossistemas pré-formados, como lipossomas®’ e nano-
particulas lipidicas sélidas.”

O uso de lipossomas pré-formados para a associagdo de comple-
xos de material genético com protamina compostos por DOTAP e/ou
DOPE, DSPE-PEG e colesterol ja foram previamente descritos por
diversos autores. Toropainen e colaboradores compararam a capaci-
dade de transfeccao de lipossomas compostos por DOTAP e DOPE
contendo ou ndo sulfato de protamina para transfeccdo de pDNA
em células de epitélio corneal (HCE) e ndo foi observada diferenga
na capacidade de transfeccdo. Entretanto, formulagdes similares de
lipossomas preparados com DOTAP e sulfato de protamina foram
superiores aos lipossomas sem protamina no que se refere a protecao
contra degradac@o enzimdtica e transfecco in vivo apés administracio
intravenosa.”*” No que se refere a siRNA, lipossomas PEGuilados
contendo DOTAP e colesterol associados a complexos de protamina
e siRNA/4cido hialurdnico apresentaram alta taxa de associag@o (>
95%).'° A injecao intravitrea dos lipossomas resultou em decréscimo
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significativo na expressio do receptor do fator de crescimento vascular
endotelial de tipo 1 (VEGFRI1).! Rajala e colaboradores obtiveram
uma expressdo da proteina 65 de células RPE (Rpe65) e da proteina
verde fluorescente (GFP) por 1 semana e 3 meses, respectivamente,
com uma formulacdo de lipossomas de DOTAP, DOPE, colesterol
e peptideo internalizador associados a complexos de protamina e
pDNA. 1!

Nanoparticulas lipidicas sélidas pré-formadas contendo DOTAP
foram propostas para associar complexos de protamina e pDNA, !> ¢
protamina com sulfato de dextrano e pDNA.!® O uso de protamina
parece impactar algumas das principais caracteristicas fisico-quimicas
das particulas, como tamanho e potencial de superficie. Entretanto,
a capacidade de transfec¢do do pDNA € de cerca de 30-44% em cé-
lulas de retina (ARPE-19) em comparagdo com os 5-7% relativos as
mesmas nanoparticulas lipidicas s6lidas sem protamina. A presenga
de sulfato de dextrana parece incrementar a eficicia da formulagao,
provavelmente devido a uma diminui¢ao da toxicidade intrinseca dos
elementos carregados positivamente. A transfec¢do apds administra-
¢do intravitrea parece variar de acordo como local da injecéo, sendo
observavel apés 72h. A grande maioria das células transfectadas
pertence a ganglios da retina, sendo quase negligencidvel a transfec¢ao
em células do epitélio da retina.'®

O uso de protamina parece alterar o mecanismo de internaliza-
¢do de nanoparticulas lipidicas sélidas contendo o lipidio catidnico
DOTAP em células ARPE-19, através de um mecanismo envolvendo
principalmente caveolina/rafts de lipidios para internalizag¢do por
clatrina.'” Uma alta densidade de aminodcidos basicos como lisina
ou arginina (como € o caso da protamina) favorece o transporte até o
nucleo celular através do complexo de poros nuclear.!%41%5

Polietilenimina

Polietilenimina (PEI) é um polimero linear ou ramificado, con-
siderado um padrdo-ouro de sistemas ndo virais para transfeccio
in vitro.'%%7 Indmeros fatores estdo relacionados a eficiéncia da
PEI, como célula-alvo, peso molecular, ramificacdes, razio N/P
entre os grupos amina da polietilenimina (N) e os grupos fosfato do
dcido nucleico (P), e tamanho do complexo.!® A atividade superior
da PEI frente a outros reagentes de transfec¢ao € atribuida ao escape
lisossomal, comumente chamado “esponja-de-prétons’: devido a alta
densidade de grupos amino de elevado pKa, o pH 4cido da vesicula
lisossomal protona esses grupamentos, levando a uma entrada de dgua
para solvatacdo que colapsa a estrutura do lisossomo.'” Entretanto,
muitos autores ainda questionam a veracidade desse mecanismo.''° O
principal limitante da aplicagdo da PEI € a sua toxicidade,''"''? sendo
a estrutura ramificada mais téxica que a linear.'?

Nanoparticulas de PEI 22kDa associando pDNA (razdo N/P
15) foram utilizadas para transfeccio in vitro de fibroblastos cor-
neais equinos.'* Esse sistema foi capaz de impedir a diferenciag¢do
de fibroblastos relacionada ao TGF-f (fator de transformagdo do
crescimento beta), apresentando toxicidade aceitdvel. Ndo obstante,
para a terapia genética ocular, a PEI € geralmente associada a outros
materiais de modo a diminuir a sua toxicidade ou vetorizar a sua
interacao com determinados grupos celulares. PEI de 2kDa conjugada
a nanoparticulas de ouro (razdo N/P de 180) aplicada na cérnea de
coelhos foi capaz de transfectar pPDNA por até 7 dias, sem apresentar
sintomas de inflamacdo, vermelhiddo ou edema. Entretanto, morte
celular moderada e outras reagdes imunes foram observadas.'!® Para
a redug@o da toxicidade intrinseca da PEI, foram utilizadas nano-
particulas de PEl/sulfato de condroitina para transfeccao in vitro
de células de retina ARPE-19.""® As particulas isentas de sulfato de
condroitina diminuiram a agregacéo e a alta toxicidade de particulas
constituidas somente de PEI e pDNA, tornando-as adequadas para
administragdo intraocular.
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Poliamidoamina

Dendrimeros de poliamidoamina (PAMAM) sdo os mais co-
muns para o carreamento de farmacos ou dcidos nucleicos.!'”- 118 A
farmacocinética desses dendrimeros de geracdo 2 a geracdo 4 com
terminacdes amino, carboxilato ou hidroxila foram estudadas por
Vandamme e colaboradores, sendo observada uma dependéncia do
peso molecular (i.e. gerag@o) no tempo de residéncia.*? A comparacio
entre reagentes comerciais baseados em dendrimeros em relagdo
aos baseados em lipossomas contendo lipidios catidnicos mostrou
um efeito superior dos dendrimeros na transfec¢do de células RPE,
sendo a concentragdo e a razao de cargas os principais moduladores
da resposta bioldgica.!’ Dendrimeros de PAMAM ativados foram
capazes de transfectar células do endotélio de cdrnea in vitro. Essa
transfecgdo foi transitdria, atingindo seu dpice em 4 dias apds a in-
cubagio e reduzindo significativamente no oitavo dia.'*

Entretanto, a utilizagdo de PAMAM ndo modificado € quase
sempre limitada pela toxicidade intrinseca da molécula, sendo co-
muns, portanto, as modifica¢des terminais.** Estudos de dendrimeros
PAMAM de geracdes 3, 5 e 4 indicaram que a toxicidade pode chegar
a niveis de desenvolvimento embriondrio, como observado para
peixe-zebra.'?! Tais modificacdes sdo capazes de alterar algumas
propriedades fisico-quimicas, bem como algumas das respostas
biolégicas associadas aos sistemas, conforme verificado para as
geracoes 4 e 5.'* A acetila¢@o e a PEGuilagdo afetam a ligagdo ao
DNA, citotoxicidade e transfec¢d@o in vitro. A acetilagdo terminal é
capaz de eliminar quase completamente essa toxicidade. Entretanto,
a capacidade de transfeccdo reduz significativamente, provavelmente
devido a uma menor compactagdo do pDNA. A PEGuila¢@o pode
incrementar a estabilidade dos complexos, mas tal efeito € dependente
da razdo de cargas entre o dendrimeros e o pDNA, sendo que razdes
superiores a 5 sdo mais propensas ao aumento da estabilidade.'*
No caso de modificagdes hidréxi-terminais a transfeccéo de células
RPE ndo foi alterada para dendrimeros de geracdo 4 que sofreram
posterior PEGuilagao, mesmo que a estabilidade coloidal tenha sido
significativamente incrementada.'?

Uma alternativa proposta ao uso de dendrimeors PAMAM sdo
dendrimeros de poli-L-lisina. Esses dendrimeros foram capazes de
associar AS-ON anti-VEGF, reduzindo a expressdo génica tanto in
vitro (células RPE) quanto in vivo em modelo de neovascularizagio da
coroide em ratos, inibindo dessa maneira neovascularizag@o coroide
relacionada a degeneragdo macular por até dois meses. 212

Proteinas cationizadas

Proteinas cationizadas como albumina, atelocoldgeno e gelatina
tém sido utilizadas como materiais alternativos para terapia genética. A
albumina sérica humana (HSA) € a proteina plasmadtica mais abundante,
possuindo um peso molecular de 66,4 kDa e relativa estabilidade no
ambiente (60 °C e pH 4-9), além de baixa imunogenicidade e toxi-
cidade negligencidvel.?*!?” O atelocoldgeno € o coldgeno, principal
componente da matriz extracelular, tratado com pepsina. A retirada
de ateloproteinas diminui a antigenicidade do atelocoldgeno, em re-
lag@o ao coldgeno.'” J4 a gelatina € o polimero obtido pela hidrélise
do coldgeno, com estrutura tipica Ala-Gly-Pro-Arg-Gly-Glu-4Hyp-
Gly-Pro, composta majoritariamente por glicina, prolina e 4-hidroxi-
prolina.'” Entretanto, esses polimeros puris naturabilis ndo possuem
suficientes grupos positivos para interagir com o material genético de
maneira satisfatéria. Dessa maneira, a cationizacio dos mesmos, pela
adi¢@o de amina de baixo peso molecular € uma estratégia corriqueira
para a elevac@o do ponto isoelétrico dessas proteinas. Geralmente essa
reagdo se dd por uma reac@o do tipo carbodiimina, onde os residuos
de 4cido carboxilico das proteinas reagem com aminas de baixo peso
molecular (como etilenodiamina e espermina), levando a formagao de
uma ligagéo do tipo amida com liberag¢io de um derivado isoaciluréia.'”
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Esses polimeros, uma vez cationizados, sdo geralmente utilizados
para a formagdo de complexos, hidrogéis e, para a via ocular, como
nanoparticulas preparadas por nanoprecipitagao/geleificacdo 10ni-
ca.’13! Entre as caracteristicas do polimero que determinam as suas
propriedades como materiais para a terapia genética ocular estao peso
molecular, nimero de grupamentos amino e forma da proteina.'?”!2
O peso molecular influencia diretamente na toxicidade, onde pesos
moleculares mais elevados estdo associados a uma maior toxicidade
em células HCE.'*'3 De maneira similar, um elevado nimero de
grupos amino incrementa a toxicidade, porém também a eficicia de
transfec¢@o. A estrutura da proteina (linear/globular, cadeia rigida/
flexivel) estd relacionada com a capacidade de formacao de particulas
e a consequente protecdo do material genético. Nanoparticulas de
sulfato de condroitina e gelatina cationizada com espermina foram
capazes de transfectar pDNA codificando a proteina MUCSAC, uma
mucina deficiente em casos de olho seco, em duas espécies de animais
distintas (camundongos e coelhos)."**!13 Mesmo ndo existindo um
tropismo especifico para um determinado tipo celular, a expressdo in
vivo parece dar-se preferencialmente na conjuntiva.'>*

Polimeros aniénicos

Acido hialurénico

O 4cido hialurénico € um polissacarideo linear composto de
unidades repetidas de D—acido glucurdnico e N-acetil-D-glicosamina,
sendo o tnico glicosaminoglicano ndo sulfatado. E um composto
relativamente seguro, sendo utilizado na medicina estética e medicina
regenerativa, e frequentemente proposto como biomaterial para os
mais diversos sistemas de base nanotecnoldgica. Esse material pode
ser utilizado no recobrimento de nanoestruturas mais lipofilicas como
nanoparticulas poliméricas,'*® nanoparticulas lipidicas sélidas'’ ou
nanoemulsdes,'* bem como constituinte da matriz de nanoparticu-
las, inclusive como dnico polimero formador.'* A propriedade mais
atrativa do 4cido hialurénico no que compete ao desenvolvimento
de sistemas carreadores de farmacos € a sua capacidade de interagir
especificamente com receptores de internalizagdo CD44 e receptor
de endocitose de acido hialuronico (HARE). A transfecgdo in vitro de
células HCE e IOBA-NHC pareceu ser governada por CD44 quando
nanoparticulas de quitosana e 4cido hialuronico foram utilizadas. O
bloqueio do CD44 com o uso de anticorpos resultou em dramadtica
reducdo na transfeccdo de pDNA dessas nanoparticulas hibridas.
O sistema de internalizagdo apds interacdo com o CD44 € através
de caveolina, onde diferentes cavéolas se fundem dando lugar a um
caveossomo.'*’ Ademais, esses sistemas mostraram ser bem tolera-
dos, ndo sendo observada nenhuma alteracdo morfoldgica, tanto na
funcionalidade do olho quanto na producio e drenagem das ldgrimas
ap6s a sua administracdo em coelhos.'#!

De maneira similar a outros polimeros, a atividade do 4ci-
do hialurdnico parece ser dependente do seu peso molecular.
Nanoparticulas poliméricas preparadas por geleificacdo idnica
mostraram que os sistemas formados por dcido hialurdnico com
cadeias menores do que 10 kDa transfectaram mais pDNA in vitro
(células HCE e IOBA-NHC).* Nanoparticulas de PEI com 25kDa
complexadas com pDNA, de cerca de 180 nm, tiveram seu tamanho
substancialmente aumentado pelo uso de acido hialuronico de baixo
peso molecular (<10kDa), variando de cerca de 400 nm a mais de
I um."? A blindagem com 4cido hialurdnico reduziu o potencial
zeta de + 30 mV a 0 mV. Mesmo com propriedades fisico-quimica
desfavordveis no que compete a estabilidade coloidal (levando em
consideragdo estabilizacdo preponderantemente eletrostdtica), baixa
interacdo com a membrana celular devido a baixa carga positiva e o
tamanho elevado (superior ao possivel para internalizaco por clatrina
ou caveolina), a internalizag@o dessas particulas foi expressiva em
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células HCE, devido a alta densidade de receptores CD44 nesta linha
celular. De acordo com Lesley e colaboradores, o tamanho minimo
para a ligacdo de oligdmeros de dcido hialurénico com seu receptor
CD44 € de 6 - 18 subunidades (minimo de 1,1 kDa).'®

Outros polimeros

O sulfato de condroitina é um glicosaminoglicano sulfatado,
amplamente distribuido pelo corpo e um dos principais constituin-
tes do tecido conjuntivo. E um heteropolimero linear composto por
unidades alternadas de N-acetilglicosamina e dcido glicurénico e tal
como o dcido hialurdnico, € capaz de interagir com receptores de
endocitose (HARE e CD44), que podem ser encontrados na estrutura
ocular.'"*146 O sulfato de dextrana é um polimero ramificado composto
basicamente de unidades de glicose unidas por ligagdo do tipo o,
com grau de sulfatac@io varidvel. Ambos os polimeros s@o utilizados
principalmente para diminuir a toxicidade intrinseca dos compostos
carregados positivamente, como ocorre para nanoparticulas de ge-
latina cationizada com espermina.'*’ A incorporacdo de sulfato de
dextrano e sulfato de condroitina reduziu o ICy, dessas nanoparticulas
de 2 a 3 vezes (79 e 107 ug cm™?), respectivamente, para células de
cérnea HCE, sem comprometer a capacidade de transfectar pDNA. '

Na Figura 4 estdo as estruturas quimicas de alguns dos principais
polimeros catidnicos e anionicos utilizados no preparo de nanossis-

temas para a terapia genética ocular.
’/"“.-
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Figura 4. Estrutura de alguns dos principais polimeros cationicos e anionicos
empregados em sistemas de base nanotecnologica para terapia genética ocular

CONSIDERACOES FINAIS

Mesmo que as bases moleculares da terapia genética estejam bem
evoluidas, ainda o principal limitante dessa nova abordagem terapéutica
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reside na auséncia de um sistema capaz de proteger o material genético
a0 mesmo tempo em que permita a sua entrada na célula desejada, até
o seu alvo intracelular, seja ele o nicleo ou o citoplasma. A via ocular
surge como ideal para que novas tecnologias sejam testadas devido
as caracteristicas particulares, principalmente devido ao seu relativo
isolamento, permitindo um tratamento local e com pouca interferéncia
imunoldgica. De acordo com a plataforma de ensaios clinicos do The
Journal of Gene Medicine (wiley.co.uk/genmed/clinical), cerca de 70%
dos ensaios clinicos sdo realizados com sistemas virais e cerca de 18%
com dcidos nucleicos sem nenhum carreador. Assim, a quantidade de
sistemas aprovados representa meros 0,1% dos sistemas que entram
em fase clinica (ndo contando os iniimeros estudos terminados em fase
pré-clinica). Frente a esse relativo insucesso, voltam-se as atencdes para
sistemas ndo virais capazes de triunfar ante o fracasso dos sistemas
virais e auséncia de carreadores. Naturalmente que a terapia genética
ndo viral tem o seu sucesso estreitamente relacionado com a estrutura
molecular dos biomateriais utilizados para o preparo desses sistemas,
principalmente os de base nanotecnoldgica. As estratégias atuais sdo
basicamente divididas entre sistemas lipidicos ou poliméricos, sendo
relativamente restrita a gama de excipientes utilizados, muito em res-
peito a toxicidade intrinseca, irritagdo ocular e baixa eficdcia. Lipidios
ou polimeros catidnicos como DOTAP ou PEI, respectivamente, ja
foram exaustivamente testados e mesmo sendo padrdes-ouro para
transfecgdo in vitro, sdo inadequados para aplicacdes in vivo. Uma
tendéncia atual parece ser a utilizacdo de material endégeno ou com
um percentual de sua estrutura baseado em um material de origem
natural. A estratégia de utilizar materiais puramente sintéticos, até o
momento, no apresentou os resultados esperados. Por essa razao, o uso
de materiais como 4cido hialurénico ou protamina, associados ou ndo a
esses materiais sintéticos t€ém ocupado um lugar de destaque atualmen-
te. No que diz respeito a natureza do nanossistema, ndo parece haver
evidéncias fortes o suficiente para dizer que um sistema € superior ao
outro. Os lipossomas sdo os mais conhecidos, contando com algumas
formulagdes ja aprovadas para farmacos, enquanto as nanoparticulas
t€m um crescimento exponencial no que se refere a publicagdes na drea
de terapia genética. O que € certo € que a ciéncia ainda ndo encontrou
o sistema ideal. Assim, a pesquisa por novos sistemas para a terapia
genética, seja ocular ou ndo, invariavelmente deve focar no estudo de
novos biomateriais.
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