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Resumo

A terapia genética consiste num processo que envolve a manipulagdo genética de
células especificas com o uso de acidos nucleicos, através da substituicao ou correcao de
genes alterados com um objetivo terapéutico. A principal dificuldade dos métodos de
terapia genética existentes é em permear a membrana celular para uma entrega segura

do DNA.

O objetivo deste trabalho consistiu no uso de um método de transfecdo ndo-viral
mediado por ondas de pressdo induzidas por laser. Os transdutores luz-pressao,
conhecidos como materiais piezofotdnicos sdo formados por um croméforo com elevada
capacidade de absorcdo de luz confinado num material com elevada expansdo
termoelastica. Pulsos de laser na ordem dos nanossegundos (8 ns) e picossegundos (30
ps), com comprimento de onda de 1064 nm, absorvidos pelo material piezofotdnico
fuligem-PDMS, com elevada eficiéncia de conversao da luz em pressao, originaram ondas
fotoacusticas capazes de aumentar a permeabilidade da membrana celular facilitando a

entrada do plasmideo codificador da proteina verde fluorescente.

De forma a obter diferentes gradientes de pressdo, usando fluéncias de laser
relativamente baixas (60 mJ cm™? e 100 mJ cm™) foi possivel gerar ondas com pressdes
absolutas elevadas (60 bar e 100 bar), e larguras de banda de frequéncias relativamente
baixas (10 MHz), em relacdo a outros materiais estudados pelo nosso grupo de
investigacdo (MnTPP). Esta técnica mostrou ser segura, apresentando uma viabilidade
celular superior a 95% mesmo apds varios minutos de exposicdo as ondas fotoacusticas.
Tal, é uma caracteristica bastante vantajosa, além de que é possivel expor os materiais a

sucessivos pulsos de laser sem os danificar.

Os resultados da transfecdo foram avaliados usando as técnicas de microscopia de
fluorescéncia e de citometria de fluxo. Estes resultados demonstraram que o laser de
nanossegundos com um pulso de 8 ns apresentou menor eficiéncia do que o laser de
picossegundos com pulso de 30 ps, onde se obteve uma eficiéncia de transfegao de
aproximadamente 5% em células da linha celular COS-7. Este resultado indica que a
presenca de maiores pressdes, induzindo maiores gradientes de pressao, tem elevada

relevancia para a permeabilizacdo da membrana celular.



Futuramente, espera-se que apds algumas otimiza¢des, esta técnica possa ser

introduzida na pratica clinica.



Abstract

Gene therapy involves a process that requires the genetic manipulation of specific cells
using nucleic acids, through the replacement or correction of altered genes for a
therapeutic purpose. The main difficulty with existing gene therapy methods is in

permeating the cell membrane for safe DNA delivery.

The aim of this work was to use a non-viral transfection method mediated by laser-
induced pressure waves. Light-pressure transducers, known as piezophotonic materials,
are composed of a chromophore with a high light-absorption capacity confined in a
material with high thermoelastic expansion. Laser pulses in the nanosecond range (8 ns)
and picosecond range (30 ps), with a wavelength at 1064 nm, were absorbed by the
piezophotonic material fuligem-PDMS, which exhibits a high efficiency in converting light
into pressure, giving rise to photoacoustic waves capable of enhancing cell membrane
permeability, facilitating the entry of the plasmid encoding the green fluorescent protein

(gWizGFP).

In order to achieve different pressure gradients, low laser fluences (60 mJ cm-2 and
100 mJ cm-2) were used, resulting in the generation of high absolute pressures (60 bar
and 100 bar), and relatively low-frequency bandwidths (10 MHz), compared to other
materials studied by our research group (MnTPP). This technique has proven to be safe,
with cell viability exceeding 95% even after several minutes of exposure to photoacoustic
waves. This is a highly advantageous feature, and it is also possible to expose the materials

to successive laser pulses without damaging them.

Transfection results were evaluated using fluorescence microscopy and flow cytometry
techniques. These results showed that the nanosecond laser with an 8 ns pulse had lower
efficiency than the picosecond laser with a 30 ps pulse, achieving a transfection efficiency
of approximately 5% in COS-7 cell line. This result indicates that the presence of higher
pressures, inducing higher pressure gradients, is highly relevant for cell membrane

permeabilization.

In the future, it is expected that after some optimizations, this technique can be

introduced into clinical practice.
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Introducao

1.1 Terapia Génica

Até aos anos 50, quando o bioquimico americano James Watson e o biofisico britanico
Francis Crick desenvolveram o modelo revolucionario do acido desoxirribonucleico (DNA)
de dupla hélice, pouco se sabia sobre a natureza fisica e a origem dos genes. Genes sao
sequéncias de DNA que contém a informacdo necessdria para a sintese de um produto
biologicamente funcional, como proteinas, para além de codificar certas caracteristicas
genotipicas e fenotipicas.! Em 1970, foi descoberta uma série de enzimas, a DNA ligase e
as endonucleases, que permitiam a separacdo dos genes em locais especificos ao longo
da molécula de DNA e posteriormente a sua insercdo de forma reprodutivel. Estes avancos
cientificos permitiram o aparecimento da engenharia genética, que culminou, por volta

dos anos 80, com o surgimento da expressdo “Terapia Genética”.%3

A ideia de que um gene pode ser introduzido em células especificas, e sua expressdo
levar a uma terapia eficaz, melhorando bastante a qualidade de vida dos pacientes, foi
originalmente introduzida por Theodore Friedmann. Mais tarde foi fortemente
impulsionada e concretizada por George Stamatoyannopoulos, um dos membros

fundadores da Sociedade Americana de Terapia Genética e Celular (ASGCT).*>

A terapia genética consiste num processo que envolve a manipulacdo genética de
células especificas com o uso de acidos nucleicos, através da substituicdo ou corregao de
genes alterados, ou modificando locais especificos, com um objetivo terapéutico.®’ Esta
é, na verdade, a diferenca mais importante entre a terapia celular e a terapia genética: na
terapia celular, as células ndo sdo geneticamente modificadas, mas sim submetidas a uma
manipulacdo externa, envolvendo cultura celular, para uma posterior adicdo ao
organismo, enquanto a terapia genética é mediada pela adicdo ou substituicdo de acidos

nucleicos.*

Esta terapia pretende alterar a qualidade de vida de pacientes que sofrem de doencas
genéticas agressivas e que apresentam tratamentos bastante limitados, como a fibrose
cistica, a hemofilia ou doenca de Huntington. Apds décadas de pesquisa intensiva e
centenas de ensaios clinicos, quatro terapias genéticas foram aprovadas pela “Food and

Drug Administration” (FDA): Glybera® (uniQure B. V.) para a deficiéncia familiar da



lipoproteina lipase, Luxturna® (Spark Terapeutics) para distrofia retiniana, Imlygic®
(Amgen) para melanoma e Strimvelis® (GlaxoSmithKline) para imunodeficiéncia

combinada grave de adenosina desaminase.?

A terapia genética consiste na insercdo do gene num vetor, que pode ser plasmidial,
nano estruturado ou viral (como representado na figura 1), sendo o ultimo o mais utilizado
devido a sua eficacia em invadir células e introduzir o seu material genético nas células,
que in vitro pode ultrapassar 90%. ®° No entanto, os vetores virais apresentam algumas
limitagBes como preocupacdes relacionadas com a mutagénese'® e imunogenicidade®?, e
um potencial de empacotamento limitado'?, ou seja, a quantidade de material genético
incorporado no vetor nao pode ser muito elevada. Para além disso, ha alguma dificuldade

na producdo de vetores virais'?, além de apresentarem um custo elevado.*
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Figura 1: Exemplo de um processo de terapia genética. Primeiramente ¢ inserido parte do
DNA de uma célula saudavel no vetor viral, e de seguida, este entra na célula alvo através da
fusdo com a membrana celular, deslocando-se até ao nucleo onde sera transcrito o DNA
sauddvel. Retirado de *°

Inicialmente, a terapia genética utilizou vetores virais de transgenes terapéuticos para
tratamento de cancro e de doengas monogenéticas.'®'” Embora os resultados iniciais

tenham sido abaixo do ideal, a prova de conceito obtida levou varios ensaios



subsequentes de terapia genética a usar edicdo genética mediada por virus. No entanto,

isso originou alguns infortunios importantes.!®

Em 1999, Jesse Gelsinger, um jovem de 18 anos com uma forma leve de uma doenca
metabodlica hereditaria rara, “deficiéncia da ornitina transcarbamilase (OTC)”, que
naquela altura estava controlada através de uma dieta restrita, participou num ensaio
clinico onde |he foi administrado um vetor viral, que neste caso era um adenovirus,
contendo o gene codificador da enzima OTC normal. Infelizmente, Jesse faleceu 4 dias
apos o tratamento.'® O vetor viral desencadeou uma resposta imune muito mais forte em
Jesse do que noutros pacientes, causando a faléncia em cadeia de multiplos drgdos, que

acabou por levar a sua morte.?°

As principais preocupacgées que envolvem a terapia genética viral consistem nos efeitos
adversos desta técnica de tratamento, sendo as principais, a resposta imunitaria ao vetor
viral tornar-se tdxica, e a possibilidade do desenvolvimento de cancro.'® Outro entrave
nesta terapia € o facto de ndo haver estudos suficientes que consigam relatar os efeitos a
longo prazo que permitam entender as consequéncias em geragdes futuras. E como em
qualguer método de tratamento, a seguranga é um dos fatores mais importantes a ter em

conta.

Passados alguns anos apds alguns casos indesejados, a terapia genética voltou aos
ensaios clinicos com virus modificados, concebidos para serem mais seguros. Com o
objetivo de reduzir os efeitos secundarios dos vetores virais, apareceram os vetores nao
virais como um método alternativo para entrega de genes, que tém imunogenicidade
reduzida em comparagao com os virais e, portanto, maior tolerancia para administragao
repetida. '® 2! A preocupac3o principal no desenvolvimento destes métodos é a sua
otimizacdo de forma a atingir uma eficacia equivalente a da entrega de genes por vetores

virais. 22

As abordagens clinicas atuais procuram modificar o gene anormal ao invés da insercao
do gene normal. A técnica mais recente capaz de realizar a edigdo gendmica, denomina-
se de Repeticdes Palindromicas Curtas Agrupadas e Regularmente Espacadas (CRISPR),
que, em combinagdo com a proteina Cas9, uma nuclease capaz de clivar o DNA, e com um
RNA complementar a por¢cao de DNA alvo, torna possivel a alteracao de apenas a porgao

de DNA desejada. Este sistema CRISPR-Cas9, pode ser entregue através de vetores de
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adenovirus, ou com a ajuda de métodos fisicos para permear a membrana celular, como
por exemplo a eletroporacdo, e deste modo contornar o problema das possiveis reacdes
imunitarias, para além das dificuldades existentes em ultrapassar as membranas

celulares. 2324

1.2 Membranas Bioldgicas

As membranas bioldgicas permitem a separagao entre o interior e o exterior de um
organismo, controlando as substancias que entram e saem. Além disso, as membranas
controlam a comunicacdo entre as células recebendo, enviando e processando

informacdes na forma de sinais quimicos e elétricos.?®

As membranas bioldgicas sdo constituidas por uma bicamada de moléculas lipidicas,
mais conhecida como bicamada fosfolipidica. Além de varios tipos de lipidos que se
encontram nas membranas bioldgicas, as proteinas e os aglcares da membrana também
sdo membros importantes da estrutura.?®?’ As proteinas da membrana desempenham
um papel vital nas membranas bioldgicas, pois ajudam a manter a integridade estrutural,
a organizacao e o fluxo de material através das membranas. Na auséncia destas proteinas,
a membrana fosfolipidica apresentaria uma barreira inerte e pouco permeavel. As células
seriam incapazes de comunicar umas com as outras, transportar nutrientes para dentro

da célula ou libertar-se de algo ndo desejado, ou até, responder a estimulos externos.?>

Como se sabe as membranas bioldgicas sdo impermeaveis a macromoléculas, a maioria
das moléculas polares e as moléculas com carga, no entanto sdo permedveis a compostos
apolares, isto devido a sua estrutura. Como o principal objetivo da terapia genética é fazer
chegar o material genético a célula alvo, este tem de passar a membrana. Sendo o DNA
uma macromolécula com carga negativa, por si s6 ndo conseguira chegar ao seu destino,
e para além da necessidade de protecdo, é necessario desenvolver um transportador

capaz de entregar o DNA. 28

O transporte através das membranas celulares é essencial para o equilibrio e a
regulacdo das substancias dentro e fora da célula. Ha diferentes mecanismos pelos quais

as moléculas podem atravessar a membrana.?’



A difusdo simples, € o movimento passivo de moléculas através da membrana, do local
de maior concentracdo para o de menor concentracdo (a favor do gradiente de
concentracdo), sem a necessidade de proteinas transportadoras. A difusdo facilitada, é
outro tipo de difusdo passiva, mas ocorre com a ajuda de proteinas transportadoras. O
transporte ativo, requer energia na forma de adenosina trifosfato (ATP) para mover
moléculas contra o gradiente de concentracdo, que é realizado por proteinas
transportadoras especificas e permite que as células acumulem substancias desejadas em

concentracdes mais altas.3°

A endocitose e exocitose sdo processos de transporte que envolvem a formacdo de
vesiculas. Na endocitose, a célula captura substancias do meio externo através da
invaginacdo da membrana, formando uma vesicula que é internalizada na célula. Na
exocitose, vesiculas contendo substancias sao libertadas para o meio externo através da

fusdo com a membrana celular.?®

O estudo das membranas bioldgicas é fundamental para a compreensao dos processos
celulares e para o desenvolvimento de terapias e tratamentos em varias areas, incluindo

medicina, biologia celular e bioquimica.

1.3 Transfecao Genética

A transfecdo é um processo pelo qual acidos nucleicos sdo introduzidos numa célula
eucaridtica para modificar a composi¢do genética da célula hospedeira.3! Nos ultimos
anos, a transfecdo ganhou bastante importancia devido a sua ampla aplicacdo para
estudar processos celulares e mecanismos moleculares de certas doengas.3?33 A
compreensdo da via molecular da doenca permite a descoberta de biomarcadores
especificos que podem ser aplicados para diagnosticar doencas.3* Além disto, a transfec3o
pode ser usada como uma estratégia de terapia genética para tratar doengas genéticas
hereditdrias incuraveis, doencas autoimunes e outros tipos de doengas como o cancro.3?
Hoje, o avanco da tecnologia, permite que diferentes tipos de acidos nucleicos sejam
transfetados para células de mamiferos, e estes incluem acidos desoxirribonucleicos

(DNAs), acidos ribonucleicos (RNAs), bem como pequenos RNAs n3o codificantes.3%36



A transfecdo pode ser classificada em dois tipos: transfecdo estavel e transitéria.3* A
transfecdo estavel refere-se a expressao a longo prazo de um transgene integrando o DNA
no genoma da célula hospedeira ou mantendo um vetor epissomal (plasmidial) no nucleo
como um elemento extra cromossémico. Assim sendo, o transgene pode entdo ser

expresso aquando da replicacdo das células.?”

Por outro lado, a transfecdo transitdria ndo necessita da integracdo de acidos nucleicos
no genoma da célula hospedeira, onde os acidos nucleicos podem ser transfetados na
forma de um plasmideo ou como oligonucleotidos.3? Portanto, a expressdo do transgene
poderd eventualmente ser perdida a medida que as células hospedeiras se irdo
replicando.3! A transfecdo transitéria é normalmente aplicada em experiéncias de curto
prazo para investigar os efeitos do “knock-in/down” de um determinado gene. Ja a
transfecdo estavel é util em estudos genéticos e farmacoldgicos com um longo prazo, nos

quais é necessdria uma vasta produc3o de proteinas.3®

Como referido anteriormente, é necessdario um mecanismo para facilitar a
transferéncia de acidos nucleicos para as células. Existem varios métodos de transfecao
capazes de realizar este processo, uns mais eficientes que outros, cada um com as suas
particularidades e obviamente com diversas vantagens e desvantagens. Ainda ndo é
possivel determinar um que se possa concluir sendo o melhor, no entanto, a escolha do
método a utilizar deve ter em conta a situagdo apresentada na altura do tratamento.
Estes métodos diferenciam-se entre virais e ndo virais. Dentro dos métodos n3o virais,
existem métodos fisicos, como o uso de ondas de pressao, enquanto outros envolvem o
uso de um veiculo de entrega, que pode ser lipidico ou ndo lipidico, e desta forma
melhorando o contacto entre o vetor e a membrana celular, facilitando assim a entrada

do material genético nas células.3%3°

1.3.1 Transfecdo Viral

Virus sdo agentes infeciosos microscépicos formadas por sequéncias de DNA ou RNA
envolvidos numa capsula, qgue conseguem entrar com facilidade nas células hospedeiras
por endocitose ou por fusdo com a superficie celular, e desta forma introduzir o seu

material genético viral.#94



A transfecdo baseada em virus, envolve o uso de um vetor viral (virus), que apresenta
proteinas de superficie préprias para facilitar o contacto e a comunicacao com a célula
alvo, para, assim, transportar uma sequéncia de acido nucleico especifica para dentro
desta. Os vetores virais sdo adaptados para aplicacdes especificas, no entanto
maioritariamente, devem partilhar entre si algumas propriedades, como a seguranca. Os
vetores virais sdo criados a partir de virus patogénicos e, devem apresentar baixa

toxicidade e elevada estabilidade e especificidade. 2142

Os tipos de vetores virais mais comuns sdao os adenovirus, retrovirus, lentivirus, virus
do herpes e virus adenoassociados (alguns destes exemplos estdo presentes na figura 2).
Os virus adenoassociados provocam uma resposta inflamatdria menor do que dos
adenovirus.*® Apesar disso, os adenovirus sdo dos mais utilizados em transfecdo genética
pois conseguem expressar eficazmente e a longo prazo o transgene em varios tipos de

células.
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Glicoproteina Cadeia simples

DNA

Transcriptase
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Figura 2: Demonstracdo de alguns tipos de virus com as suas respetivas diferencas. A)
Representacdo da estrutura de um adenovirus; B) Representacao da estrutura de um retrovirus;
C) Representacdo da estrutura de um virus adenoassociado.
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Os retrovirus, adenovirus, virus adenoassociados e virus do herpes sdo vetores virais
frequentemente usados para transfegao estavel, pois apresentam algumas limitagdes na
transfecdo transitéria.?"*®¢ Em comparacdo com a transfe¢do n3o viral, a transfecdo viral
é reconhecida como um método bastante eficaz para transfetar células dificeis de
conseguir realizar este procedimento. Enquanto adenovirus e virus do herpes podem ser
usados para transfetar células que se encontram, ou ndo, em divisdo, os retrovirus sé
podem ser usados para transfetar células em divisdo. No entanto, a transfecao viral esta

associada a maior citotoxicidade e pode representar um risco de infecdo viral. 3,32

Os materiais genéticos virais estdo encapsulados no capsideo viral, que ao entrar na
célula hospedeira, ird libertar o material genético e este ira dirigir-se até ao nucleo da
célula. Normalmente, os adenovirus carregam DNAs em dupla hélice, enquanto os
retrovirus carregam RNAs, e estes apresentam uma enzima que facilita a integracao de
materiais genéticos no genoma da célula alvo. Os retrovirus que expressam o transgene
de forma estavel, apresentam menor probabilidade em desencadear uma inflamagao do
gue os adenovirus, que geralmente produzem expressao transitéria do transgene, mas
desencadeiam uma inflamagado na célula hospedeira. No entanto, o uso de retrovirus para
transfecdo esta associado a um alto risco de mutagdo insercional e suspensdo do gene.
Enquanto os virus que nao induzem a transfegdo estavel do genoma tém um menor risco

associado de desencadear mutagdes. 23132

Em comparagdo com os adenovirus, os virus adenoassociados, apresentam uma cadeia
simples de DNA composta por trés genes e duas repeti¢des terminais invertidas (ITRs), o
gene Rep (Replication) responsavel pela replicacdo do genoma viral, o gene Cap (Capsid)
gue codifica as proteinas necessarias para a formacdo do capsideo viral e desta forma
proteger o genoma, e o gene AAP (Assembly) necessario para a jungdo das proteinas do
capsideo (demonstrado na figura 3).47*® Ambos os virus apresentam estrutura
semelhante, no entanto os virus adenoassociados sdao mais pequenos e provocam uma
menor imunogenicidade e patogenicidade em humanos, o que os torna um virus mais
seguro para terapia genética. No entanto, o facto de apresentar uma pequena capacidade
de empacotamento, limita as suas aplicagdes para fornecer genes terapéuticos de grandes
dimensdes, enquanto os adenovirus tém maiores capacidades de empacotamento e
foram descritos como capazes de transfetar a maioria dos tipos de células. Dentro dos
varios virus usados para transfecdo, os virus do herpes sdo os que possuem a maior
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capacidade de transporte, e além disso, é referido que o virus do herpes tem forte
associacdo a células neuronais e, portanto, o virus do herpes tem grande potencial para

ser utilizado no tratamento de doencas do sistema nervoso.?1444°

ITR aap ITR

}

Figura 3: Representagdo esquematica de um virus adenoassociado. Esquematizagéo dos
respetivos genes presentes na cadeia simples de DNA, caracteristica deste tipo de virus.

1.3.2 Transfecdo N3o-Viral

1.3.2.1 Transfecao fisica ou mecanica

A transfe¢do ndo viral pode ser repartida em métodos fisicos/mecanicos e métodos
guimicos. Dentro dos métodos de transfecdo fisico/mecanica existe a eletroporacdo,
sonoporacdo, magnetofecdo, microinjecdo de genes e irradiacdo a laser (optoporacdo),
para além destes métodos, ultrassons, ondas de choque e ondas fotoacusticas tém sido

usadas para aumentar a permeabilidade da membrana.>®

A eletroporacdo, representada esquematicamente na figura 4, é um método de
transfecdo fisica que consiste no uso de voltagem elétrica para aumentar
temporariamente a permeabilidade da membrana celular, criando poros e permitindo a
entrada do material genético. Este método é bastante utilizado para transfetar células
dificeis de transfetar, como células-tronco e linfécitos B.>> No entanto, o uso de alta
voltagem pode levar a morte celular por necrose e apoptose, ou provocar danos celulares

permanentes.3?

11



% - % 4%\ mRNA
b -~ - g%
Y ¥ ol WA YR MY T
2 - 2 Nucleus) - P4 LG 229
P4 + \ P { - + ;( Protein
- - 'tb( +

tﬁ' *4?"

Figura 4: Representacdo esquematica de um processo de transfecdo fisica, a eletroporacdo.
A) Representacdo da célula antes da eletroporacdo; B) Representagao da célula durante o
processo de indu¢do de campo magnético, formando poros para a entrada do DNA; C)
Representacdo da célula apds a eletroporagdo, onde a membrana recupera a sua integridade.
Retirado de 2

A optoporagdo é uma técnica que, usando a energia de um laser consegue aumentar a
permeabilidade da membrana. Um exemplo dessa técnica foi realizado usando
nanoparticulas de ouro (AuNPs), pelo facto de estas apresentarem baixa citotoxicidade e
imunogenicidade, foram sintetizadas camadas em forma de placa formadas por estas
nanoparticulas. O processo consistia na adesdo destas placas a camada celular (neste caso
foram usadas células Hela, linha celular do cancro cervical), e posterior irradiacdo usando
um laser de pulso continuo CW 4 W 808 nm (Optronics, Russia) com uma intensidade de
1 W/cm?. A energia do laser era absorvida pela camada de nanoparticulas o que resultava
no seu aquecimento e, desta forma, provocaria a formacao de poros na membrana celular

aumentando assim a permeabilidade da membrana. >3

A sonoporagdo (transfe¢do usando ultrassons) recorre a técnica de cavitagdao de
microbolhas, com o objetivo de criar canais na membrana celular para facilitar a
transferéncia de material genético.3'3? Existem duas maneiras de produzir cavita¢do, a
transitéria e a estavel, que ocorrem por processos diferentes. Quando as microbolhas sdo
expostas a ultrassons de alta intensidade, elas crescem e de seguida colapsam, durante
esta implosdo, é libertada uma onda de choque, levando ao aumento da permeabilidade
da membrana, daqui resulta a cavitagdo transitéria. JA4 na cavitacdo estavel, as
microbolhas quando expostas a ultrassons de baixa intensidade, sdo forcadas a oscilar
provocando a formacdo de poros. Outro tipo de transfecdo que permite a passagem de
macromoléculas através da deformacao fisica da membrana, é a transfecdo acustica que

consiste no uso de pulsos acusticos, e apresenta vantagens sobre a sonoporagado, usando
12



ultrassom de frequéncia alta, acima de 150 MHz, usando materiais piezoelétricos e pulsos
de voltagem, podendo transfetar genes e proteinas diretamente no citoplasma através da
geracgao de poros na membrana que se abrem e fecham rapidamente, o que permite a

entrega intracelular controlada e local.>*

Contudo a eletroporacdo e a sonoporacdo apresentam riscos para a membrana celular,
podendo danifica-la e levar a morte celular. Ja a transfecdo que recorre ao uso de iman,
a magnetofecdo, usa a forca magnética para melhorar a transferéncia do material
genético. Esta técnica consiste numa primeira fase de preparacdo de um complexo
formado pelo acido nucleico e por um reagente magnético, que sob o efeito do campo
magnético externo, conseguem permear a membrana. Os reagentes magnéticos que
apresentam maior eficdcia, como MnFe;04, sdo bastante tdxicos, o que impossibilita o
uso destes em experiéncias in vivo.>® Contudo, foi demonstrado que nanoparticulas de
oxido de ferro revestidas com quitosano, formando um reagente magnético,
apresentaram uma eficacia de transfec3o superior e ndo se observou toxicidade.>> Apesar
desta técnica parecer ser menos destrutiva para as células, em comparagdo com a
eletroporacdo, apresenta um problema impeditivo para o seu uso na clinica, apds a
remogao do campo magnético, os reagentes magnéticos ficam aglomerados, o que se

tornaria nocivo para um organismo.>%°6

A microinjecdo de genes, recorre ao uso de uma agulha especifica para perfurar a célula
e, deste modo, injetar os acidos nucleicos desejados na célula, mais concretamente no
nucleo. No entanto, esta técnica requer tecnologia bastante avangada para poder realizar
o procedimento com alta precisdao evitando danos celulares e, portanto, apresenta um
custo elevado, para além de que o procedimento é feito célula a célula, o que torna esta

técnica pouco pratica para evoluir para uma terapia.3?

Métodos acusticos sdao outro tipo de transfecdo fisica com a vantagem de ser
direcionavel e compativel com aplicacGes repetidas. Além disso, como acontece noutros
métodos fisicos, estes evitam a endocitose e a retengdo do material genético nos
lisossomas, o que acontece em varios tipos transfecdo quimica. Contudo, o uso de energia
acustica isoladamente apresenta uma baixa eficacia de transfecdo em comparagcdo com

os vetores virais e formulacdes quimicas ideais. >’
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1.3.2.2 Transfecdo Quimica

A transfecdo quimica (figura 5) pode ser caracterizada como sendo baseada em
lipossomas ou ndo baseada em lipossomas. Exemplos de reagentes quimicos de
transfecdo disponiveis comercialmente sao por exemplo, a Lipofectamina, que tem como
finalidade o transporte dos acidos nucleicos até a célula alvo através de vesiculas, os

lipossomas.3! 58

A transfegdo lipidica catidénica é um dos métodos mais utilizados, sendo bastante
versatil, podendo obter alta eficacia. Sdo, entdo, produtos quimicos que permitem a
formacdo de agregados lipidicos carregados positivamente que se podem fundir com a
bicamada fosfolipidica da célula hospedeira permitindo a entrada do material genético
por endocitose. Apesar de apresentar varias vantagens, como ser um processo de baixo
custo e apresentar elevada eficacia de transfecdo, apresenta maior toxicidade do que os
vetores virais, o que torna impossivel o uso em experiéncias in vivo. No entanto, pode ser

usado in vitro para controlos positivos de transfecdo in vitro.3! 32
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Figura 5: Representagdo de alguns processos de transfe¢do quimica. A) Formagao do
complexo DNA-lipossomas catidnicos, através de ligacGes eletrostaticas; B) Ligacdo dos ides de
calcio com o DNA; C) Formacdo do complexo DNA-polimeros catidnicos. Estas ligacGes permitem
a ligacdo aos recetores presentes na membrana celular facilitando a entrada do DNA.
Retirado de *2
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Os reagentes de transfecdo ndo lipossomais, podem ser divididos em varias classes,
incluindo o uso de fosfato de calcio, dendrimeros, polimeros e nanoparticulas. O fosfato
de calcio é um produto quimico facilmente adquirido, sendo dos mais baratos usados na
transfecdo, este método é baseado na ligacdo dos ides de calcio carregados positivamente
ao DNA carregado negativamente. Formado este complexo, os ides irdo permitir a entrada
do DNA na célula por endocitose. No entanto, a taxa de sucesso da transfecdo por fosfato
de célcio é relativamente baixa e requer otimizacdo prévia para alcancar alta eficacia.”®
Os dendrimeros, que sdo macromoléculas organicas tridimensionais altamente
ramificadas, podem formar complexos com acidos nucleicos superiores ao do fosfato de
calcio, sendo considerados como um reagente de transfe¢do ndo lipossomal alternativo,

mas apresentam uma eficacia bastante reduzida.®®

A transfecdo usando polimeros catidnicos forma também complexos com acidos
nucleicos, que ajudam na absorcdo do material genético pelas células por meio de
endocitose. Um exemplo é o polimero polietilenoimina (PEI), considerado um dos
polimeros com maior eficicia de transfecdo. Esta técnica baseia-se na formacdo de
poliplexos, onde os polimeros com carga positiva, através do estabelecimento de
interacGes eletrostaticas, formam complexos nanométricos com os acidos nucleicos,

protegendo-os da degradacdo enzimatica e favorecendo a sua capta¢do celular.6%62

Um dos métodos de transfecdao quimica mais recentes, a transfecao com a molécula
DEAE-dextran, que é um polimero catidnico carregado positivamente, baseia-se na
formacdao de um complexo com o acido nucleico, fundindo-se com a membrana celular
permitindo a entrada na célula por choque osmético. Contudo este método apresenta

baixa eficdcia e alguma toxicidade.3%6?

Recentemente, as nanoparticulas foram propostas como uma opcdo alternativa na
transfecao nao lipossémica. Devido ao seu tamanho reduzido podem permear através da
membrana usando recetores especificos, ou através da nucleolina que transporta a
nanoparticula diretamente para o nucleo, contornando assim a degradacao lipossomal, e
desta forma aumentando a entrada de &cidos nucleicos na célula hospedeira.?® Foi
descrito que as nanoparticulas, nomeadamente, nanoparticulas inorganicas, seja de

metais, como o ouro, ou de sais de calcio, causam pouca citotoxicidade nas células
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transfetadas. No entanto sdo necessdrios mais estudos para avaliar pormenorizadamente

a sua eficdcia e seguranca a longo prazo. 1432

III

1.3.3 Combina¢ao de Métodos de Transfecdo “Viral” e “Nao-Vira

III III

A combinagdo dos métodos de transfegao “viral” com “nao-viral” é uma ideia bastante
recente e ndo muito aprofundada, e é conhecida como uma abordagem hibrida.
Basicamente consiste na combinagdo de polimeros lipidicos glicosilados, que representam
os envelopes virais, com um polimero cationico (como por exemplo o PEI). No entanto,
este método é mais caro devido a necessidade de sintetizar artificialmente vetores

semelhantes a virus ligados a outros produtos quimicos.®

Nenhum método de transfecdo pode ser aplicado a todos os tipos de células. Portanto,
o método de transfecao ideal deve ser escolhido com base no tipo de célula e
necessidades experimentais, pois ha bastante variacdo no tamanho do material genético
a ser transfetado e no tamanho da célula alvo. Em geral, o método de transfecao escolhido
deve apresentar a maior eficacia possivel, baixa toxicidade, efeitos reduzidos na fisiologia

celular normal, ser de facil manuseamento e ser reprodutivel.
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1.4 Ondas de pressao

Ondas de pressdo resultam da vibracdo das particulas do meio no qual a onda se
propaga com um padrao de alteragdes sucessivas na pressao, através de compressoes

(regido de alta pressao) e rarefagGes (regido de baixa pressao), ilustrado na figura 6.

Onda compressiva

Compressao Rarefacao

Figura 6: Imagem ilustrativa das variacdes de densidade que se propagam no
material.

1.4.1 Ondas ultrassonicas

As ondas de ultrassom sao ondas de pressao, em que a sua caracteristica principal é a
oscilacdo das particulas em torno da sua posicdo de equilibrio. Estas ondas apresentam
frequéncias acima do limite da audicdo humana, por volta dos 20 kHz. Uma onda é
descrita por trés parametros, a frequéncia (f), a velocidade (v) e o comprimento de onda
(A), que se encontram relacionados entre si (v=fA), a velocidade nos tecidos é por volta de
1540 m/s.%>%® As ondas fotoacusticas sdo usadas com fins de diagndstico e terapéutico.
Como os tecidos humanos ndo sdo homogéneos relativamente a transmissao das ondas,
a passagem destas pelo tecido leva a absorcao, dispersao, reflexdo e refracdo de energia.
A absorcdo e a refracdo aumentam com a frequéncia, pelo que em diagndstico sdo usadas
frequéncias mais baixas pois estas sdao mais penetrantes, conseguindo chegar a tecidos
mais profundos. Os ultrassons utilizados para fins terapéuticos tém como objetivo a
interacdo com os tecidos do corpo de modo a modifica-los, como por exemplo,
produzindo aquecimento de modo a diminuir a inflamagdo na zona irradiada. Podem
também ser utilizados com a finalidade de aumentar entrega de farmacos através da
membrana. 6768
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1.4.2 Ondas de choque

Ondas de choque sdo ondas de pressdo produzidas por uma libertacdo repentina de
muita energia, por exemplo, uma explosdo. Elas sdo caracterizadas, principalmente por se
propagarem a uma velocidade superior a velocidade do som nesse meio.?® Na medicina,
as ondas de choque sdo usadas ha mais de 40 anos em litotripsia, nomeadamente para
desintegrar pedras renais sem danificar tecidos. No inicio da década de 1980, foram
realizados os primeiros estudos para avaliar o efeito do tratamento por ondas de choque
(SWT) na consolidacdo dssea. Conseguiu-se assim obter resultados impressionantes numa
melhor cicatrizacdao de pseudartroses de o0ssos longos. Posteriormente, as indicagdes

foram ampliadas para feridas de partes moles.”®7!

O que sabe sobre os efeitos das ondas de choque em cultura de células é que estas
induzem o aumento da proliferacao e aceleracao da diferenciacdo celular, a altera¢do dos
recetores da membrana celular e libertacdo de fatores de crescimento, bem como o

aumento da migracao celular.”%72

Foi demonstrado que o uso de ondas de choque aumenta a permeabilidade da
bicamada lipidica, permitindo a entrada de farmacos ou oligonucleotidos na célula.”® Para
além da alteracao tempordria da membrana lipidica, mostrou-se que as ondas de choque
podem induzir o colapso de microbolhas por cavitagdo, o que é considerado um outro

mecanismo de permeabilizacdo da membrana.”*

Uma onda de choque é descrita pelo seu perfil de pressado, que pode ser caracterizado
por duas caracteristicas: a pressdo de pico e a duracdo do pulso. Num estudo realizado
por Kodama et al.,, comparando diferentes valores de pressdao de ondas, propds-se que
uma onda de choque com um pico de pressdao maior, mas com duracdao de pulso mais
curto, provocava menor permeabilidade na membrana do que uma onda com menor pico
de pressdo, mas de maior duragao. Neste estudo concluiu-se que era o impulso de pressao
(que é definido como a integral da pressao ao longo de um intervalo de tempo), e ndo o
pico de pressdo da onda de choque, que facilita a permeacdo da membrana.®®’> Outro
parametro que é bastante relevante para caracterizar as ondas, é o seu gradiente de
pressdo, que consiste na variacdo da pressdo por unidade de tempo. Este parametro
poderd ser relacionado com movimentos de compressao e descompressdo membranares,

e explicar o seu aumento de permeabilidade. No entanto, como ndo se conseguem
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observar diretamente as interagdes, os mecanismos determinantes que causam a

permeacdo da membrana permanecem de certa forma pouco claros.”®

1.4.3 Ondas fotoacusticas

O efeito fotoacustico foi relatado pela primeira vez em 1880 por Alexander Graham
Bell, o cientista conhecido por inventar o telefone. Bell percebeu que ao iluminar uma
membrana com um feixe de luz intermitente, era produzido um sinal acustico. Tendo
descoberto este fenédmeno, numerosos cientistas comecaram a explorar este efeito que

permite codificar o som em forma de luz modulada.”’

O efeito fotoacustico consiste no processo pelo qual sdo geradas ondas de pressao
resultantes da incidéncia de luz sobre um material com propriedades especificas, como
representado esquematicamente na figura 7. A incidéncia de luz sobre o material
aumenta a temperatura local e, como resultado, hd uma expansdo termoelastica. As
sucessivas expansoes e compressoes geram ondas de ultrassom (US). Este fendmeno tem
sido bastante utilizado com dois propdsitos principais: construir um transmissor e um
recetor de US altamente miniaturizados’®, e realizar imagens fotoacusticas (PAT). A
primeira aplicacdo é bastante promissora para a imagiologia médica, que apresenta
multiplas vantagens, podendo ser usada como método de diagndstico bem como ser

usada em intervencdes clinicas.”?
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Figura 7: Representacdo do efeito fotoacustico. Apds irradiacdo do material, a energia é
absorvida, resultando na sua expansdo termoelastica, gerando assim a onda acustica.
Retirado de”®

Com os recentes avancos na fotdnica e na dtica, a imagem dtica desempenha um papel
cada vez mais importante na clinica. Uma restricdo comum as varias técnicas de imagem
Otica é a difusdo da luz, que limita a resolucdo de imagens de estruturas em tecidos
profundos. Nos ultimos anos, a tomografia fotoacustica (PAT) apareceu como uma técnica
promissora que resolve parte dessa limitac30.2%81 A PAT tem como principio de
funcionamento o efeito fotoacustico. As ondas acusticas sofrem menor difusdo do que a
luz no tecido, pelo que, a PAT pode gerar imagens de alta resolu¢do, combinando o
contraste das técnicas 6ticas com a profundidade de penetracdo e a resolucdo espacial
das técnicas acusticas. Nesta técnica o sinal obtém-se através da absorcado dtica, e pode
ser descrito em trés etapas: um agente absorve a luz, a energia 6tica absorvida é
convertida em calor e gera um aumento de temperatura e ocorre a expansao
termoeldstica, resultando na emissdo de ondas acusticas. Esta técnica, servindo de
diagnéstico, e aproveitando contrastes endégenos moleculares como a oxi e a desoxi-
hemoglobina, consegue obter imagens de cavidades vasculares, perceber a saturacdo de
oxigénio da hemoglobina (sO) e obter a velocidade do fluxo do sangue. Para além dos
contrastes enddgenos, a PAT, consegue obter imagens com o uso de agentes de contraste
exdgenos, como corantes organicos e nanoparticulas.?? Esta técnica de imagem médica
tem muito potencial, pelo facto de conseguir atingir tecidos mais profundos, obtendo
melhor resolucdo. O laser utilizado apresenta um feixe de luz ndo ionizante, com
comprimentos de onda entre 690 nm e 950 nm, e é uma técnica mais rapida e mais barata

que, por exemplo, a ressonancia magnética.”’
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Nos ultimos anos, o uso de lasers pulsados tem vindo a despertar grande interesse na
area da conversdo fotoacustica, dado que, usando materiais que eficientemente
transformam luz em pressdo, conseguem gerar ondas com picos de pressao elevados e
grandes larguras de banda de frequéncias usando pulsos de laser com fluéncias a baixo
de 100 mJ cm2. A combinac3o de altas frequéncias com pressdes elevadas, possibilita a
interacdo mecanica com estruturas bioldgicas, como células, que é a base para a
permeabilizacdo fisica das barreiras bioldgicas. Esta permeabilizacdo encontra aplicacdes

na entrega de farmacos e na realizac3o de transfec3o genética com maior seguranca.®

Um material piezofoténico é formado por um material capaz de absorver a energia
proveniente de um laser, conseguir transformar essa energia em calor e ter uma expansao
termoelastica elevada de modo a formar uma onda fotoacustica, ou seja, sdo materiais
com elevada conversdo luz-pressdo. 8 Normalmente, estes materiais sdo finos e devem
absorver uma grande quantidade da luz incidente pois a espessura do material (h) é
inversamente proporcional ao pico de pressao (py) e é proporcional a energia absorvida
(AH,;,) obtido pela expansdo termoeldstica, como visivel na equagdo 1.838

r
Po = 7 AHe, (1)

Um material piezofoténico, necessario para a producdo destas ondas, deve consistir de
um croméforo com coeficiente de absor¢do elevado no comprimento de onda do laser,
embutido num material com um grande coeficiente de expansdo térmica, B (ou seja, um

grande parametro Griineisen:
—_ 2 2
I'= cZB/C, (2)
onde ¢ é a velocidade do som e C, é o calor especifico a pressdo constante.®

A geracdo de ondas de pressdo através da expansdo termoeldstica aumenta quando o
material que absorve a energia se encontra confinado por um material rigido.>® Devido ao

confinamento as ondas fotoacusticas tornam-se maioritariamente compressivas (Figura

8).
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Figura 8: Representac¢do de uma onda de pressdo em fungdo do espaco. Na figura observa-se
a zona de compressdo, que representa os valores mais altos de pressao, e a zona de rarefagao,
representativa dos valores mais baixos de press3o. Adaptado da referéncia 8

A geracdo destas ondas (representada na figura 9), baseia-se numa sequéncia de trés
processos muito rapidos. Imediatamente apds a absorg¢do da luz pulsada por um material
piezofotdnico, é alterada a distribuicdo eletrénica do cromdéforo, passando do estado
fundamental para o estado excitado (figura 10), e de seguida retorna ao estado
fundamental, por processos ultrarrapidos ndo-radiativos, o que resulta numa rédpida
transferéncia de calor do croméforo para o material confinado pelo croméforo. Como
consequéncia desta rapida libertacdo de calor, ird ocorrer uma expansao termoelastica
do material para o qual ocorreu a transferéncia de calor, e por sua vez, gera-se uma onda

fotoacustica.®3

Ondas fotoactsticas === = —a-

L > PDMS .
—> Vidro de suporte Piezotfotonico

Pulso de laser

Figura 9: Representac¢do esquemadtica da geracdo de ondas fotoacusticas, usando um
material piezofotdnico. Adaptado da referéncia 7°
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Para que a conversdo luz-pressdo ocorra, usando luz pulsada, tém de ser cumpridas
duas condigdes. Uma condicao é o confinamento térmico, que implica o armazenamento
total de calor no volume irradiado antes deste se difundir (tempo de difusdo térmica, t;),
maximizando a temperatura no local irradiado. A outra condicdo necessaria, é a condicao
de confinamento de tensdo, que requer que o aquecimento do material seja mais rapido
que o seu tempo de expansdo térmica (tempo de relaxamento, 1), ou seja 0 aquecimento
ocorre praticamente sem aumento de volume, levando a acumulacdo de alta pressao
termoeldstica.®38® Quando 7, < T4, and T, < T, estd se perante um regime de pulso curto,

onde 7, é a duragdo do pulso, estas condi¢Bes sdo expressas por duas equacdes:3387

1
=t 3)
Ha X Cs
1
_ (4)
Tey =
th UE X

Onde u, é o coeficiente de absorgdo linear, ¢ é a velocidade do som no material (ms

1) e ayy, é a difusdo térmica (m?s?).
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N\ e_\rolaxation

q

~
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Figura 10: Diagrama de Jablonski. Representagdo dos varios eventos que podem ocorrer
apos a excitacdo do eletr3o. Retirado da referéncia %
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A amplitude da pressdao maxima de uma onda fotoacustica (po) depende da fluéncia do

laser (EL):

Po=T X pg XE, X N (5)

onde I' é o parametro de Grlneisen, 1, € a fracdo de luz absorvida que é convertida
em calor e u, é o coeficiente de absorgao linear e (u,)* corresponde a espessura da regido
de absorgdo. As transigdes nao radiativas muito rapidas do cromoforo garantem que o
valor de 74, é muito préoximo de 1 durante o pulso de laser, e quanto menor for a
espessura do material maior serd a pressao (po). A pressao absoluta da onda gerada é
proporcional a energia absorvida e inversamente proporcional a espessura da regido de
absorgdo, representada como (u,)?, ou seja, sdo necessdrios filmes finos com elevada

absorcdo da energia.

As ondas de choque e as ondas fotoacusticas sao ondas de pressdao, mas diferem na
maneira como sdo geradas. As ondas fotoacusticas sdo produzidas, como referido acima,
através da absorcao de luz de laser pulsado provocando apenas a expansao termoelastica
de um material. Neste caso, a energia usada é inferior ao limite de ablacdo do material.
Ja as ondas de choque sdo produzidas quando existe a ablacdo de um material especifico
guando exposto a grandes energias, como por exemplo um laser focado, ou seja, a onda
de choque requer a destruigdao do material para ser produzida. Isto é uma desvantagem
relativamente as ondas fotoacusticas, que podem ser geradas por um numero indefinido
de vezes com varios pulsos de laser, sem destruicdo do material.®° Considerando que no
mecanismo de permeagao da membrana celular sao as sucessivas distensdes e
compressdes que provocam a alteracdo da permeabilidade da membrana, permitindo a
abertura de poros, ha uma clara vantagem em utilizar ondas fotoacusticas para aumentar

a permeabilidade da membrana celular.®®
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1.5 Material Piezofotdnico

O principal objetivo dos materiais fotoacusticos é conseguir gerar ondas fotoacusticos
com pressdes suficientemente altas para conseguir provocar a destabilizacdo membranar
e aumentar a permeabilidade das membranas bioldgicas durante um curto periodo de
tempo, sem exceder limites que podem levar a rutura total da membrana e levar a morte
celular. Para além da contribuicdo da pressdo, tem de se ter em conta a largura de banda
de frequéncias obtidas. A razao pela qual sdo necessarias frequéncias mais elevadas deve-
se as forcas mecanicas associadas as variagdes de pressdo, compressiva (pico de pressao)
e ténsil (pressdo baixa), se exercerem a escala celular. Por exemplo, considerando a
velocidade do som nos tecidos (1540 m/s) e a relagdo entre frequéncia, velocidade e

comprimento de onda, uma onda com 100 MHz tem um comprimento de onda de 15 pum.

Nos ultimos anos, tém-se estudado varios materiais capazes de gerar ondas
fotoacusticas, com o objetivo de melhorar a eficiéncia da conversao da energia da luz em
press3o, usando nomeadamente nanofibras de carbono (CF)®!, nanotubos de carbono
(CNTs)??, nanoparticulas de fuligem de carbono (CSNP)?® e nanoparticulas de ouro®*.
Nestes materiais, a camada do nanomaterial é tipicamente envolvida com
polidimetilsiloxano (PDMS), que é o material responsavel pela expansao térmica. O PDMS
é bastante utilizado nestes materiais devido ao seu elevado coeficiente de expansao
térmica. Um material mais recente, que mostrou ser promissor na criacao de uma onda
com uma boa relacdo entre a pressdo e a largura de banda de frequéncias, foram

nanoflocos de grafeno combinados com PDMS.%*

Nanoparticulas de ouro demonstraram um grande coeficiente de absor¢ao como
também se mostraram adequadas para aplicacbes biomédicas, o que levou a varias
experiéncias a serem desenvolvidas usando a combinacdo destas nanoparticulas com
PDMS. Deste modo obtém-se filmes melhores que os filmes metalicos finos.”®°® Contudo,
até agora, os filmes de carbono apresentam melhor desempenho que os filmes de metais

finos e as nanoparticulas de ouro.%’
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1.6 As ondas fotoacUsticas na permeabilizacdo de membranas

bioldgicas

Nos ultimos anos, o nosso laboratério tem explorado o uso de ondas fotoacusticas para
a permeabilizacdo da pele®® e de vesiculas unilamelares gigantes (GUVs)®°, bem como na
transfecdo genética®. A gerac3o destas ondas foi mediada pelo uso de véarios de tipos de

laser e varios materiais piezofotdnicos.

As ondas fotoacusticas mostram permeabilizar o estrato corneo, camada mais externa
da pele, a grandes moléculas e proteinas. Com apenas dois minutos de exposicao a estas
ondas usando um laser com uma frequéncia de pulso de 20 Hz, a perda de agua trans
epidérmica (TEWL) da pele humana saudavel aumenta por um fator de 2.5. Este resultado
levou a conclusdo de que estas ondas conseguem aumentar a permeabilidade da pele
para a entrada de fdrmacos, sendo posteriormente testada, usando uma bacteroclorina -
redaporfina (massa molar de 1135 g/mol), que por si sé ndo poderia passar a membrana

da pele, mas com uma exposi¢do de ondas durante 25s conseguiu permear 35 pm.8¢

Os GUVs sao formados por uma bicamada fosfolipidica fina, simulando a bicamada
fosfolipidica de uma membrana celular, sendo Uteis como veiculos de transporte de
farmacos e modelos de bicamada lipidica. Um trabalho do nosso laboratério em
colaboragdo com um laboratério do MIT demonstrou que as ondas fotoacusticas, geradas
usando filmes de CNT embebidos em PDMS, conseguem promover a saida de 25% de FITC-

dextran dos GUVs sem a alterac3o do seu tamanho nem sua destrui¢do.®>

O mesmo processo de geracdo de ondas fotoacusticas, mas usando outro tipo de
filmes, cloreto de manganésio (lll) 5, 10, 15, 20- tetrafenilporfirinato (MnTPP) combinado
com polistireno (PS) - permitiu obter um resultado promissor na area da transfecdo
genética. As ondas ndo apresentaram citotoxicidade celular e com uma exposicao de 10
min conseguiu-se transfetar 5% de um plasmideo codificante da proteina verde
fluorescente (GFP) numa linha celular de fibroblasto de macaco COS-7. Neste trabalho
foram utilizados dois lasers, um de nanossegundos e outro de picossegundos, ambos
serviram para a geragdo de ondas fotoacusticas, no entanto, demonstrou-se que o pulso

de laser a 532 nm do laser de picossegundos foi capaz de gerar ondas 5x mais intensas
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gue as geradas pelo laser de nanossegundos, devido a maior densidade de potencia ética

do laser de picossegundos, o que contribuiu para uma pressdo absoluta maior da onda. 8

Este trabalho procura contribuir para o melhor entendimento do procedimento de
transfecdo, e aumentar a sua eficacia, usando outro tipo de filmes - fuligem com PDMS -

e usando outro comprimento de onda - 1064 nm.

27






CAPITULO 2

MATERIAIS E METODOS
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Materiais e Métodos

1.7 Reagentes

Para a cultura celular de COS-7, o meio de cultura utilizado foi o Dubbelco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM, fornecido pela Sigma-Aldrich) e as células foram mantidas numa
atmosfera humidificada a 37°C com 5% de CO;. O DMEM ¢é formado por vermelho de
fenol, glucose e L-glutamina numa concentracdo de 4500 mg/L, e foi adicionado tampao
de acido de 4-(2-hidroxietil) piperazina-1-etanosulfonico (HEPES, fornecido pela Sigma-
Aldrich) com uma concentracdo de 10 mM, bicarbonato de sédio numa concentracdo de
10 mM (fornecido pela Sigma-Aldrich), 10% de soro fetal de bovino (FBS, fornecido pela
Biowest) e 1% de penicilina-estreptomicina (PenStrep, fornecido pela Sigma Aldrich). A
agua Milli-Q usada para a preparar as solucdes foi desionizada utilizando um sistema
Millipore MilliQ de purificacdo de agua. Para preparar a solucdo de tampao fosfato-salino
(PBS) utilizou-se fosfato de sddio dibasico (0,43 mM), fosfato de potassio dibasico (0,14
mM), cloreto de sddio (13,7 mM) e cloreto de potassio (0,27 mM) (fornecidos pela Sigma-

Aldrich) acertando-se de seguida o pH nos 7,4.

A resazurina foi obtida na Sigma Aldrich e foi preparada uma solucdo stock em PBS,
com uma concentragdo de 0,1 mg/ml. A partir desta solugdo stock prepararam-se
solugdes para aplicar nas células, com uma diluicdo de 1:10, em conjunto com meio de

cultura.

O plasmideo que codifica a Proteina Verde Fluorescente (GFP), gWizGFP, fornecido
pela Aldevron, com uma concentracdo de 5 mg/mL. As solucGes preparadas para a adigdo

as células, consistiam de DMEM sem soro fetal nem antibidtico.
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1.8 Equipamento

Todos os procedimentos relacionados com culturas celulares, preparacdo do meio de
cultura, da solucdo de PBS e solugdo de tripsina para aplicar nas células foram executados
na camara de fluxo laminar Thermo Scientific MSCAdvantage. As pesagens foram
realizadas a temperatura ambiente numa balanga analitica Kern AL 220-5DNM,
previamente calibrada. Os frascos de cultura, tubos de centrifuga conicos, placas de 12-
pocos, micropipetas utilizadas foram adquiridas a Orange Scientific. As pipetas de Pasteur
de vidro e as pontas para os micropipetas foram adquiridas a Frilabo. O autoclave utilizado
para esterilizar todo o material necessario para as culturas celulares é da marca AJC
Uniclave 88. O microscépio utilizado para a observagao das células foi um microscépio
invertido Olympus CKX41 acoplado a uma lampada de fluorescéncia. Os lasers utilizados
para a realizacdo das experiéncias foram o laser M-NANO da montfort (8 ns de pulso), e o
laser EKSPLA PL 2143 A (30 ps de pulso). O leitor de microplacas, utilizado para o ensaio
da resazurina, é um Synergy HT™ da BioTek, EUA, com um conjunto de filtros para uma

excitacdao a 560 nm e emissao a 590 nm.

1.9 Filmes Piezofotdnicos

Os filmes de nanoparticulas de carbono, mais concretamente de fuligem, utilizados
para transformar luz em ondas de pressdao, foram disponibilizados pela LaserlLeap
Technologies, S.A. (Coimbra, Portugal), empresa responsavel pela sua producdo. Neste
momento ndo é possivel divulgar o método de fabrico destes materiais. A espessura dos
filmes foi medida com um micrémetro digital e as absorvancias medidas com um
espectrofotémetro Jasco V-630. Os outros filmes de carbono (grafeno) foram utilizados e
testados através de uma colaboracdo, o que também impossibilita a divulgacdo do
método de producdo. Os filmes de MnTPP foram testados noutro trabalho realizado neste
grupo de investigacao, e desta forma, os resultados utilizados na sua caracterizacao foram

utilizados para possiveis comparacdes.
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1.10 Cultura Celular

Para a realizacdo das experiéncias, a linha celular utilizada foi a COS-7 (células
imortalizadas em monocamada de fibroblasto de macaco). A cultura celular foi mantida
em DMEM, suplementado com 10% de FBS e 1% de PenStrep. As células permaneceram
em frascos T75 estéreis com uma tampa com filtro, adquiridos na Thermo Scientific. A
incubadora BB15 manteve-se a temperatura de 37°C, num ambiente humidificado,
contendo 5% de CO2. A cultura foi mantida durante 5 dias e, apds este periodo,
verificando-se uma confluéncia de cerca de 80% a 90%, procedia-se a passagem das
células onde estas sdo lavadas com PBS e posteriormente destacadas com tripsina,

descartando-se uma porgao para permitir o crescimento de novas células.

1.11 Espetro de Absorc¢ao

Com o objetivo de obter o valor da absorvancia do material piezofotdnico utilizado
neste trabalho, procedeu-se a realizacdo do seu espetro de absorc¢do, representado na
figura 11. Como visivel no grafico abaixo, o valor da absorvancia é 7, mantendo-se
inalterado nos diferentes comprimentos de onda medidos. Este valor ndo é superior pois
o espectrofotdmetro nao consegue ler absorvancias mais altas, no entanto a principal
razdo, é que o filme absorve praticamente na totalidade (>99,99999%) a luz sobre ele
irradiada, cumprindo assim uma das caracteristicas necessarias de um material

piezofotonico.

Absorvancia
o = N w H (05 (o)) ~ [oe] [Cs]

800 850 900 950 1000 1050 1100

Comprimento de onda (nm)

Figura 11: Espetro de absorc¢do do filme de fuligem.
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1.12 Caracterizacao das ondas Fotoacusticas

Neste trabalho foram utilizados dois lasers, um laser de nanossegundos (M-NANO, 8
ns de pulso, foram usadas frequéncias de repeticdo de 6 Hz, 10 Hz e 20 Hz) e um laser de
picossegundos (EKSPLA PL 2143 A, 30 ps de pulso, 10 Hz) para gerar ondas fotoacusticas.
As ondas foram registadas com um osciloscopio digital (DPO7254 Tektronix, que
apresenta uma largura de banda de 2,5 GHz). Neste trabalho foram avaliados trés filmes
piezofotdnicos diferentes, filmes de fuligem combinados com PDMS, filmes de cloreto de
manganésio (lll) 5, 10, 15, 20- tetrafenilporfirinato (MnTPP) combinado com polistireno

(PS) e filmes de carbono.

Os filmes de MnTPP incorporados em polistireno foram avaliados a um comprimento
de onda de 532 nm expostos ao laser de picossegundos com uma fluéncia de 100 mJ cm -
2, Neste caso o material foi confinado entre um vidro de quartzo e um espelho dielétrico
ambos com 1 cm de espessura, com a finalidade de otimizar a geracdo das ondas. (Figura
12) Usando um transdutor de 225 MHz colocado em contacto, através de silicone, com o
material e com uma posterior analise e obtengao da Transformada de Fourier, obtiveram-
se os respetivos valores das frequéncias das ondas de pressdo. A obtencdo das pressdes
absolutas das ondas foi possivel com o uso de um hidrofone de 20 MHz, com uma
posterior calibracdo tendo em conta a sensibilidade do hidrofone.? Os resultados da
caracterizacdo das ondas fotoacusticas geradas pelo filme MnTPP foram obtidos de uma

experiéncia anteriormente realizada no grupo.
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Figura 12: Imagem ilustrativa da montagem experimental usada para medir a pressao
absoluta das ondas geradas pelos filmes de MnTPP. Retirado da referéncia &3

Os filmes de fuligem combinados com PDMS, foram avaliados em ambos os lasers, no
de nanossegundos foi utilizada uma fluéncia de 60 mJ cm 2, ja no laser de picossegundos
utilizaram-se duas fluéncias, 60 mJ cm 2e 100 mJ cm 2. Com a finalidade de obter as
frequéncias relativas, usou-se um transdutor de 225 MHz conforme ilustrado na figura 13,

e posteriormente procedeu-se a obtencdo da Transformada de Fourier (FFT).

o

oscilloscope

Espelho

refletor

/4

— Feixe Laser

Laser ==

Pulsado —» Filme

—» Transdutor

Figura 13: Imagem ilustrativa da montagem experimental para medir a largura de
banda das ondas geradas pelos filmes de fuligem. Adaptado da referéncia 3

Para calcular as pressdes absolutas das ondas geradas, usou-se um Hidrofone de 30
MHz, mergulhado em agua a cerca de 1 cm do material piezofotdnico, onde este, era

irradiado por baixo. Antes de chegar ao material piezofotdnico, o feixe de laser passava
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por um espelho, que reflete >99% da luz, e pelo plastico do recipiente com a agua, e

posteriormente irradiava o material. (figura 14) Os filmes de carbono foram avaliados nas

mesmas condi¢des que os filmes de fuligem.

oscilloscope
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Pulsado

Hidrofone

Filme

e

Fundo recipiente +«—— Feixe laser

de agua

Figura 14: Imagem ilustrativa da montagem experimental para medir a pressao
absoluta das ondas geradas pelos filmes de fuligem. Adaptado da referéncia 83

1.13 Viabilidade Celular

A viabilidade celular da linha celular COS-7, foi avaliada in vitro apds exposi¢cdao das

células a ondas fotoacusticas produzidas pelo material piezofoténico de fuligem com

PDMS quando irradiado com laser pulsado de nanossegundos e de picossegundos. Foram

estimadas viabilidades celulares apds 5 min e 10 min de exposicdo. No laser de

nanossegundos manteve-se a fluéncia igual a 60 mJ cm % e alterou-se a frequéncia do

laser entre 6 Hz e 20 Hz, ja no laser de picossegundos procedeu-se a altera¢des na fluéncia

do laser entre 60 mJ cm 2e 100 mJ cm 2, mantendo a frequéncia de 10 Hz. A montagem

utilizada para a realizagao destas experiéncias encontra-se ilustrada na figura 15.
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Figura 15: Imagem ilustrativa da montagem utilizada para as experiéncias de
viabilidade celular e de transfecdo com o laser de picossegundos. A diferenca para o
laser de nanossegundos é o diametro do feixe de laser (0,8 cm).

Este protocolo de viabilidade tem uma duracado de 4 dias. As células sdo inicialmente
plagueadas com uma densidade celular de 30k e 40k em 1 mL de DMEM em placas de 12
pocos, no dia seguinte o meio é trocado, no 32 dia procede-se a aplicacdo das ondas
fotoacusticas, e no 42 dia 500 pL de meio de cultura contendo 10% de resazurina é

adicionado as células. (Figura 16)

Trocar meio celular Verificar viabilidade celular

| 24h |

Aplicar ondas
fotoacusticas

Plaquear células

Figura 16: Esquema ilustrativo do protocolo utilizado para célculo da viabilidade
celular.

A resazurina é um corante nao-fluorescente. No entanto, quando é reduzido pelas
células metabolicamente ativas, ou seja, vidveis, dd origem a resorufina que é um
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composto altamente fluorescente. Para obter a percentagem de viabilidade celular, a
fluorescéncia do segundo composto é analisada por um leitor automatico de microplacas

(Synergy HT™ da BioTek).

1.14 Transfecdo in vitro

Monocamadas da linha celular de fibroblastos de macaco COS-7 foram cultivadas em
DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de penicilina e estreptomicina,
numa incubadora com uma atmosfera humidificada com 5% de CO2 a 37°C. As solugdes
para a transfecdo do DNA plasmidial que codifica a Proteina Verde Fluorescente (GFP)
gWizGFP, foram preparadas em meio de crescimento (DMEM), sem soro ou antibioticos.
Primeiramente, as células COS-7 foram semeadas em placas de 12 poc¢os a uma densidade
de 40.000 células/poco em 1 mL de meio de cultura. No dia seguinte o meio foi removido
e adicionado novo. Apdés 24h o meio de cultura foi removido e 500 plL de solugdo de
plasmideo em meio de cultura foi adicionado sem soro e sem antibiéticos. Em seguida, o
material piezofotdnico foi imerso no meio de cultura e aproximado da monocamada
celular, sem entrar em contacto com as células. As células foram expostas as ondas
fotoacusticas durante 10 min. Foram testadas concentracdes de plasmideo de 250 pg/mL
e 500 pg/mL. Foram usados dois lasers, um laser de nanossegundos com a fluéncia de 60
mJ cm?, usando duas frequéncias de disparo de 10 Hz e 20 Hz, e um laser picossegundos
com uma fluéncia de 100 mJ cm™, com uma frequéncia de repeticdo de 10 Hz. O processo
de exposicdo das células as ondas foi efetuado fora da cdmara de fluxo. Os controlos
realizados foram mantidos nas mesmas condi¢gdes das experiéncias efetuadas. A
montagem utilizada para a realizagcdo destas experiéncias encontra-se ilustrada na figura

15.
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1.15 Microscopia de Fluorescéncia

Antes de proceder a avaliagdo quantitativa das células transfetadas, a transfecdo foi
confirmada por microscopia de fluorescéncia utilizando um microscépio Olympus CKX41
com um sistema de fluorescéncia incorporado Olympus URF LT50. Este microscépio foi
utilizado, além da aquisicdo de imagem de transmissao, usando filtros de excitagdao no
azul (460-490nm). Como é visivel na figura 17, onde estdo presentes os espetros de
excitacdo e emissdao da GFP, percebemos que conseguimos excitar a proteina fluorescente
verde usando o filtro de excitacdo no azul (460-490nm), o que nos permite visualizar a
fluorescéncia da GFP que se encontra dentro das células, acredita-se que é
maioritariamente expressa no reticulo endoplasmatico, o que nos ajuda a concluir se

ocorreu o processo de transfecdo pretendido.
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Figura 17: Espetro de excitacdo e emissdo de fluorescéncia da GFP.
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1.16 Citometria de Fluxo

O citémetro de fluxo é constituido por 3 partes importantes, o fluido responsavel pelo
transporte da amostra até ao ponto onde esta sera analisada, lasers responsaveis pela
irradiacdo da amostra e seus filtros, e o sistema eletrénico responsavel pela conversao

dos sinais dos detetores em sinais que podem ser lidos pelo computador.®®

A citometria de fluxo é uma tecnologia que analisa rapidamente e quantitativamente
as caracteristicas das células a medida que estas passam por lasers especificos enquanto
suspensas numa solugao tampado. Cada célula é analisada quanto a dispersao de luz e
guanto a sua fluorescéncia. A dispersao de luz é medida em duas dire¢des distintas,
“Forward Scatter” (FSC), desta forma medindo o tamanho da célula, e “Side Scatter” (SSC)
gue indica a complexidade interna da célula. A fluorescéncia é medida através da
expressao de proteinas fluorescentes existentes nas células. Desta forma a citometria de
fluxo consegue distinguir varias populacdes de células numa amostra, por exemplo,
distinguir células vivas de células mortas. Esta funcdo presente nesta técnica, chamada de
“cell sorter”, permite escolher as diferentes populacdes celulares que se pretende

analisar, sendo bastante benéfico para uma maior credibilidade dos resultados obtidos.*®

Neste trabalho a citometria de fluxo foi utilizada para obter uma percentagem da
eficacia do processo de transfecdo. Apds 48h da exposicdo as ondas fotoacusticas as
células sdo colocadas numa solugcdo de PBS de 300 uL e posteriormente lidas pelo
citdmetro. O citémetro foi programado para analisar 20000 células usando um laser de
excitacdo de 488 nm e detecdo de fluorescéncia verde. Nas experiéncias de citometria
realizadas, foi imposto um “gate” com a finalidade de separar células vivas das mortas,
pelo que os resultados obtidos da transfe¢do sdo relativos apenas as células vivas. Para

cada amostra o protocolo foi mantido.
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1.17 Andlise estatistica

Os valores medidos nas diferentes experiéncias sdo apresentados na forma de média
t erro padrao da média. A analise estatistica foi realizada com o software GraphPad Prism
8. Para alem deste programa, outro foi utilizado para a avaliagdo das propriedades das
ondas fotoacusticas geradas, OriginPro 2016, realizando a transformada de Fourier dos
valores obtidos através do transdutor 225 MHz para obter a largura de banda, ja a pressao
absoluta foi obtida através do cdlculo da transformada de Fourier e posterior calibracdo
dos valores obtidos com o hidrofone de 30 MHz (protocolo na sec¢gdo do material
suplementar). A informacdo foi analisada com o teste One-way ANOVA. Cada condicdo
tem um minimo de trés ensaios (n=3), sendo que cada um dos ensaios corresponde a

média do triplicado.
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Resultados

1.18 Caracterizacao das ondas fotoacusticas

As ondas fotoacusticas foram geradas utilizando dois tipos de laser, um laser de
nanossegundos (M-NANO da montfort, com pulso de 8 ns) e um laser de picossegundos
(EKSPLA PL 2143 A, com pulso de 30 ps, 10 Hz). Filmes de fuligem combinados com PDMS,
foram investigados com excitacoes de laser pulsado a 1064 nm, para avaliar dois
parametros: a pressao absoluta e a largura de banda. A pressao absoluta das ondas
geradas foi medida através do uso de um Hidrofone de 30 MHz de Precision Acoustics
(modelo NH0200) calibrado com um alcance de 1 a 30 MHz. A largura de banda de
frequéncias foi obtida com o uso de um Transdutor de 225 MHz de Panametrics/Olympus

(modelo V2113).

Na figura 18 observam-se os dois parametros das ondas calculados, usando o laser de
nanossegundos. Neste caso, as ondas geradas obtiveram, a -6 dB, uma largura de banda

de 10 MHz e uma pressao absoluta de 62,49 Bar.
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Figura 18: Sinais fotoacusticos obtidos com o laser de 8 ns, com uma fluéncia de 60 mJ cm™
a 1064 nm, mostrando a) a pressao absoluta registada pelo Hidrofone de 30 MHz e calibrada e b)
a FFT da onda detetada com o Transdutor de 225 MHz, com as respetivas frequéncias.
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Figura 19: Sinais fotoacusticos obtidos com o laser de 30 ps, com uma fluéncia de a) 60 mJ cm™? e b) 100 mJ cm2a 1064 nm, mostrando (a e b) as pressdes

absolutas registadas pelo Hidrofone de 30 MHz e calibrada, c) a FFT da onda detetada com o Transdutor de 225 MHz, com as respetivas frequéncias, com uma
fluéncia de 100 mJ cm=.

Para o laser de picossegundos, as ondas fotoacusticas, apresentaram, a -6 dB, uma largura de banda de 8 MHz, e uma pressdo absoluta de 64 bar

(fluéncia de 60 mJ cm2) e 101 bar (100 mJ cm2). (Figura 19)
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Para uma possivel comparagao entre trés tipos de materiais piezofotdnicos, foram utilizadas informacgdes sobre as caracteristicas dos materiais

e das ondas geradas por estes, através de experiéncias efetuadas anteriormente no nosso grupo. As caracteristicas mais relevantes dos filmes e das

ondas por si geradas, estdo apresentadas na Tabela 1.

Filmes A
(hm)
MnTPP 532
Carbono 1064
(Colab.)
Fuligem 1064

Tabela 1 : Caracteristicas dos diferentes filmes e das respetivas ondas geradas.

A
(Absorvancia)

1,2

0,6

Espessura
(1m)
75

17

110

Ua
(pm™)
0,037

0,081

0,146

Pico de

Pressdo (Bar)

ns

7

62

30
ps *
9

39

101

Pmax/ EL

% %

0,15

0,65

Largura de
banda a -6dB
(MHz)

8 30
ns ps *
98 158
- 72
10 8

Pressao Variagao de
negativa pressao (Bar)
(Bar)
8 30 8 30
ns ps * ns ps *
- -9 - 81
- -20 73 121

11

* No filme carbono (colab.) a fluéncia utilizada para a caracteriza¢do das ondas foi 60 mJ cm? ja no filme de fuligem a fluéncia foi 100 mJ cm.

** Para o célculo da razdo Pmax/EL foram utilizadas as pressdes obtidas no laser de picossegundos.
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1.19 Viabilidade Celular

Antes de proceder a qualquer experiéncia de transfe¢do, foram realizados testes de
viabilidade celular para obter informagdes sobre o efeito das ondas fotoacusticas nas
células. A viabilidade foi medida em duas densidades celulares, 30k e 40k, através da
execucdo do teste alamar blue, avaliada 48h apds a exposicdo as ondas. Foram realizadas
varias condig¢Oes de irradiacdo, tendo consistido no uso do laser de nanossegundos e de
picossegundos. No laser de nanossegundos foi alterada a frequéncia de disparo do pulso
de 6 Hz e 20 Hz, alterando também o tempo de exposi¢cdo de 5 min e 10 min, mantendo a
fluéncia de 60 mJ cm™2. No laser de picossegundos foi alterada a fluéncia do laser entre 60

mJ cm2e 100 mJ cm™, com alteracdo também no tempo de exposi¢do de 5 min e 10 min.
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Figura 20: Valores respetivos da viabilidade celular para as duas densidades avaliadas
com exposicdo ao laser de nanossegundos com uma fluéncia de 60 mJ cm?, variando a
frequéncia de disparo e o tempo de irradiagdo.
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Figura 21: Valores respetivos da viabilidade celular para as duas densidades avaliadas
com exposicdo ao laser de picossegundos usando duas fluéncias distintas (60 mJ cm?e
100 mJ cm2), alterando o tempo de irradiac3o.

Depois de varias experiéncias realizadas para obter uma conclusdo fundamentada
acerca do efeito das ondas fotoacusticas geradas usando filmes de fuligem na linha células
COS-7, constatou-se entdo que as melhores condi¢des a serem usadas para uma avaliacao
da transfecdo seria usar uma densidade celular de 40000 células por po¢o, com uma

irradiacdo de 10 min com uma fluéncia igual a 100 mJ cm2.
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1.20 Transfecao in vitro

Apds os resultados positivos relativos ao efeito das ondas fotoacusticas nas células,
gue nos possibilitaram concluir que as ondas ndao afetam a viabilidade celular, ndo
provocando a sua morte, é possivel usar as capacidades existentes e ja conhecidas deste
tipo de ondas no aumento da permeabilidade da membrana celular, possibilitando a
entrada de compostos de interesse. Posto isto, procedeu-se a tentativa de transfecdo de
um plasmideo que codifica a GFP, gWizGFP, em células da linha celular COS-7, estando
plagueadas com uma densidade celular de 40k, pois foi o valor de células que permitiu

irradiar uma maior quantidade celular na zona central do poco.

Foram realizadas experiéncias usando lasers de nanossegundos e de picossegundos,
com fluéncias de 60 mJ cm2 e 100 mJ cm™?, respetivamente, com um tempo de irradiacdo
igual para os dois lasers (10 min). Para o laser de nanossegundos, foram utilizadas duas
frequéncias de disparo, 10 Hz e 20 Hz, e a concentragdo de plasmideo utilizada foi de 500
ug/mL, ja aquando do uso do laser de picossegundos, a frequéncia manteve-se nos 10 Hz,
e foram utilizadas duas concentragdes distintas, 250 ug/mL (figura 22) e 500 ug/mL (figura
23). Na experiéncia de transfecdo usando o laser de nanossegundos ndo foi possivel obter
imagens relevantes ao microscopio, pois ndo se observou fluorescéncia suficiente para
transpor digitalmente. Pelo que, os resultados estdo descritos somente pela técnica de

citometria de fluxo.
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Figura 22: Imagem representativa da transfe¢do de gWizGFP, usando uma concentragdo de
250 pug/mL 48 horas apds a aplicacdo de ondas fotoacusticas por 10 minutos na linha celular
COS-7 com 100 mJ cm™2 de fluéncia de laser com 30 ps de duracdo do pulso.

Figura 23: Imagem representativa da transfe¢do de gWizGFP, usando uma concentracdo de
500 pg/mL 48 horas apds a aplicacdo de ondas fotoacusticas por 10 minutos na linha celular
COS-7 com 100 mJ cm™% de fluéncia de laser com 30 ps de duracdo do pulso.
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1.21 Citometria de Fluxo

Apds uma etapa inicial de otimizacdo usando o microscépio de fluorescéncia para
determinar a eficacia do método qualitativamente, foi usada a citometria de fluxo com
metodologia FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting) nas células que foram submetidas
a uma maior concentragdo de plasmideo (500 pg/mL) apds 48h de aplicagdo das ondas

fotoacusticas, a fim de obter a eficacia da transfe¢do quantitativamente.
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Figura 24: Expressdo de GFP (a direito do traco a preto no grafico) e luz de dispersao lateral
das células (SSC), 48h apds a transfecdo. a) Controlo sem aplicagdo das ondas fotoacusticas, com
adicdo de 500 pg/mL de plasmideo; b) Transfecdo com aplicacdo das ondas fotoacusticas
durante 10 min usando pulsos de laser de 30 ps com uma fluéncia de 100 mJ cm com
concentracdo de plasmideo igual a 500 pug/mL.
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Figura 25: Expressdo de GFP (a direito do trago a preto no grafico) e luz de disperséo lateral
das células (SSC), 48h apds a transfecdo. a) Controlo sem aplicacdo das ondas fotoacusticas, com
adi¢do de 500 pg/mL de plasmideo; b) Transfecdo com aplicacio das ondas fotoacusticas
durante 10 min usando pulsos de laser de 8 ns, com uma frequéncia de 10 Hz e uma fluéncia de
60 mJ cm com concentracdo de plasmideo igual a 500 pg/mL. c) Transfecdo com aplica¢do das
ondas fotoacusticas durante 10 min usando pulsos de laser de 8 ns, com uma frequéncia de 20
Hz e uma fluéncia de 60 mJ cm™ com concentrag3o de plasmideo igual a 500 pg/mL.
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Tabela 2: Tabela referente ao resultado obtido da transfecao in vitro, usando filme de fuligem combinado com PDMS para a geragdo de ondas,
com uma exposicdo de 10 min ao laser de picossegundos, com uma fluéncia de 100 mJ cm™, e ao laser de nanossegundos durante 10 min, usando
duas frequéncias diferentes, com uma concentragdo de gWizGFP de 500 pg/mL.

i Area irradiada Percentagem Percentagem
Fuligem Area pogo (mm?) Razao
(mm?) Citometria (%) Transfecdo (%)
Picossegundos 380 13 30 0,16 4,8
Nanossegundos (10 Hz) 380 50 7,6 0,25 1,9
Nanossegundos (20 Hz) 380 50 7,6 0,21 1,6
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Discussao

Neste trabalho foram comparados trés tipos de materiais piezofoténicos distintos,
através da caracterizacdo das ondas fotoacusticas por si geradas. Um material com a
finalidade de transformar luz em ondas de pressdao de forma eficiente, necessita de ter
um coeficiente de absorcdo (pa) elevado, transi¢cdes ultrarrdpidas ndo radiativas e
apresentar uma expans3o térmica elevada. °° Observando a figura 11, que representa o
espetro de absorcdo do filme de fuligem, conclui-se que este material apresenta grande
capacidade de absor¢do no comprimento de onda de interesse, 1064 nm. Esta elevada
absorcdo é consequéncia do croméforo existente na estrutura do filme e da sua
espessura, que, para além desta capacidade, apresenta um decaimento ndo-radiativo na
ordem dos picossegundos, o que provoca uma rapida transferéncia de calor para o PDMS
e, desta forma, a sua expansdo termoelastica resultando na libertacdo da onda de
pressdo. O pico de pressdo compressiva (pressdao positiva) é proporcional a energia
absorvida abaixo do limite de ablagdo do material e ao coeficiente de absorgao linear.
Tendo em conta o observado nos resultados obtidos expressos na tabela 1, o filme com
maior coeficiente de absorcdo (fuligem) conseguiu gerar a onda com o maior pico de
pressdo, o que seria expectavel. No limite em que se aplica a equacdo 5, o que tem
relevancia para uma obtencdo de maior pressdo é a absorcdo de energia oOtica por
distancia percorrida pela luz no material, que é representado como coeficiente de
absorcdo linear (u,). Obviamente, o pico de pressdo ndo depende apenas deste
parametro, é preciso considerar a fluéncia do laser, o parametro de Griineisen do
polimero e a fracao de luz absorvida que é convertida em calor, como demonstrado pela
equacdo 5. Comparativamente ao polistireno, polimero usado no filme MnTPP, este
apresenta um coeficiente de expansdo térmica inferior ao do PDMS, e consequentemente
o pardmetro de Gruneisen ¢ inferior também, I = ¢s?B/Cp, (0,7 para polistireno e 0,9 para
PDMS), apesar da velocidade de propagac¢do do som no polistireno ser maior, 2400 m s,

enquanto que para o PDMS é 985 m s1, 8

Retornando ao coeficiente de absorc¢do linear, e observando os valores de pressao
obtidos, representados na tabela 1, é evidente que os filmes de fuligem apresentam pico

de pressdo maior que os outros dois, e tendo a maior absorvancia (A = 7), tera maior
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coeficiente de absorcdo linear pois estes se relacionam proporcionalmente, que é
~ A . A
comprovado por esta equacdo u,=In(10) o onde A é a absorvancia e h a espessura do

material. Sabe-se que o uso progressivo de fluéncias mais altas, ou seja, mais energia é
transferida para o material, leva a ondas de maiores intensidades, e olhando para o grafico
a) e b) dafigura 19, podemos concluir que o uso de uma fluéncia de 100 mJ/cm™? apresenta
onda de maior intensidade em comparacdo a onda gerada usando a fluéncia de 60 mJ/cm"
2, ou seja, podemos dizer que ha uma certa linearidade entre fluéncia e pressdo, como
explicado pela equagao 5. Para além disso, aquando do uso da mesma fluéncia em lasers
diferentes, neste caso de 60 mJ/cm, observa-se que no laser de picossegundos a onda
gerada tem uma amplitude ligeiramente maior em comparacdo ao laser de
nanossegundos, isto acontece devido a densidade de poténcia (1) do laser, que é maior
T 100

no laser de picossegundos levando a picos de pressao maiores, Ps, = I}, =
S

No entanto, ao observar os graficos b) e c) na figura 18 e 19, respetivamente, verifica-
se que as ondas geradas pelos filmes de fuligem apresentam frequéncias baixas e
semelhantes entre os dois lasers. Ja os outros dois filmes, apesar das baixas pressdes que

as ondas por si geradas apresentam, conseguem atingir frequéncias bem mais elevadas.

Sabendo, por trabalhos anteriores, que as ondas fotoacuUsticas sdo capazes de
aumentar a permeabilidade celular através da perturbagcdo da membrana devido a
grandes gradientes de pressdo, este trabalho teve como principal objetivo usar esta
propriedade das ondas fotoacusticas como um método de transfecao genética em células

COS-7, usando um plasmideo que codifica a proteina GFP.

Antes de proceder a qualquer experiéncia de transfecdo foi necessario assegurar que
as ondas fotoacusticas ndo causavam toxicidade celular, pelo que, foram realizados varios
testes de viabilidade celular, aguando do uso de ambos os lasers, com a finalidade de
garantir seguranca. Como visivel nos graficos das figuras 20 e 21, conclui-se que a
exposicdo as ondas fotoacusticas durante 5 min e 10 min, usando lasers diferentes, ndo
apresenta morte celular relevante o que permite o uso desta técnica em experiéncias de
transfecdo. A maioria dos resultados obtidos com a densidade celular de 40 000 de células
por poco apresentam viabilidade a rondar os 98%, ja quando a densidade era de 30 000,
houve alguns desvios da viabilidade, no entanto, ndo sdo suficientes para afirmar que esta
técnica é citotdxica. Adicionalmente, outros investigadores obtiveram resultados de
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viabilidade de 100 % usando onda de choque com 320 bar!® e 90 % de viabilidade apds
20 ondas de choque induzidas por laser (LISW) de 500 bar'®?. Para além disto, as ondas
fotoacusticas geradas pelo filme de MnTPP, com pressao maxima de 10 bar, também nao
apresentou toxicidade.? Posto isto, os resultados obtidos garantem que a exposicdo as

ondas fotoacusticas é segura para as células.

Com a finalidade de demonstrar que a membrana celular das células COS-7 é
impermedvel ao plasmideo de DNA, foram efetuados controlos negativos, e como
demonstrado pelos graficos a) das figuras 24 e 25, ndo houve, praticamente, entrada do

plasmideo nas células, comprovando a impermeabilidade da membrana.

As experiéncias de transfegao consistiram num protocolo de 5 dias, onde a adigdo do
plasmideo, e posterior exposi¢do celular as ondas fotoacusticas ocorria no 32 dia, ou seja,
a citometria foi realizada 48h apds a experiéncia de transfecdo. O que se verificou,
observando ao microscépio a fluorescéncia da GFP, e comparando as células vistas no 42
dia e 52 dia, revelou-se bastante interessante. A medida que o tempo de encubac3o foi
aumentando, maior era o nimero de células expressando a GFP. Este resultado confirma
gue as células se mantém viaveis durante um longo periodo de tempo, e conseguem

expressar a proteina GFP, mesmo apds varias divisdes celulares.

As experiéncias de citometria de fluxo foram realizadas apenas nas melhores condicdes
avaliadas pela microscopia de fluorescéncia, usando uma concentragdo de 500 pg/mL de
plasmideo com exposicao de 10 min as ondas fotoacusticas. Os resultados da citometria
de fluxo apresentados tém por base todas as células presentes no po¢co, menos as mortas
através da fungdo “gating”, pelo que é importante referir que s6 a parte central do pogo
foi exposta as ondas, como se pode observar na tabela 2, através do calculo da area
irradiada em comparagdao com a drea do pogo. Comparando os resultados obtidos entre
os dois lasers, conclui-se que o laser de picossegundos apresenta maior percentagem de
transfecdo obtida. Acredita-se que este desfecho é consequéncia das diferencas de
pressao das ondas obtidas, onde o pico de pressao da onda do picossegundos é bastante
superior (100 bar), pois a largura de banda das frequéncias obtidas é semelhante nas
ondas obtidas pelos dois lasers. O melhor resultado de transfe¢ao obtido usando o nosso
protocolo foi de 4,84% de eficacia, efetuado a temperatura ambiente (25 °C). Terakawa

et al 193104 ysando a linha celular NIH 3T3, obtiveram uma percentagem de transfecdo de
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2%, a 37 °C, usando 500 pg/mL de plasmideo. Esta experiéncia consistia no uso da técnica
de inducdo de uma onda de choque usando um laser (LISW), neste caso o laser utilizado
apresentava uma fluéncia de 1,5 J/cm2, obtendo um pico de pressdo de 500 bar, o que
limita o seu uso. A desvantagem deste método em comparacdo ao nosso, é que nos
conseguimos gerar um numero elevado de ondas fotoacusticas sem danificar o material
piezofotdnico, ja Terakawa et al esta limitado a poucos pulsos de laser com energias tdo

elevadas.

Um trabalho anteriormente realizado no nosso grupo de investiga¢do, usando outro
material piezofotdnico, um filme de MnTPP para a geracdo das ondas, obteve um
resultado préximo de 5% de eficdcia, nas mesmas condi¢des por nds usadas. As diferencas
das ondas geradas pelos dois filmes, é que o filme de fuligem é capaz de gerar ondas com
pressdes 10 vezes mais elevadas que o filme de MnTPP, no entanto a largura de banda de
frequéncias é muito superior no filme MnTPP. Isto leva-nos a concluir que a eficiéncia na
permeabilizacdo da membrana, vai depender da pressao aplicada e do tempo que a onda
demora a atingir o pico de pressao, ou seja, sdo necessarias ondas com picos de pressado
elevados e ondas com distribuicdo de frequéncias mais amplas, produzindo maiores

gradientes de pressdo e, desta forma, perturbar as membranas.
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Conclusdo

Na literatura cientifica estdo descritas varias técnicas de transfecdo genética, cada uma
com as suas vantagens e desvantagens. Acredita-se que a terapia genética seja o futuro
dos tratamentos de doengas genéticas, e mesmo oncoldgicas, no entanto sao necessarios
muitos esforcos e estudos para que este tipo de tratamento consiga maior translacdo para
o mundo clinico. As principais preocupacdes consistem na toxicidade de alguns métodos

ja existentes, na seguranca a longo prazo e obviamente na eficiéncia.

Neste trabalho foi demonstrado que o uso de ondas fotoacusticas, geradas por um
material piezofotdnico irradiado com pulsos de laser na ordem dos nanossegundos e
picossegundos, em células COS-7, é capaz de aumentar a permeabilidade celular e desta
forma permitir a entrada do plasmideo de DNA codificante da proteina GFP. Comparando
este método com outros métodos de transfecdo ndo viral, referidos ao longo do texto,
apresenta maior seguranca, com viabilidade celular muito préxima de 100%. Apesar de
apresentar uma eficiéncia relativamente baixa, de 5%, é um resultado bastante
interessante para ser futuramente explorado, podendo ter a capacidade de um dia chegar
a aplicagOes clinicas. Serdo necessarias algumas otimiza¢des do protocolo, como expor a
maioria das células presentes no poco as ondas, tentar realizar a experiéncia com as
células em suspensdo, aumentar a temperatura, tentar fabricar um material que seja
capaz de conciliar os dois parametros fundamentais necessarios para uma transfegao
eficiente, obtendo pressoes elevadas como o filme de fuligem e larguras de banda de
frequéncias na ordem das obtidas pelo filme de MnTPP. Estes sdo varios exemplos de
possiveis melhorias, com a finalidade de potencializar o uso de ondas fotoacusticas na

terapia genética.
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Material Suplementar

A obtencdo e calibracdo dos graficos relativos as pressdes absolutas das ondas foi
efetuada no OriginPro 2016. Apds as medi¢cdes com o hidrofone de 30 MHz, foi feita a
transformada de Fourier da onda. Obteve-se um grafico de dB normalizados em funcgao
das frequéncias, e retiraram-se os valores correspondentes das contribuicdes de 1 MHz
até 30 MHz. Colocou-se num Excel os valores da sensibilidade do hidrofone que foram
partilhados pelo fornecedor. O valor total da soma da calibracao foi multiplicado pela

onda e obteve-se a calibragdo de mili Volt (mV) para mega Pascal (Mpa).

MHZ Contribuiton % MHz mV/Mpa Calibration (mV/MPa)
1 -4,77E+00 0,020 1 - - ) 0,648
2 -1,77E+00 0,007 2 43 0,313
9 -4 94E-01 0,002 3 55 0,112
< -2,90E-01 0,001 < 56 0,067
5 -1,61E+00 0,007 5 49 0,324
6 -2,48E+00 0,010 6 <9 0,501
7 -2,86E+00 0,012 7 50 0,588
8 -5,25E+00 0,022 8 42 0,908
9 -6,48E+00 0,027 S 39 1,039
10 -8,02E+00 0,033 10 33 1,089
11 -6,94633 0,029 11 38 1,086
12 -5,52449 0,023 12 45 1,023
13 -6,10579 0,025 13 42 1,055
14 -7,00464 0,029 14 40 1,153
15 -7,11953 0,029 15 41 1,201
16 -7,42886 0,031 16 43 1,314
17 -8,15948 0,034 7 43 1,443
18 -8,84244 0,036 18 43 1,564
19 -9,29996 0,038 19 41 1,569
20 -9,70546 0,040 20 41 1,637
21 -9,91298 0,041 21 42 p By 5
22 -10,29764 0,042 22 43 1,822
p | -11,29653 0,046 23 <l 2,045
24 -12,10311 0,050 24 43 2,141
25 -1,33E+01 0,055 25 41 2,243
26 -1,38E+01 0,057 26 40 2,279
27 -1,44E+01 0,059 27 39 2,310
28 -14,84433 0,061 28 38 2,321
29 -16,15324 0,066 29 36 2,392
30 -16,74615 0,069 30 35 2,411
Total -243,06682 1,0000 | Vvalue (mV/MPa) 40,311




