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RESUMO 

 

A terapia gênica consiste na transferência de material genético exógeno para células 

ou tecidos no intuito de corrigir, suplementar ou silenciar um determinado gene. Para 

que este objetivo seja alcançado, eficientes veículos carreadores devem ser 

desenvolvidos: virais ou não-virais. O objetivo deste trabalho foi produzir e avaliar 

um sistema nanoemulsionado como possível veículo não-viral para terapia gênica, 

capaz de veicular um modelo plasmidial (pIRES2-EGFP). A nanoemulsão foi 

produzida pelo método de sonicação, após ser escolhida em um digrama de fases 

pseudo-ternário. A formulação é constituída de 5 % de Captex 355®, 1,2 % de 

Tween 80®, 0,8 % de Span 80®, 0,16 % de estearilamina e água (qsp 100 %). O 

sistema foi caracterizado quanto ao tamanho de gotícula, índice de polidispersão 

(PI), potencial zeta, pH e condutividade. Os resultados mostraram gotículas menores 

que 200 nm (PI < 0,2) e potencial zeta > 30 mV em uma formulação de pH próximo a 

7,0 e condutividade compatível a formulações de óleo em água (70 – 90 µS/s). A 

possibilidade de escalonamento, a estabilidade do sistema e a melhor forma de 

esterilização também foram avaliadas onde observou-se que o sistema pode ser 

escalonado adequando o volume produzido ao tempo de sonicação e a forma mais 

eficiente de esterilização foi a filtração em membrana. O sistema apresentou 

estabilidade maior que 180 dias quando armazenado a 4 ºC. Uma vez desenvolvido, 

o sistema foi testado quanto à capacidade de compactar o modelo plasmidial 

(pDNA). Eletroforese em gel de agarose foi a metodologia empregada para este fim, 

onde verificou-se que o poder de compactação aumenta (de 46 para 115 ng/µL) 

quando a estearilamina é incorporada na fase aquosa, respeitando um período de 

contato (nanoemulsão/pDNA) de pelo menos 2 horas, em banho de gelo. A 

nanoemulsão mostrou-se pouco tóxica nas concentrações usuais para ensaios de 

transfecção em células do tipo MRC-5, apresentando 81,49 % de viabilidade celular. 

Portanto, o processo de produção de um sistema que complexa eficientemente o 

modelo plasmidial foi obtido. Contudo, estudos de eficiência de transfecção devem 

ser conduzidos para confirmar o sistema como um carreador não-viral de material 

genético. 

 

Palavras-Chave: Terapia gênica; nanoemulsão catiônica; carreador não-viral. 

 



  

ABSTRACT 

 

Gene therapy is based on the transfer of exogenous genetic material into cells or 

tissues in order to correct, supplement or silencing a particular gene. To achieve this 

goal, efficient vehicles, viral or non-viral, should be developed. The aim of this work 

was to produce and evaluate a nanoemulsion system as a possible carrier for no-viral 

gene therapy able to load a plasmid model (pIRES2-EGFP). The nanoemulsion was 

produced by the sonication method, after been choose in a pseudo-ternary phase 

diagram build with 5 % of Captex 355®, 1.2 % of  Tween 80®, 0.8 % of Span 80®, 

0.16% of stearylamine and water (to 100 %). Measurements of droplet size, 

polydispersity index (PI), zeta potential, pH and conductivity, were performed to 

characterize the system. Results showed droplets smaller than 200 nm (PI < 0.2) and 

zeta potential > 30 mV. The formulation pH was near to 7.0 and conductivity was that 

expected to oil in water systems (70 to 90 µS/s) A scale up study, the stability of the 

system and the best sterilization method were also evaluated. We found that the 

system may be scaled up considering the time of sonication according to the volume 

produced, filtration was the best sterilization process and nanoemulsions were stable 

by 180 days at 4 ºC. Once developed, the complexation efficiency of the plasmid 

(pDNA) by the system was tested by agarose gel electrophoresis retardation assay.. 

The complexation efficiency increases when stearylamine was incorporated into 

aqueous phase (from 46 to 115 ng/µL); regarding a contact period (nanoemulsion / 

pDNA) of at least 2 hours in an ice bath, for complete lipoplex formation. The 

nanoemulsion showed low toxicity in MRC-5 cells at the usual transfection 

concentration, 81.49 % of survival was found. So, it can be concluded that a 

nanoemulsion in which a plasmid model was loaded was achieved. However, further 

studies concerning transfectation efficiency should be performed to confirm the 

system as non-viral gene carrier. 

 

 

Keywords: Gene Therapy; Cationic Nanoemulsion; No-Viral Carriers 
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1 INTRODUÇÃO 
 

 

A terapia gênica baseia-se no tratamento de doenças pela inserção de uma 

sequência nucleotídica exógena dentro de uma célula (1-4). Entre as modalidades 

de terapia gênica, pode-se citar a modificação direta do gene causador da doença 

(caso das doenças hereditárias monogênicas), tratamento indireto da patologia 

através da modulação gênica (caso de doenças complexas/adquiridas/multifatoriais) 

ou ainda a utilização de vacinas de DNA (Ácido Desoxirribonucléico) (proposta para 

cânceres e doenças infecciosas) (4-5). Contudo, para que isso seja possível, é 

necessário direcionar o material genético à célula, tecido ou órgão alvo por meio de 

carreadores especialmente desenvolvidos que facilitem a entrada do DNA em 

células vivas, a estes carreadores dá-se o nome de veículos (para vetores sintéticos) 

ou simplesmente vetores (virais) (4, 6-7). 

Os vetores em terapia gênica permitem que fragmentos genéticos sejam 

inseridos neles, por clonagem, e propagados em uma célula hospedeira. Estes 

vetores são classificados em duas classes principais: virais e não-virais (3, 8). Os 

vetores virais são intensamente estudados, contudo, fatores como fortes reações 

imunológicas, dificuldades no preparo e purificação do sistema viral, além da 

limitação no tamanho do gene a transferir, têm estimulado o estudo e 

desenvolvimento de vetores não-virais (6, 9-10). Diversos são os tipos de veículos 

carreadores de vetores não-virais, dentre eles estão os sistemas nanoemulsionados, 

compostos geralmente por um núcleo oleoso disperso em água, e estabilizado por 

tensoativos. Tais sistemas possuem lipídeos catiônicos, que lhes dão carga positiva 

e permitem complexar o material genético, formando o lipoplexo (9, 11-13). 

 A formação do lipoplexo permite a condensação do DNA e consequente 

diminuição do volume aparente da molécula pela interação eletrostática da carga 

positiva do lipídeo catiônico com os grupamentos fosfato do material genético (12, 

14-18). 

A carga positiva resultante do sistema facilita a captação do lipoplexo por interação 

com os proteoglicanos da membrana celular (19). O efeito fusogênico dos lipídeos 

catiônicos nos sistemas de membrana permite o escape do lipoplexo do endossoma; 

pela complexação do material genético, ocorre diminuição do tamanho 
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aparente da molécula gênica, facilitando o trânsito citosólico e protegendo-a 

das enzimas DNAses, de modo a viabilizar a chegada do material genético ao 

núcleo celular (20-21). 

O mecanismo supracitado torna a terapia gênica uma ferramenta inovadora, 

extremamente relevante e promissora para o tratamento de doenças de base 

genética: inatas ou adquiridas. 

Muitos estudos têm sido feitos na área de terapia gênica com o intuito de 

aproximar os conceitos à prática. O avanço das pesquisas nessa área requer 

estudos de pré-formulação, estabilidade e toxicidade para que se possam seguir os 

estudos in vitro e em modelos animais (in vivo) dos veículos não-virais. Dessa forma 

será possível analisar os níveis de expressão gênica e segurança do sistema 

desenvolvido. 
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

 

2.1 TERAPIA GÊNICA 

 

 

A medicina está entrando em uma nova era de tratamento de enfermidades, 

onde se almeja tratar a causa da doença, além dos seus sintomas (22). Nesse 

contexto, a terapia gênica tem surgido como uma abordagem promissora para o 

tratamento ou prevenção de doenças genéticas e adquiridas (14, 20, 23-24), 

baseado na transferência de material genético exógeno (8). Isto consiste na inserção 

de uma sequência nucleotídica em células com genes defeituosos, para incluir, 

substituir, complementar ou silenciar os genes causadores de doença (2-4, 25-27) e 

por sua vez, corrigi-las em sua origem (23) com propostas experimentais ou 

terapêuticas, in vitro ou in vivo (10). 

Tipicamente, a transferência genética se utiliza de ácidos nucléicos, como os 

plasmídeos (28), para melhorar a expressão de uma proteína alvo (29), ou de outros 

vetores, como nucleotídeos e RNA de interferência (siRNA), para silenciar a 

expressão de proteínas anômalas, uma vez que os efeitos acumulativos disparados 

por genes defectivos atípicos em um determinado órgão levam às alterações 

fenotípicas (3).  

A terapia gênica é baseada em três princípios básicos: 1) realocação ou 

correção de um gene no intuito de gerar produtos apropriados às funções da célula 

ou órgão; 2) introdução de um gene exógeno na célula, levando à produção de algo 

que não é inato e 3) inativação de um gene que esteja causando uma disfunção 

celular (3). As etapas envolvidas em um experimento de terapia gênica são: o 

isolamento do gene, a construção de um vetor, a transferência para células no 

tecido-alvo, e a produção da proteína codificada e expressa pelo gene terapêutico 

nessas células (30). Contudo, quando se trata de siRNA, ocorrerá a inibição da 

expressão de um determinado gene (31). O objetivo maior da terapia gênica é a 

melhora do quadro clínico do paciente através da administração de um gene 

terapêutico apropriado (25) diminuindo, dessa forma, a progressão da enfermidade e 

propiciando melhora na qualidade de vida do mesmo (3). 
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A terapia gênica é ainda recente, e suas bases científicas estão sendo 

estabelecidas com estudos pré-clinicos e clínicos (3).  Os estudos pré-clínicos têm 

demonstrado o potencial deste tipo de terapia em reverter, ainda que de forma 

transiente, vários fenótipos de doenças. Para algumas indicações como o câncer, 

estes efeitos a curto-prazo podem ser suficientes (22). Os estudos clínicos somente 

poderão desenvolver-se com o avanço da tecnologia existente. 

As ferramentas da nanobiotecnologia, bem como as novas ferramentas de 

caracterização e visualização celular, permitirão o desenvolvimento de técnicas mais 

seguras de transfecção (3); uma vez que a entrega de um gene é um processo 

complexo que necessita de um carreador eficiente para ultrapassar cada uma das 

etapas celulares envolvidas (14). 

A nanotecnologia tem se destacado no desenvolvimento de sistemas de 

entrega de DNA (14), sendo a transferência de genes, demonstrada tanto por 

vetores virais quanto não-virais (3, 8). 

  

 

2.2  VETORES E VEÍCULOS EM TERAPIA GÊNICA 
 

 

O desenvolvimento de vetores aplicáveis à terapia gênica tem sido objeto de 

muitos estudos. Os vetores podem ser divididos em duas categorias: vetores 

sintéticos e vetores virais (27, 32). Os vetores sintéticos incluem DNA plasmidial 

(pDNA), siRNA e oligonucleotídeos, livres ou associados a algum sistema de 

liberação.  

Os vetores virais usam a capacidade de infecção do próprio vírus para 

introduzir o material genético na célula alvo (3). De forma que os vetores virais são 

capazes de se “auto-veicular”, ao passo que os vetores sintéticos devem ser 

carreados para a célula por meio físico (microinjeção ou gene gun, por exemplo) ou 

utilizando sistemas não-virais de veiculação. 
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2.2.1 Vetores virais 

 

 

Os vírus são micro-organismos especializados em infectar células, eles 

podem conter RNA ou DNA como material genético, cercado por uma capa protéica 

e em alguns casos, um envelope adicional de proteína e lipídeos (4). 

O ciclo viral pode ser dividido em duas fases distintas: a infecção e a 

replicação. A infecção resulta na introdução do genoma viral na célula e a 

replicação, na expressão e multiplicação de novas partículas virais (33).  

No caso dos vetores virais em terapia gênica, a partícula viral encapsula um 

genoma modificado, que carreia um gene terapêutico no lugar do genoma viral (5, 

33). O esquema de produção de um vetor viral a partir de um adenovírus pode ser 

observado na Figura 1. 

 

 

Figura 1 - Esquema de produção de vetores virais: linearização do DNA viral e 
aplicação da tecnologia do DNA recombinante. 

Fonte: Linden, 2010. 

 

Os vetores virais diferem entre si no que diz respeito à capacidade infectante, 

de carreamento de material genético, de poder inflamatório e ainda de integração ao 

DNA genômico do hospedeiro (Tabela 1) (4, 24). 
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Tabela 1 - Diferentes tipos virais e suas capacidades para a terapia gênica. 

Vetor 
Capacidade de 

empacotamento 

Integração no 

genoma do 

receptor 

Duração da 

expressão 

Efeitos 

adversos 

Adenovírus ~30 kB Não Transitória 
Resposta 

inflamatória 

Retrovírus ~9 kB Sim Longa 
Mutagênese 

insercional 

Adeno 

Associados 
4,6 kB Raríssimo 

Longa, em 

células pós-

mitóticas 

Leve 

resposta 

inflamatória 

Herpesvírus >30 kB Sim Transitória 
Resposta 

inflamatória 

Lentivírus ~10 kB Sim Longa 
Mutagênese 

insercional 

 

 

A transferência genética por meio viral é mais eficiente que a mediada por 

veículos não-virais, mas a segurança no que diz respeito à imunogenicidade, 

propriedades oncogênicas, risco de recombinação com outros tipos virais e 

desconhecidos efeitos a longo prazo têm tornado problemático o uso potencial de 

vetores virais (6, 10, 14, 27). 

 

 

2.2.2 Vetores Sintéticos 

 

 

Os vetores sintéticos são representados pelos siRNAs, oligonucleotídeos e 

pDNAs. Dentre estes, os plasmídeos são largamente utilizados.  

Plasmídeos são moléculas capazes de replicar seu DNA autonomicamente, e 

que permitem a clonagem de material genético exógeno em sua estrutura, de forma 

que esta informação passa a ser replicada passivamente, junto com o plasmídeo 

(34). 
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 Dentre as vantagens de usar pDNA como vetor não-viral, podemos citar: a 

capacidade de carrear uma grande quantidade de material genético, ausência do 

risco de infecção ou mutagênese e, fácil produção em larga escala por multiplicação 

em células bacterianas (3, 19, 35). 

Em geral, todos os plasmídeos apresentam regiões comuns como as 

apresentadas na Figura 2: um promotor eucariótico forte, normalmente de origem 

viral; um local de clonagem posterior ao promotor, para inserção do gene heterólogo; 

uma sequência de poliadenilação, que estabiliza os transcritos e aumenta a 

eficiência do promotor; uma marca de seleção bacteriana, de resistência a um 

antibiótico; e uma origem de replicação. No caso das vacinas de DNA, os próprios 

vetores podem servir de adjuvantes se possuírem sequências imunoestimuladoras 

(ISS), capazes de ativar uma resposta imunológica celular (34, 36). 

 

 

Figura 2 - Esquema simplificado de um vetor plasmidial. 
Fonte: Lima, 2008. 

 

 

O pIRES2-EGFP, plasmídeo utilizado neste estudo, contém uma sequência 

interna de entrada ribossomal (IRES – internal ribosome entry site) do vírus de 

encefalomiocardite (ECMV) entre o sítio múltiplo de clonagem (MCS – Multiple 

Cloning Site) e a região que codifica a proteína verde fluorescente melhorada (EGFP 

– Enhanced Green Fluorescent Protein). Isto permite a tradução tanto do gene de 

interesse (clonado no plasmídeo) quanto da EGFP, a partir de um único mRNA 

bicistrônico (37-39). 
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A EGFP é uma variante da GFP que foi otimizada para conferir maiores 

fluorescência e expressão em células de mamíferos (Máximo de excitação = 488 

nm; Máximo de emissão = 507 nm). 

Os plasmídeos podem apresentar-se, topologicamente, em diferentes formas 

(34). A visualização das isoformas pode ser feita por meio de eletroforese em gel de 

agarose por meio da análise dos padrões característicos de bandeamento, como 

indicado na Figura 3.  

 

 

Figura 3 - Bandas eletroforeticas em gel de agarose de diferentes isoformas de um mesmo 
pDNA, com imagens de microscopia eletrônica referentes às bandas indicadas no gel; OC 

Circular aberta (Open circle); L – Linear e SC – Superenovelado (Supercoiling). 
Fonte: Lima, 2008. 

 

Plasmídeos na forma superenovelada (SC - Supercoiling) são de particular 

interesse para propostas farmacêuticas, uma vez que nesta forma a transfecção é 

mais eficiente. Contudo, plasmídeos sozinhos não conseguem transfectar células, 

uma vez que não ultrapassam as barreiras celulares. Sua aplicação terapêutica é 

feita através de lipofecção, eletroporação, gene gun ou microinjeção (35). 

O desenvolvimento de carreadores para uma eficiente entrega deste material 

até as células tem atraído crescente atenção nos últimos anos (6, 40). Particular 

interesse tem sido dado ao desenvolvimento de veículos não-virais (41), frente às 

desvantagens óbvias do uso de vetores virais (14). Os vetores não-virais 
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representam, em longo prazo, o futuro da terapia gênica e os biomateriais são 

componentes críticos para o desenvolvimento de sistemas de transferência de 

genes (29).  

Estudos recentes têm demonstrado que sistemas emulsionados com base 

lipídica apresentam alto potencial como carreador não-viral de genes: são 

biocompatíveis; capazes de formar complexos em escala nanométrica com o DNA 

(Figura 4) e com isso, reduzir a degradação enzimática no citosol (16). De-Larduya 

et al. (2010) indicam que os complexos que são formados entre os vetores não-virais 

e o DNA (‘lipoplexos’ ou ‘poliplexos’) constituem as mais promissoras alternativas ao 

uso de vetores virais em terapia gênica. Além disso, a resposta imune para estes 

vetores mostrou-se, inicialmente, não ser um problema significativo (22). 

 

 

Figura 4 - Esquema da formação de lipoplexos entre DNA e uma emulsão catiônica e 
interação com a membrana celular, para o processo de transfecção. 

Fonte: Adaptado de Veríssimo et al., 2010. 

 

 

2.2.3 Sistemas Emulsionados como Carreadores Não-virais 
 

 

Os veículos lipídicos têm sido usados como carreadores de fármacos há 

muitos anos, e são conhecidos por serem seguros e de fácil escalonamento (22). Na 

década de setenta foi descrito pela primeira vez o uso de lipídeos catiônicos 

sintéticos para transfecção gênica. Depois da publicação deste trabalho mais de 

uma dezena de lipossomas catiônicos foram desenvolvidos para estes fins(3). 

Recentemente demonstrou-se que as emulsões de lipídeos catiônicos têm 

estabilidade física e atividades biológicas mais favoráveis que os tradicionais 
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lipossomas catiônicos, como carreador genético, in vivo (16), e as emulsões se 

apresentam mais promissoras inclusive do ponto de vista da produção em larga 

escala (14). 

As emulsões são preparações farmacêutico-cosméticas, geralmente descritas 

como sistemas heterogêneos, termodinamicamente instáveis, constituídos por uma 

fase interna, dispersa ou ainda conhecida como descontínua e por uma fase 

externa, dispersante ou contínua (42-45) estabilizada por um sistema tensoativo. As 

emulsões em geral têm tamanho médio de gotícula de 1 µm, porém, com o 

desenvolvimento da nanotecnologia, novos homogeneizadores são capazes de 

produzir emulsões nanométricas, as nanoemulsões.  

As nanoemulsões do tipo óleo em água (O/A) consistem de pequenas 

gotículas de óleo dispersas em uma fase contínua aquosa e assim como as 

emulsões, são termodinamicamente instáveis (Figura 5) (46-48). No entanto, devido 

ao seu reduzido tamanho, são considerados sistemas cineticamente estáveis (49).  

 

 

Figura 5 - Ilustração da formação termodinâmica das nanoemulsões. 
Fonte: Adaptado de McClements, 2012 (48). 

 

Estes sistemas apresentam algumas vantagens quando comparadas às 

emulsões tradicionais: sua grande área de superfície e energia livre evitam 

fenômenos de instabilidade como cremagem, floculação e separação de fases (50). 

De forma que as pontes de Ostwald respondem pelo principal problema de 
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instabilidade das nanoemulsões. Estas pontes resultam da diferença na solubilidade 

entre gotas pequenas e grandes. Teoricamente, as pontes levam à condensação de 

todas as gotas em uma única gota (causando separação de fases) (51). 

As nanoemulsões podem ser produzidas a partir de técnicas que empregam 

alta energia, como a sonicação e a microfluidização ou baixa energia, como a 

emulsificação espontânea (49). 

A ultrasonicação é documentada como um método de alta energia capaz de 

formar rapidamente nanoemulsões estáveis, com pequeno tamanho de gotícula 

associado a um baixo índice de polidispersão (52). Neste método, as gotículas são 

formadas devido ao colapso de bolhas causadas pela cavitação e a liberação local 

de uma quantidade substancial de energia decorrente deste processo (53). A 

aplicação de ultrasonicação para formulação de sistemas nanoemulsionados vem 

sendo relatada em diversos trabalhos (9, 54-56). 

A escolha dos componentes das nanoemulsões é um importante passo, que 

normalmente leva em consideração a estabilidade da formulação e as 

características físico-químicas que se deseja obter. 

Há evidências de que o tamanho de gotícula é fortemente influenciado pelo 

tipo de óleo que se emprega (57). Para nanoemulsões em terapia gênica é relatado 

tanto o uso de óleos naturais quanto de óleos semi-sintéticos (58). Entre os óleos 

vegetais pode-se citar, por exemplo, o óleo de soja e de linhaça (16, 18). Entre os 

óleos semi-sintéticos, os Triglicerídeos de Cadeia Média (TCM) (Figura 6) têm sido 

constantemente utilizados (11-13). 

 

 

Figura 6. Estrutura de um triglicerídeo de cadeia média, derivado do ácido cáprico. 

 

Os óleos que apresentam baixa densidade formam suspensões bem 

dispersas no meio de cultura (16), o que é desejável para uma aplicação uniforme 

do sistema (in vitro). Contudo, aqueles óleos que apresentam alta densidade têm-se 
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mostrado mais eficientes em complexar o material genético e demonstrado maior 

atividade de transfecção em células aderentes (59). 

Bruxel et al. (2012) listaram os óleos mais comuns na preparação de 

nanoemulsões. O tipo TCM aparece como um dos mais empregados devido 

principalmente à sua miscibilidade em água, quando comparada aos triglicerídeos 

de cadeia longa. 

Como é sabido, para formação de um sistema emulsionado, é necessário um 

sistema tensoativo adequado, que diminua a tensão interfacial entre a água e o óleo. 

Os lipídeos catiônicos têm sido empregados na preparação de lipossomas 

para terapia gênica há algumas décadas e a maioria destes lipídeos está disponível 

para a preparação das nanoemulsões (16). Martini (2005) indica que os lipídeos 

catiônicos mais utilizados em estudos relacionados à terapia gênica são a 

estearilamina (EA), o N-[1-(2,3-Dioleoyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylammonium 

methyl-sulfate (DOTAP) e o 3ß-[N-(N',N'-dimethylaminoethane)-

carbamoyl]cholesterol (DC-Chol). A estrutura química destes lipídeos catiônicos 

variam quanto ao seu tamanho e número de cadeia(s) hidrofóbica(s), no espaçador 

e no grupamento polar (Figura 7). 

 

 

Figura 7. Estrutura química dos principais lipídeos catiônicos relacionados à terapia gênica. 
Fonte: Martini, 2005. 

 

Por causa da toxicidade inerente aos lipídeos catiônicos, outros tensoativos 

devem ser empregados para estabilizar as nanoemulsões. 
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Os tensoativos não-iônicos utilizados nas formulações de sistema 

desenvolvidos para terapia gênica normalmente são aprovados para o consumo 

humano (50) e as quantidades utilizadas são imensamente menores que àquelas 

necessárias à formação de microemulsões, por exemplo (49). 

Os tensoativos não-iônicos atuam aumentando a estabilidade das 

nanoemulsões (60). Kim et al. (2002) avaliaram o papel de diversos tensoativos não-

iônicos em sistemas contendo lipídeos catiônicos para terapia gênica e observaram 

que o Tween 80® (Figura 8) aumentou tanto a transfecção (atuando como uma 

espécie de ‘lipídeo helper’) quanto a estabilidade física (evitando a agregação das 

gotículas (61)). Contudo, o tensoativo diminuiu a eficiência de compactação do 

sistema (62). 

 

 

Figura 8 - Estrutura química do Tween 80®. 

 

O Tween 80® e o Span 80® (Figuras 8 e 9, respectivamente) quando 

misturados, agem sinergicamente (54), modificando a tensão interfacial das misturas 

de óleo em água e melhorando a estabilidade física do sistema emulsionado(60). 

Por causa disto, estes foram os tensoativos escolhidos para a construção do 

Diagrama de Fases Pseudo Ternário (DFPT), no HLB crítico do Captex 355® (10,5). 

 

 

Figura 9 - Estrutura química do Span 80®. 

 

Pelo baixo teor de surfactante desses sistemas (2 a 5%), quando comparado 

a outros sistemas emulsionados como as microemulsões, as nanoemulsões têm sido 

escolhidas como potenciais carreadores lipídicos para terapia gênica (14). Além 

disso, Nam et al. (2009) dizem que as nanoemulsões catiônicas oferecem 
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biocompatibilidade, estabilidade física, baixa toxicidade e a possibilidade de 

produção em larga escala, necessária para aplicações clínicas, in vivo. Isto 

corrobora com o pensamento de Veríssimo et al. (2010), que indica a otimização de 

todos os componentes das nanoemulsões no sentido de permitir seu uso como vetor 

na terapia de transtornos ou enfermidades genéticas. 

Lipídeos catiônicos interagindo com o DNA podem apresentar estabilidade 

coloidal em três zonas: Zona A é uma região de estabilidade coloidal para os 

complexos com razão de carga negativa. Nesta zona, o DNA está descondensado 

em volta do lipoplexo; a zona B é uma região de instabilidade coloidal onde os 

complexos são essencialmente descarregados; e a zona C é uma zona de 

estabilidade coloidal onde as gotículas são positivamente carregadas e o DNA está 

altamente condensado (20). 

Castilho et al. (2008) indicam que a principal propriedade dos lipoplexos é 

facilitar a passagem do DNA através da membrana plasmática por dois mecanismos: 

neutralização das cargas de DNA e condensação do plasmídeo, reduzindo seu 

tamanho. Tros-de-Ilarduya et al. (2010) acrescentam que é amplamente aceito que 

os lipoplexos preparados com um ligeiro excesso de carga positiva confere maior 

eficiência de transfecção. 

A compactação do DNA é um dos mais importantes requisitos para uma 

eficaz transfecção genética (21). O sucesso da entrega do material genético 

depende de vários fatores. Isso inclui a estrutura química do reagente catiônico, a 

estrutura supramolecular do lipoplexo, suas interações com as membranas 

celulares, sua internalização e localização intracelular, além da liberação do DNA 

dos carreadores catiônicos (20-21). Esses eventos constituem o mecanismo que 

garante a internalização dos veículos não virais (Figura 10). 

 

 

Figura 10 - Esquema representativo da formação do lipoplexo e tráfego intracelular. 
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Desta forma, as nanoemulsões apresentam-se como uma interessante 

alternativa aos vetores virais em terapia gênica, dados a facilidade de produção do 

sistema emulsionado, simplicidade no processo de formação do lipoplexo, 

capacidade de carrear materiais genéticos desde pequenas sequências 

nucleotídicas até grandes plasmídeos e somando-se ainda a segurança conferida ao 

uso de sistemas não-virais, que não são imunogênicos, não apresentam riscos de 

mutagênese insercional e apresentam baixo poder inflamatório. 

Em suma, os lipoplexos são reais possibilidades de aproximação da teoria à 

terapia e por este motivo, objeto de estudo deste trabalho de mestrado. 
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3 OBJETIVOS 

 

 

 Geral 

Produzir e avaliar um sistema nanoemulsionado como potencial veículo não-

viral para terapia gênica. 

 

 Específicos 

o Escolher, por meio de Diagrama de Fases Pseudo-Ternário, o 

melhor ponto para produção de nanoemulsões; 

o Avaliar a estabilidade das nanoemulsões; 

o Verificar a possibilidade de escalonamento das nanoemulsões; 

o Avaliar a citotoxicidade in vitro do sistema nanoemulsionado; 

o Produzir lipoplexos formados a partir da nanoemulsão catiônica e o 

pDNA; 

o Avaliar os fatores que influenciam a compactação do material 

genético pelas nanoemulsões; 

o Reproduzir lipoplexos estáveis, aptos à utilização em terapia 

gênica. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

4.1 PREPARAÇÃO DO PLASMÍDEO 

 

 

O vetor plasmidal (pIRES2-EFGP - 5,3 Kb) contém um sítio interno de entrada 

ribossomal (IRES) entre o sítio múltiplo de clonagem e a região codante para a 

proteína verde fluorescente (EGFP, do inglês Enhanced Green Fluorescent Protein). 

O plasmídeo possui promotor de Citomegalovírus (CMV) além de conferir resistência 

ao antibiótico canamicina (Kan). O plasmídeo foi gentilmente cedido pelo prof. Dr. 

Calos Meck – USP. 

A multiplicação do material genético foi feita por transformação em bactérias 

E. coli competentes (DH10B), pelo método de eletroporação. A extração do pDNA foi 

feita pelo protocolo de lise alcalina com Dodecil Sulfato de Sódio (SDS), pelo 

protocolo de MidiPrep (63). O extrato foi diluído em água ultra-pura autoclavada. O 

material genético foi quantificado em aparelho específico (Nanovue – GE) e a 

densidade óptica (OD) calculada como a razão das leituras em 260/280 nm. 

 

 

4.2 DIAGRAMA DE FASES PSEUDO-TERNÁRIO (DFPT) 

 

 

O diagrama de fases corresponde a uma área em forma de triângulo 

equilátero, delimitando em que proporção os componentes formam os variados tipos 

de sistemas emulsionados e/ou separação de fases. Este diagrama apresenta em 

cada um de seus vértices a proporção de 100% em massa de fase oleosa (Captex 

355®), aquosa e da mistura de tensoativos (Tween 80® e Span 80®). 

Nove pontos de formulação (com proporção óleo:tensoativo variando de 1:9 a 

9:1) foram sequencialmente diluídos em água. A energia foi fornecida ao sistema por 

meio de sonda ultrassônica por 2 minutos, seguidos de 2 minutos em banho de 

ultrassom. Depois de formulados, os sistemas foram classificados visualmente em 

emulsão fluida (EM), emulsão viscosa (EMV), microemulsão (ME) ou separação de 

fases (SF). A partir destas informações, as regiões foram delimitadas no diagrama. 
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4.3 PREPARAÇÃO DAS NANOEMULSÕES 

 

 

As nanoemulsões consistem de um sistema O/A, escolhido a partir de 

análises do DFPT e preparadas pelo método de sonicação: a fase aquosa foi 

sonicada por 3 minutos e colocada em banho de ultrassom por 2 minutos. Em 

seguida a fase aquosa foi adicionada à oleosa e submeteu-se a sonicação por 4 

minutos, em banho de gelo. 

Foram produzidas emulsões com incorporação de estearilamina na fase 

aquosa (FA) e na fase oleosa (FO), a fim de avaliar se tal modificação influenciava 

no poder de complexação do sistema. As amostras produzidas foram armazenadas 

a 4 ºC. 

 

 

4.4 AVALIAÇÃO DA ESTABILIDADE 
 

 

As nanoemulsões tiveram a estabilidade avaliada por seis meses (nos dias 

(D)0, D7, D15, D30, D60, D120 e D180) sob três temperaturas de armazenamento: 4 

°C, 25 °C e 40 °C (± 2 ºC). As amostras foram diluídas 300 vezes em água ultra pura 

para análise.  

Os parâmetros escolhidos para a avaliação da estabilidade foram diâmetro de 

gotícula e potencial-ζ, aferidos pelo equipamento Zetaplus (Brookhaven Instruments 

Corporation) por meio de espectroscopia de correlação de fótons.  

 

 

4.5 TESTE DE ESCALONAMENTO 

 

 

Para realização desse teste, volumes crescentes (10 mL, 20 mL, 50 mL e 100 

mL) de nanoemulsão foram produzidos no intuito de verificar a possibilidade de 

escalonamento do produto. A caracterização foi feita por análise macroscópica, pH, 

condutividade, granulometria e potencial zeta. 
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As quantidades dos componentes foram escalonadas e as condições de 

produção, mantidas. Também foram produzidas formulações nos volumes de 10 mL, 

20 mL e 50 mL adequando proporcionalmente o tempo de sonicação ao volume 

produzido. Sendo os tempos de sonicação: 4 min, 8 min e 20 min respectivamente. 

 

 

4.6 ESTERILIZAÇÃO DO SISTEMA 

 

 

Como o sistema foi desenvolvido para fins biológicos, é de fundamental 

importância encontrar um método eficaz de esterilização do sistema emulsionado. 

Para isso testamos esterilização por autoclavação a 121 ºC, 1 atm, por 15 minutos e 

filtração por meio de membrana de poro 0,22 µm. Após esterilização as amostras 

foram analisadas quanto à manutenção de suas características. 

 

 

4.7 AVALIAÇÃO DA TOXICIDADE in vitro 

 

 

Para avaliar a toxicidade in vitro do sistema foi utilizada a linhagem celular 

MRC-5 cultivada em meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) 

suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) a 37°C em atmosfera 

umidificada com 5% de CO2. As células foram semeadas em uma concentração de 3 

x 105 células por poço, em placas de seis poços, 24h antes do ensaio. Diferentes 

volumes de nanoemulsão (variando de 0 a 30 µL) foram aplicados em poços 

diferentes e a viabilidade celular foi verificada 72h após o tratamento. 

As células foram coradas com Azul de Trypan (0,4%) e contadas em câmera 

de Neubauer. 

Os cálculos de viabilidade celular foram feitos dividindo o número de células 

viáveis do tratamento pelo número de células viáveis do controle (não tratado com 

nanoemulsão). Um gráfico foi plotado relacionando a viabilidade celular com a 

concentração de concentração molar de estearilamina no meio de cultura. A 

equação da reta foi calculada de forma a inferir a dose letal para 50% das células. 
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4.8 PREPARAÇÃO DO LIPOPLEXO 

 

 

O material genético foi colocado em contato direto com a nanoemulsão em 

diferentes relações (p/v) de pDNA/Nanoemulsão no intuito de formar o lipoplexo, por 

formação de um par iônico. 

Os fatores que influenciam a complexação foram avaliados no intuito de 

otimizar o processo: 

Fase de incorporação da estearilamina: 460 ng de pDNA foi complexado com 

volumes crescentes de nanoemulsão com estearilamina incorporada à FA e FO; 

Temperatura do ambiente de complexação: foram testadas três temperaturas 

para complexação das nanoemulsões FA: 25 °C, 37 °C e 4 °C (± 2 °C); 

O tempo de contato entre o material genético e a nanoemulsão (0min, 15min, 

30 min, 60 min e 120 min), também foi avaliado. 

Após cada ensaio, avaliou-se a complexação do material genético conforme 

descrito em 4.9. 

 

 

4.9 AVALIAÇÃO DA COMPLEXAÇÃO DO MATERIAL GENÉTICO 

 

 

A avaliação qualitativa da complexação do pDNA à nanoemulsão foi feita pelo 

ensaio de retardo em gel de agarose 0,7%. O sistema 100% compactado tem a 

migração impedida no gel de agarose por dois motivos: 1) as cargas estão 

neutralizadas (grupo fosfato do DNA e carga catiônica do sistema) e 2) a 

condensação do material genético ao sistema impede a intercalação do corante 

entre os pares de base (62, 64). 
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4.10 ESTATÍSTICA 

 

 

Para comparação dos resultados, foi realizada análise estatística por meio do 

teste t de student, considerando diferenças estatisticamente significativas para 

valores de p < 0,05. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

5.1 DIAGRAMA DE FASES PSEUDO-TERNÁRIO 

 

 

 O diagrama foi construído com os componentes mencionados na 

metodologia, escolhidos em função das vantagens apresentadas por cada um deles: 

a boa miscibilidade do óleo no meio de cultura celular (devido a sua densidade – 

0,93), as características de estabilização, impedimento estérico e de auxílio à 

transfecção relacionados ao Tween 80® e o efeito complementar do Span 80®. 

 Os resultados obtidos revelam que vários tipos de sistemas emulsionados 

podem ser produzidos com a variação das proporções de água, óleo e tensoativos 

(figura 11). Nam et al. (2009) também concordam que as características físico-

químicas das nanoemulsões são controladas pela variação em seus constituintes. 

Por meio de análise macroscópica, as amostras foram classificadas como 

emulsão fluida (EM), emulsão viscosa (EMV), microemulsão (ME) e região de 

separação de fases (SF). Tal resultado pode ser observado na figura 11. 

.  

Figura 11 - Diagrama de fases pseudo-ternário composto de Captex 355®, Span 80®, Tween 

80® e água ultra-pura indicando as regiões EM, EMV, ME e SF. O ponto indicado pela seta 

no diagrama indica o ponto escolhido para formulação das nanoemulsões. 
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No diagrama, verificou-se a formação de duas regiões de emulsão fluida: uma 

rica em óleo (≥ 65% de TCM) e outra rica em água (≥ 75% de água), para as regiões 

ricas em tensoativo (≥ 60%) observou-se a formação de emulsão viscosa e 

microemulsão (figura 11). 

Uma vez que nanoemulsões são formulações ricas em fase aquosa (49), o 

ponto escolhido para o sistema foi o que representa 5% de Captex 355®, 2% de 

tensoativos (1,2% de Tween 80® e 0,8% de Span 80®) e 93% de água ultra-pura. 

Estearilamina (0,16%) foi adicionada, no intuito de conferir caráter catiônico ao 

sistema (11-12, 61). 

O ponto escolhido para produção do sistema está localizado dentro de uma 

região de emulsão (Figura 11). Evitou-se a escolha de regiões de borda pelos efeitos 

de instabilidade que podem ocorrer a estas formulações. Em seguida, procedeu-se 

diluições subsequentes do sistema com água, no intuito de confirmar o ponto 

escolhido como nanoemulsão e observar a influência da diluição no tamanho da 

gotícula. 

Foram testadas seis diferentes diluições nanoemulsão:água (1:20, 1:50, 

1:100, 1:200, 1:300 e 1:500) que foram analisadas quanto a sua granulometria e 

índice de polidispersão (Tabela 2). Os dados permitiram escolher a melhor diluição e 

confirmar que a formulação se trata de uma nanoemulsão (49). Pode-se observar 

que quando a amostra é analisada sem diluição, o equipamento é incapaz de 

fornecer valores reais de tamanho para o sistema: 4,36 nm. Com o aumento das 

diluições, o tamanho de gotícula diminui, de modo que a partir da diluição de 1:200, 

há uma estabilização no tamanho da gotícula, não havendo diferença 

estatisticamente significativa (p > 0,05) entre os tamanhos encontrados nas diluições 

de 1:200, 1:300 e 1:500. Além disso, o índice de polidispersão diminuiu para valores 

menores que 0,2, nesta faixa de diluição. 

 

Tabela 2 - Influência da diluição (nanoemulsão:água) no tamanho e Índice de Polidispersão 
(PI) das nanoemulsões. 

Diluição Tamanho (nm) PI 

1:0 4,36  0,217 

1:20 201,74 0,201 

1:50 190,19 0,201 

1:100 185,08 0,188 

1:200 181,63 0,174 

1:300 178,94 0,182 
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1:500 178,61 0,192 

 

Esses resultados confirmam que a formulação foi eficiente na formação de 

nanoemulsão, pois em todas as diluições testadas obtivemos tamanhos 

nanométricos. Além disso, por meio desses resultados foi possível selecionar uma 

diluição confiável para análises em DLS (Espalhamento Dinâmico de Luz, do inglês 

Dynamic Light Scattering) para a qual se convencionou 1:300. 

  

 

5.2 ESCALONAMENTO 

 

 

Os resultados obtidos nos permite observar que o volume de produção 

interfere no tamanho da gotícula obtida. Verificou-se para formulações de 10 mL, 

gotículas de 188,4 nm. Já as formulações de 100 mL apresentaram um aumento de 

aproximadamente 78 nm em relação ao tamanho das gotículas da formulação de 

menor volume (Tabela 3). Contudo, o potencial zeta não sofreu diferença 

significativa para qualquer dos volumes produzidos. 

Quando o volume de produção aumenta, aumenta também o tamanho da 

gotícula formada (p < 0,05). Isso ocorre, provavelmente, por que o tempo de 

sonicação foi mantido, independente do volume final produzido. Contudo, como 

esperado, o potencial zeta não sofreu mudanças significativas, uma vez que a 

quantidade de lipídeo catiônico foi ajustada ao volume final.  

 

Tabela 3 - Caracterização das formulações escalonadas. 

Formulação pH Condutividade 

(µS) 

Tamanho 

(nm) 

Potencial-ζ 

(mV) 

10 mL 7,41 ± 0,35 91,80 ± 1,42 188,4 ± 5,4 29,69 ± 1,33 

20 mL 8,77 ± 0,38 82,28 ± 1,35 204,1 ± 0,3 30,59 ± 0,11 

50 mL 8,35 ± 0,50 73,78 ± 3,11 227,55 ± 4,3 32,22 ± 2,94 

100 mL 8,41 ± 0,09 71,52 ± 0,96 265,55 ± 5,5 29,97 ± 1,55 
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Os resultados obtidos e apresentados na Tabela 3 nos permitiram observar 

que formulações com volumes diferentes nos fornece gotículas com diferentes 

tamanhos. Para verificar se o tempo de sonicação influencia o tamanho das 

gotículas, este foi proporcionalmente adequado ao volume produzido. Quando 

fornecemos ao volume de 10 mL de formulação 4 minutos de energia pelo processo 

de sonicação obtivemos uma gotícula de 176,67 ± 3,9 nm. Com o dobro do volume e 

o quíntuplo do volume observamos que ao fornecer energia proporcional obtivemos 

gotículas de 166,8 ± 4,2 nm e 166,4 ± 1,9 nm, respectivamente (Tabela 4). O que 

nos permite sugerir que ao formularmos volumes maiores devemos adequar o tempo 

de sonicação de forma proporcional obtendo, dessa forma, gotículas com tamanhos 

semelhantes.  

Os estudos de Koroleova e Yurtov (2012), Ghosh et al. (2013) e Liu e Yu 

(2010) relacionam o tempo de sonicação com a diminuição no tamanho de gotícula e 

a redução do índice de polidispersão. Além disso, comentam que a quantidade de 

energia fornecida tem influência direta no tamanho da gotícula.  

 

Tabela 4. Caracterização das formulações após teste de escalonamento com adequação do 
tempo de sonicação  

Formulação pH Condutividade 

(µS) 

Tamanho 

(nm) 

10 mL 7,3 ± 0,14 88,9 ± 1,6 176,67 ± 3,9 

20 mL 7,6 ± 0,08 79,62 ± 0,66 166,8 ± 4,2 

50 mL 7,75 ± 0,04 72,83 ± 0,29 166,4 ± 1,9 

Nota: Volume de formulação – Tempo de sonicação: 10 mL – 4’; 20 mL – 8’ e 50 mL – 20’) 

 

O tamanho de gotícula diminuiu significativamente com o aumento do tempo 

de sonicação. Tal fato também foi obsevado por Jafari et al. (2006) (65). Desta 

forma, alterações no protocolo de fabricação que propiciem maior oferta de energia 

quando se tem aumento do volume preparado, mostram-se adequadas. 

Outro dado obtido e analisado no decorrer dos experimentos é que à exceção 

do volume de 100 mL, as demais formulações apresentaram PI menor que 0,180. 

Para a formulação de maior volume, o PI foi de 0,225. Esse resultado é muito 
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importante, uma vez que o PI é um indicador da homogeneidade do tamanho de 

gotícula, onde índices menores que 0,2 representam, geralmente, estreita 

distribuição granulométrica (66). Indicando populações monomodais. 

Os valores de pH e condutividade permitem o acompanhamento da 

estabilidade de sistemas emulsionados (67-70). Geralmente, os processos de 

instabilidade são acompanhados de diminuição de pH (devido a oxidação da fase 

oleosa ou hidrólise dos triglicerídeos)(69) e elevação da condutividade (67). 

Masmoudi et al (2005) sugere que as emulsões que apresentam diminuição de pH e 

aumento de condutividade sejam menos estáveis. Contudo, ressalva que deve-se 

observar os pormenores de cada formulação. 

Nossos resultados demonstram que adequando o tempo de sonicação ao 

volume produzido, há uma aproximação dos valores de pH e condutividade, o que 

sugere um possível aumento na estabilidade destas formulações. 

 

 

5.3 ESTERILIZAÇÃO 

 

 

Quando as amostras foram submetidas à esterilização por autoclave, 

observamos separação de fases. Esse resultado era esperado uma vez que o 

processo consiste na aplicação de altas temperaturas  e o sistema nanoemulsionado 

apresenta instabilidade nessa condição. Resultados semelhantes foram observados 

por Chung et al. (2001) e Bruxel et al. (2012) que verificaram com diversos óleos 

(57), e com o Tween 80® (13) que quando seus sistemas eram submetidos a altas 

temperaturas, eles sofriam separação de fases e/ou ocorreu ao menos um aumento 

no tamanho de gotícula de pelo menos duas vezes, em dez minutos de exposição. 

O processo de esterilização com uso de membranas mostrou-se mais 

adequado, quando comparado à metodologia anterior. Após a passagem em 

membranas filtrantes, o sistema manteve suas características de tamanho e 

potencial zeta, bem como aparência macroscópica. Verificou-se ainda uma leve 

diminuição no PI, provavelmente decorrente da harmonização do tamanho quando 

passada por poros calibrados. 
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5.4 ESTABILIDADE 

 

 

Um dos pré-requisitos mais importantes ao formular um sistema emulsionado 

é a manutenção de sua estabilidade física no decorrer do tempo. A estabilidade do 

tamanho de uma nanoemulsão é definida como a capacidade de manutenção da 

distribuição do tamanho de gotícula inicial, ao longo do tempo, sem que haja 

separação de fases (57). 

As amostras foram produzidas em volume de 10 mL, em triplicata, e 

armazenadas em três temperaturas: 4 °C, 25 °C e 40 °C (± 2 °C). 

Os resultados obtidos pela análise da estabilidade nos permitiram observar 

que no primeiro dia de estudo todas as formulações apresentaram a coloração 

branca e uma característica leitosa, típica de nanoemulsão (resultado não 

apresentado). No dia denominado D0 todas as gotículas apresentaram um tamanho 

de 189 nm (± 9) (Figura 12), PI menor que 0,200 e potencial zeta  de 38 mV (± 3) 

(Figura 13).  

 

  

Figura 12 - Análise granulométrica dos sistemas armazenados a 4 °C, 25 °C e 40 °C no 
período de 180 dias. 

 

 No decorrer dos sete primeiros dias não houve alteração no tamanho das 

gotículas em qualquer das condições de armazenamento testadas. Contudo, foi 

possível observar uma leve diminuição do potencial zeta nas temperaturas de 25 ºC 
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(aproximadamente 15 mV) e uma acentuada diminuição naquelas nanoemulsões 

armazenadas à 40 ºC (Figura 13). 

 

  

Figura 13 - Análise do potencial zeta de amostras armazenadas a 4 °C, 25 °C e 40 °C, num 
período de 180 dias. 

 

O resultado do acompanhamento do potencial zeta para as amostras 

estocadas a 40 ºC mostram que após uma semana de armazenamento, atingiu-se 

um valor de -14 mV (± 5 mV) e tal modificação foi acompanhada por mudança de 

coloração, para amarelo claro. Estas amostras apresentaram separação de fases 

logo após o D15, quando o tamanho de gotícula mais que dobrou e o potencial zeta 

aproximou-se de zero. Resultado semelhante foi observado por Yang et al. (2013), 

os quais relatam o comportamento de um sistema emulsionado contendo Tween 

80®, que quando estocado em temperaturas acima da temperatura ambiente, 

apresentaram uma fina camada de óleo sobre o sistema, indicando a quebra destes, 

ao fim do primeiro mês de estocagem. 

As formulações estocadas a 25 ºC mantiveram seu tamanho característico 

durante o período de análise, sendo observadas alterações no potencial zeta no 

decorrer do experimento. Foi observado que o potencial zeta diminuiu de 38 mV 

(D0) para 19 mV (D90). Essa alteração pode ter contribuído para a desestabilização 

do sistema, uma vez que a separação de fase para estas nanoemulsões ocorreram 

anteriormente às análises do D120. 

Os resultados obtidos para as amostras estocadas a 4 ºC permitem predizer 

que essa é a melhor temperatura de armazenamento. Na análise macroscópica, no 
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decorrer do estudo, não foram observados quaisquer indícios de separação de 

fases, embora as características de granulometria tenham aumentado de maneira 

estatísticamente significativa (p < 0,05) o potencial zeta manteve-se estável (p = 

0,1). Nossos resultados são semelhantes aos achados de Chung et al. (2001) e 

Xavier et al. (2012), que observaram que as amostras armazenadas a 4 ºC 

apresentaram-se mais estáveis que àquelas armazenadas em temperaturas mais 

elevadas, uma vez que sob temperaturas mais baixas, diminui-se a energia de 

colisão entre gotículas. 

Devido ao tamanho diminuto de gotícula, as nanoemulsões possuem 

estabilidade contra sedimentação ou cremagem (estabilidade cinética), e as pontes 

de Ostwald respondem pela grande parte dos fenômenos de instabilidade (50). 

Contudo, o aumento na temperatura acelera os processos de instabilidade (46, 66, 

70), uma vez que os componentes podem ser hidrolisados e, no caso dos 

tensoativos, podem perder sua capacidade surfactante (71). 

Baspinar et al (2012) verificou um leve decréscimo no potencial zeta das 

formulações ao longo de um ano de análise. Contudo, as amostras analisadas a 25 

e 40 ºC apresentaram-se estáveis durante o período. Provavelmente por utilizar um 

sistema tensoativo mais resistente ao aumento na temperatura. 

 

 

5.5  TOXICIDADE 
 

 

No intuito de verificar se o sistema desenvolvido é atóxico, tornando-o hábil à 

utilização para fins de terapia gênica, realizamos ensaio de viabilidade celular em 

cultura de células humanas. A toxicidade das nanoemulsões catiônicas estão 

relacionadas principalmente ao lipídeo catiônico utilizado na formulação (16). A 

toxicidade in vitro das formulações contendo estearilamina foi determinada em 

células da linhagem MRC-5 (Lung Fetus Human CelI Fibroblasts). Os resultados 

indicam que a diminuição da viabilidade celular está associada diretamente ao 

volume de sistema utilizado e consequentemente à concentração de estearilamina 

no meio de cultura. Quando as células foram tratadas com 2 µL de nanoemulsão, 

ocorreu uma diminuição de 8% na viabilidade. Para o volume de 10 µL, a redução na 
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viabilidade alcançou mais de 50%, e para volumes acima de 20 µL não houveram 

células viáveis correspondentes (Figura 14). 

 

 

Figura 14 - Curva de viabilidade celular para nanoemulsões frente a linhagem celular 
MRC5: porcentagem de células vivas em função da concentração molar de estearilamina no 

meio de cultura. 

 

Os resultados do ensaio com células permitiram construir o gráfico que 

representa uma curva de viabilidade celular e daí obter a equação da reta y= -

16,916x + 96,55 (R2 = 0,978), a partir da qual é possível identificar as doses letais 

para a linhagem celular em questão. 

 

Tabela 5. Relação entre a viabilidade celular, dose letal, concentração de lipídio catiônico e  
o volume de nanoemulsão correspondentes 

Viabilidade 

(%) 

Dose Letal 

(DL) 

Concentração de EA 

(1 x 10-5 mol/L) 

Volume de 

Nanoemulsão (µL) 

90 10 0,3874 1,30 

70 30 1,5697 5,28 

50 50 2,7520 9,27 

 

 

 Estes resultados são interessantes quando se deseja compara-los aos 

volumes necessários aos ensaios de transfecção, de forma a prever a viabilidade 

deste último ensaio. Para o volume necessário aos ensaios de transfecção, que 

normalmente adota o uso de 1 µg de plasmídeo, e considerando as mesmas 

condições adotadas no ensaio de viabilidade celular (placas de seis poços), nosso 

sistema apresentaria 81,49% de células vivas. A relação de nitrogênio:fosfato (N:P) 
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que permite relacionar o quantitativo (µg) de pDNA e o volume de nanoemulsão (µL) 

e, por conseguinte, calcular a viabilidade para o volume, é mostrado no tópico 5.6 

(Preparação do Lipoplexo).  

Esses dados nos permitem constatar que a toxicidade aumenta com o 

aumento da quantidade de lipídeo catiônico (72-73) o que é corroborado pela razão 

de cargas entre nitrogênio e fosfato: quanto maior a razão, maior a toxicidade (72, 

74) 

O aumento na toxicidade do nosso sistema pode estar relacionado também 

aos tensoativos, pois estes têm alto poder de desestabilização de membranas. 

Aumentando o volume de nanoemulsão nos poços, aumenta-se a quantidade real de 

tensoativo adicionado, com isto, dependendo do volume, a mortalidade pode chegar 

a 100% das células (27). 

 

 

5.6 PREPARAÇÃO DO LIPOPLEXO 
 

 

A preparação do lipoplexo consiste basicamente em colocar em contato o 

material genético e o sistema catiônico desenvolvido. Neste contato, ocorre uma 

interação eletrostática entre o radical fosfato do material genético (carregado 

negativamente) e o grupamento amina presente na cabeça polar do tensoativo 

catiônico (7, 14, 16-18). 

O tensoativo catiônico (estearilamina) foi incorporado ora na fase aquosa 

(FA), ora na fase oleosa (FO). A caracterização de ambos os sistemas não mostrou 

diferenças significativas (Figuras 17 e 18) (Tabela 5). Contudo, os sistemas 

apresentaram diferenciado poder de compactação do material genético. Embora em 

diferentes proporções de pDNA/nanoemulsão conseguiu-se 100% de compactação 

do material genético por ambos os sistemas, FA e FO (Figuras 15 e 16).  

Quando a estearilamina foi incorporada na fase aquosa, 4µL de nanoemulsão 

foi necessário para complexar completamente o material genético (115 ng/µL). A 

Figura 15 indica que aumentando as razões de complexação acima de 115 ng/µl, 

não é mais possível verificar a formação de bandas no gel, indicando completa 

complexação do pDNA (61). 
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Figura 15 - Perfil de compactação de pIRES2-EGFP por volumes crescentes de 
nanoemulsão FA – Cada poço contém 460 ng de pDNA. 

 

O sistema que teve o tensoativo catiônico incorporado à FO necessitou de 

maiores quantidades de nanoemulsão para complexar a mesma quantidade de 

pDNA (460 ng) utilizada no ensaio de complexação realizado para FA (Figura 16). 

Neste caso a complexação ocorreu quando adicionou-se 10 µL de nanoemulsão (46 

ng/uL). 
 

 

Figura 16. Perfil de compactação de pIRES2-EGFP por volumes crescente de nanoemulsão 
FO – Cada poço contém 460 ng de pDNA. 

 

Os resultados obtidos nos ensaios de complexação com FA e FO podem 

estar relacionados ao uso de Tween 80® na formulação desses sistemas (61). O 

efeito estérico relacionado a este componente pode tornar difícil a complexação do 

sistema com a molécula de pDNA (60). Isto está de acordo com o trabalho de 

Matulis et al. (2002) (75) que descreveram o modelo de ligação onde a cabeça polar 

está próxima ao grupamento fosfato do DNA enquanto a calda apolar está 

perpendicular à superfície do DNA. 

 Considerando que para a formulação do lipoplexo é necessário adicionar 

material genético ao sistema, realizou-se a caracterização físico-química de ambas 

as formulações (FA e FO) e de seus respectivos lipoplexos. 

 Pode-se observar que tanto as nanoemulsões (FA e FO) quanto os seus 

respectivos lipoplexos (115 ng/µL e 46 ng/µL) apresentam tamanho médio de 200 
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nm, havendo um leve e desprezível aumento no tamanho dos lipoplexos em relação 

às nanoemulsões (Figura 17). 

 

 

Figura 17 - Granulometria das formulações FA e FO e de seus respectivos lipoplexos - 
concentração de pDNA: FA 115 ng/µL; FO 46 ng/µL. 

 

 Outro dado importante é que os valores de polidispersão das formulações 

mantiveram-se dentro da faixa adequada, mesmo com a adição material genético. 

Indicando que o sistema continuou homogêneo (Tabela 5). 

 

Tabela 6 - Índice de Polidispersão para nanoemulsões FA e FO e respectivos lipoplexos. 

Formulação PI (± DP) 

FA 0,185 ± 0,015 

Lipoplexo - FA 0,177 ± 0,027 

FO 0,185 ± 0,004 

Lipoplexo - FO 0,213 ± 0,010 

 

Considerando que o potencial zeta é uma ferramenta capaz de predizer a 

estabilidade do sistema, esse parâmetro foi verificado para as nanoemulsões e seus 

lipoplexos. As formulações FA e FO apresentaram potencial zeta de 

aproximadamente 40 mV enquanto para os lipoplexos, observamos diminuição 

desse valor para 22,5 e 25,7 mV para os lipoplexos de FA e FO, respectivamente. 

Tal resultado pode ser explicado pela adição de carga negativa proveniente do 

pDNA, tornando o potencial zeta menos positivo (Figura 18).  
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Figura 18 - Potencial zeta das nanoemulsões FA e FO e seus respectivos lipoplexos. 

 

A estearilamina é capaz de tornar a superfície da gotícula positiva (11-12). 

Essa característica permite que a carga resultante do lipoplexo também seja 

positiva, fator importante para a interação com a carga negativa da superfície 

celular,  que facilita o processo de transfecção (19). 

 Em se tratando de sistemas não virais em terapia gênica, os cientistas 

trabalham com variados tempos de complexação do material genético. O que parece 

ser dependente não só da formulação como também do tipo de material genético 

que se deseja carrear (1, 7-8, 11, 15, 62, 76). O que nos leva a crer que o melhor 

tempo de compactação é determinado de modo experimental.  Nossos estudos 

revelam que o melhor tempo de complexação para o pIRES2-EGFP em 

nanoemulsão catiônica com estearilamina incorporada à fase aquosa é de 120 

minutos, uma vez que nos tempos inferiores testados ainda é possível visualizar a 

formação de bandas eletroforéticas (Figura 19.) 

 

 

Figura 19 - Perfil da influência do tempo na complexação de pIRES2-EGFP por 
nanoemulsão catiônica contendo estearilamina. 
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 Normalmente, os ensaios de complexação se dão à temperatura ambiente 

(TA) (7, 11-13, 15, 62, 76). No entanto, sabe-se que de acordo com a temperatura 

do meio, os plasmídeos podem apresentar estruturas conformacionais diferenciadas 

(34, 77). Analisamos a complexação do plasmídeo pela nanoemulsão FA em três 

temperaturas: 4 °C, 25 °C e 37 °C. Os resultados obtidos neste ensaio indicam que a 

diminuição da temperatura favoreceu a formação do lipoplexo, o que pode ser 

evidenciado pela ausência de bandas na temperatura de 4 ºC e pela diminuição na 

intensidade da banda na temperatura de 25 ºC, comparada à banda da temperatura 

de 37 ºC (Figura 20). 

 

 

 

 

 

 

Figura 20 – Perfil eletroforético da temperatura do meio de complexação na formação do 
lipoplexo de pIRES2-EGFP e nanoemulsão catiônica contendo estearilamina. 

 

Em baixas temperaturas o pDNA tende a apresentar-se superenovelado (SC) 

(78), o que lhe confere menor volume e pode facilitar o processo de compactação. 

Por outro lado, elevando a temperatura, a macromolécula tende a se apresentar 

mais relaxada, com ganho de volume (78) e por consequência, maior dificuldade de 

complexação do material genético pelo sistema catiônico. Além disso, estudos 

demonstram que em altas temperaturas, as interações entre os lipídeos catiônicos e 

o DNA são enfraquecidas (75). 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

O uso de sistemas não virais para a terapia gênica pode solucionar a maioria 

dos problemas relacionados aos vetores virais, marcadamente efeitos relacionados 

à segurança destes vetores como o desenvolvimento de resposta imune e 

inflamatória, além de problemas de mutagênese insercional. Contudo, aplicações 

clínicas desta abordagem terapêutica requerem o desenvolvimento de eficientes 

veículos de entrega. 

Considerando o supracitado, neste trabalho: 

 Construímos um diagrama de fases pseudo-ternário que apresentou 

regiões de emulsão, emulsão viscosa, microemulsão e nanoemulsão; 

 Formulamos uma nanoemulsão com baixo teor de tensoativos; 

 Confirmamos a formação do sistema por diluições consecutivas sem 

alteração no tamanho de gotícula; 

 Testamos e confirmamos a possibilidade de escalonamento de produção, 

enfatizando a importância do tempo de sonicação neste processo; 

 Acompanhamos a estabilidade do sistema em três diferentes 

temperaturas, e confirmamos que para maior longevidade do sistema, este 

deve ser condicionado a frio; 

 Esterilizamos o sistema por meio de filtração; 

 Testamos a toxicidade in vitro da nanoemulsão, e confirmamos sua 

biocompatibilidade para células MRC5; 

 Formamos de maneira eficiente um complexo de pDNA e nanoemulsão 

(lipoplexo); 

 Identificamos os fatores físicos que influenciam a formação do lipoplexo, a 

citar: tempo de complexação, temperatura do meio de complexação e fase 

de incorporação do lipídeo catiônico; 

Desenvolver sistemas não virais para terapia gênica não é uma tarefa simples 

e um grande número de variantes podem influenciar a formação dos sistemas 

nanotecnológicos. Embora os modelos de interação entre os lipídeos catiônicos e o 

material genético tenham sido desenvolvidos, este processo é ainda pouco 

entendido.  
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Contudo, pode-se concluir que as nanoemulsões contendo estearilamina 

obtidas neste estudo são possíveis veículos não virais para terapia gênica e podem 

ser utilizadas para posteriores estudos de transfecção in vitro e in vivo.  
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Abstract  

 

Gene therapy is a promise to treat many health disorders in its origin by delivering exogenous genetic material 

into cells. Viral and no viral vehicles have been applied for its purpose and the drawbacks related to viral 

vehicles have stimulated the formulation of no viral ones, as cationic nanoemulsions. The aim of this work was 

to develop, scale-up, sterilize, analyze stability, toxicity and DNA-complexation  efficiency of a nanoemulsion 

containing stearylamine. A Pseudo-Ternary Phase Diagram was constructed and one formulation point was 

chosen. Nanoemulsions smaller than 200nm and zeta potential greater than +30mV were produced. Sterilization 

by filtration method was the best sterilization option. Scaling the formulation up demonstrated an increase in its 

size but zeta potential did not change. Concerning stability studies, long-term stability study showed that the size 

increases and the zeta potential diminishes with the time. Besides, samples stored at 4 
o
C were stable by more 

than six months and those stored at 25
 o
C and 40 

o
C presented instability during this time. The toxicity in MRC-5 

cells was dose-dependent and the system efficiently complexed the genetic material model. To conclude, the 

nanoemulsion developed is an available no viral vehicle to be tested for gene delivery purpose. 

 

Graphical abstract  

 

 

Keywords  

 

Nanoemulsions; stearylamine; long-term stability; gene delivery; no viral vehicle; pDNA 

1. Introduction 

Gene therapy has appeared as a promising approach to prevention and treatment of 

acquired and genetic diseases (9, 55, 79-80). The suggested therapy is based on the 

transfer of an exogenous genetic material into the cell (81) mainly by replacing defective 

genes (82) and inhibiting pathogenic gene expression (83). However, to a successful 

approach, the genetic material must be efficiently delivered, targeting the nucleus (16). 

With the targeting purpose two vehicle types are employed: viral and no viral. Viral 

vectors were firstly developed for gene delivery (84) due their natural ability to infect cells. 

However, there are many disadvantages related to its use, mainly concern safety (85). No 

viral vectors as liposomes (81), nanoparticles (86), nanoemulsions (9, 56, 87), dendrimers 

(88), etc. have been extensively investigated in the latest decades. 

Concerning no viral vehicles, cationic nanoemulsions appear as a promising approach to 

gene delivery . It consists of two immiscible liquids containing an oil core stabilized by 

surfactants (including a cationic one, which is responsible for the positive charge in the 

droplet surface)(9, 16, 56, 87). They are capable to complex the genetic material (negatively 

charged) via electrostatic interactions (56, 74, 86-87, 89), forming lipoplexes, what in useful 

in gene targeting purpose (56, 90). 
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Being aware that the clinical success of gene therapy is critically dependent on the 

development of efficient and safe gene delivery systems (80, 85), the aim of this work was to 

develop and characterize a cationic nanoemulsion, as a possible vehicle to gene delivery. 

Besides, because nanoemulsions are related as a thermodynamic instable system, evaluate 

its long-term stability and its toxicity, in vitro. 

2. Material and Methods 

2.1. Chemicals 

Stearylamine, sorbitan monooleate (Span® 80), and poly(oxyethylene sorbitan 

monooleate) (Tween® 80) were obtained from Sigma Chemical (St. Louis, MO, USA). 

Medium Chain Triglycerides (MCT) (Captex® 355) were donated by Abitech (Columbus, OH, 

USA). The water used in this study was freshly purified by a Milli-Q Gradient A10 system 

(Millipore, Molsheim, France). All reagents were used without further purification.  

2.2. Plasmid DNA (pIRES2-EGFP) 

The plasmid pIRES2-EGFP was kindly donated by professor Carlos Menck (São Paulo 

University), amplified in Escherichia coli (strain DH10B) and extracted by MidiPrep (63). 

3. Nanoemulsion formulation 

3.1.1. Pseudo-Ternary Phase Diagram (PTPD) 

To determine the range of components concentration for the nanoemulsion formulation, a 

PTPD was constructed, using the water titration method (50, 70). Tween® 80 (HLB value = 

15) and Span® 80 (HLB value = 4.3) at 3:2 (w/w) ratio were used as surfactants. Nine 

formulation points (with ratio oil:surfactants ranging from 1:9 to 9:1) were sequentially diluted 

in water. Energy was supplied to the system by means of an ultrasonic probe for 2 minutes, 

followed by 2 minutes of ultrasound bath. Once formulated, the systems were visually rated 

in fluid emulsion (EM), viscous emulsion (VEM), microemulsion (ME), or phase separation 

(PS). Its respective regions were plotted in an equilateral triangle with one axis representing 

the aqueous phase, the second one representing oil and the third one representing a mixture 

of surfactants, at a fixed weight ratio. 

3.1.2. Cationic nanoemulsion preparation  

Cationic nanoemulsions were prepared adding the cationic surfactant stearylamine as 

described elsewhere (56) by sonication method. Briefly, the aqueous phase components 

were weighed and mixed with pure water (Milli-Q). The mixture was sonicated for 3 minutes 

using a probe sonicator  (VCX600, Sonics and Materials, Danbury, CT, USA). This mixture 

was added into the oily phase and sonicated for 4 min in an ice-water bath. Samples were 

stored at 4 oC for further experiments. 

3.2. Scale up study 



72 
 

  

In order to check if scaling up the production changes the characteristic of the final 

product, different volumes of nanoemulsion were produced: 10 mL, 20 mL, 50 mL and 100 

mL. Characterization was done by macroscopic analysis, pH, conductivity, size and zeta 

potential measurements. 

3.3. Characterization 

3.3.1. Particle size and Zeta potential analysis 

The mean particle size and zeta potential of the nanoemulsions were measured by 

Dynamic Light Scattering (DLS) and phase analysis light scattering, respectively 

(Brookhaven ZetaPALS, Holtsville, NY,USA). The formulations were diluted with distilled 

water 300-fold before the measurement (56). 

3.3.2. pH and Conductivity analysis 

Electrodes of both, pHmeter (pH METER TEC-2, TECNAL) and conductivimeter (DM-32, 

DIGIMED), were straight inserted into the nanoemulsion samples after preparation. Changes 

in pH and conductivity indicate instability to emulsion systems. 

3.4. Sterilization process 

Two sterilization processes well established for liquids were applied: filtration through 

0,22 µm filter and autoclaving process (15 min at 1 atm and 121 oC). Then, characterization 

was done by macroscopic analysis, size and zeta potential measurements to evaluate if the 

system maintained its characteristics. 

3.5. Stability evaluation 

Long-term stability study was carried out by 6 months. Samples were stored at three 

different temperatures (4 oC, 25 oC and 40 oC). Zeta potential, hydrodynamic size and 

polidispersity index (PI) were measured in the formulation in the following days: 7th, 15th, 30th, 

60th, 90th, 120th and 180th. 

3.6. In vitro toxicity 

Lung fetus human cells (MRC-5) were cultured in DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s 

Medium) supplemented with 10% FBS at 37o C in a 5% CO2 humidified atmosphere. The 

cells were seeded at 3x105 cells per well on 6-well plates, 24h before the assay. 

Subsequently, the cells were exposed to different nanoemulsion amounts (from 0 to 30µL). 

Survivor cells were counted after 72h by taking the cell suspension and staining them with 

10uL of 0.4% Trypan blue (1:1 molar ratio). The free-nanoemulsion well was used as a 

negative control and represented 100% of cell survival. The cell viability was evaluated by 

visual inspection under an optical microscope (73). 

3.7. Plasmid preparation 
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The plasmid pIRES2-EGFP was amplified in Escherichia coli (DH10B strain) and 

extracted by MidiPrep (63). The purity of the plasmidial DNA (pDNA) was measured by 

OD260/OD280 (OD – optical density) and electrophoresis in a 0.7% agarose gel. pDNA was 

resuspended in pure water (Milli-Q) and frozen in aliquots. 

3.8. Lipoplex formation 

The complexation of pIRES2-EGFP by cationic nanoemulsion was optimized previously 

(56). The lipoplex was formed adding 1µg of pDNA to 3µL of nanoemulsion (5.9 

Nitrogen:Phosphate ratio) at 4o C, for 2h. The complexes were loaded onto 0.7% agarose gel 

using 40 mM Tris acetate and 1mM EDTA as buffer. Gel was run at 80 mV for 60 min and 

the trapping efficiency of pDNA by nanoemulsion was determined as the DNA was no longer 

accessible to the stain (SyBr Green) intercalation by the assay of gel electrophoresis. 

4. Results and Discussion 

4.1. Nanoemulsion 

Nanoemulsions present some advantages when compared to ordinary emulsions. 

Although thermodynamically unstable, they have greater surface and free energy, avoiding 

instability phenomenon as creaming, flocculation and phase separation (9, 50). To develop 

them, high and low energy methods could be employed (49). Ultrasonication is documented 

as a high energy method for fast formulate stable nanoemulsions with small droplet diameter 

and low polydispersity (52). In this method, droplets are formed due to cavitation bubble 

collapse and local release of substantial amount of energy (53). The application of ultrasound 

to produce nanoemulsions has been considered in several works (48, 52, 54, 56-57, 59) 

including this one. Nanoemulsion systems are composed by an oil core, stabilized by 

surfactants in aqueous medium. The components choice is usually done considering 

formulation stability and desired physical-chemical properties. 

Oil Choice  

There are indications that the size stability of emulsions changes greatly by changing oils 

(57). Both, natural and semi-synthetic oils can be employed in nanoemulsion preparation. 

Among vegetable ones, the soybean and flaxseed oils have been studied for gene therapy 

purpose (16, 87). Semi-synthetic oils, as MCT, also have been employed in nanoemulsions 

to gene delivery (11-12).  

When choosing the oil core, it is important to remember that the oils presenting lower 

density than water forms well dispersed suspensions in cell culture medium (16). However, 

high density oils form more stable complex with DNA and show superior transfection activity 

on adherent cells (59). 
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Bruxel et al. (91) listed oils commonly used in nanoemulsion preparation. The MCT type 

appeared as one of the most employed due its solubility in water, when compared to Large 

Chain Triglycerides. This kind of oil (Captex 355®) was considered in this study. 

Surfactant Choice 

Cationic lipids have been employed to prepare liposomes intended to gene therapy and 

most of those lipids are available to nanoemulsion preparation (16). The chemical structure 

of cationic lipids varies in hydrophobic chain, linker and polar head group. Because of the 

inherit lipid toxicity, other surfactants must be employed in order of stabilizing the system. 

To prepare nanoemulsions, surfactants, in general, are approved for human consumption 

(50)  and the quantities used are significantly less than that required for microemulsions 

formation (49).  

Non-ionic surfactants enhance the stability of nanoemulsions (16). Kim et al. (92) 

evaluated the role of non-ionic surfactants on cationic lipids mediating gene transfer and they 

found that Tween 80® increased both, gene transfection (it appears work as a helper lipid) 

and physical stability (avoiding formation of oil aggregates (55)). However, Tween 80® 

diminishes the compaction efficiency of the system (56, 92). Tween 80® and Span 80® when 

mixed, acts in a synergic way, changing the interfacial tension of oil-water mixtures (54) and 

improving the formulation physical stability (60). For this reason, they were chosen for the 

PTPD construction, at the Captex 355® critical HLB (10.5). 

The addition of cationic lipids as stearylamine, oleilamine, 1,2-di-O-octadecenyl-3-

trimethylammonium propane (DOTMA), 1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium-propane 

(DOTAP), dioleoylphosphatidylethanolamine (DOPE), and others, presenting amine groups 

in its structures, give a positive charge to the system, which is mandatory to gene delivery 

(55, 91). 

Steraylamine presents a primary amine group in the polar head and have been employed 

in nanoemulsions with gene therapy purpose (11-12, 56), including this one. 

Pseudo-Ternary Phase Diagram 

The PTPD was constructed with the components mentioned above and their 

concentrations determine the composition of polar, non-polar and surfactant phases that will 

yield the system (70).  

The obtained results revealed that several types of emulsion systems (Fig. 1) were 

produced within the different water/oil/surfactants ratio. This corroborates with Nam et al. 

(16) that assures physical-chemical characteristics of nanoemulsions being controlled by 

varying their constituents. 
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Fig. 1. PTPD showing regions of Microemulsion (ME); Viscous Emulsion (VEM); Fluid 
Emulsion (EM); Phase Separation (PS) and the nanoemulsion chosen point. 

 

Two regions of fluid emulsions, were found, one rich in water and other rich in oil. 

Microemulsion and a viscous emulsion were also found in the diagram. Once nanoemulsions 

are namely rich in water (49) and low oil concentration, a formulation point composed by 5% 

of Captex 355®, 1.2% of Tween 80®, 0.8% of Span 80® and 93% of pure water was chosen. 

An amount of 0.16% of stearylamine was added to the water phase, in order to give a 

cationic character to the system. 

Scale up 

To assess the scale up possibility, volumes of 10, 20, 50 and 100 mL were prepared. 

Augmenting the volume production results in increment in size (p < 0.05). It occurred, 

probably, because the sonication time was maintained, not mind the final volume. However 

no change in zeta potential was observed as expected, because the amount of cationic lipid 

was adjusted to the volume produced. 

Studies from Koroleva and Yurtov (53), Ghosh et al. (52) and Liu and Yu (55) relates the 

sonication time with the reduction in droplet size. The longer the sonication time is, the 

smaller the droplet size and polidispersity index are. Besides the time, the energy input 

influences the droplet size (52).  

On the other hand, sonication method is related to preparation of small volumes, at 

laboratorial scale. To emulsificate large volumes, mechanical stirring may be required, as a 

supplement (53). 

Sterilization 
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Due the system’s biological end, a sterilization method that maintain it characteristics 

must be available. Two methods were tested: filtration and autoclaving.  

Phase separation occurred when samples were autoclaved, as expected. Bruxel et al. 

(91) analyzed nanoemulsions containing Tween 80®,  sterilized by autoclaving, and they 

noted increase in droplet size. Besides, Chung et al. (57) stored emulsion systems from 

various oil types, at high temperature (100 and 120 ºC) and phase separation or at least, 

doubled size as an instability phenomena, occurred in 10 minutes. 

However, after filtration, the system maintained its characteristics of size and zeta 

potential. Additionally, PI decreases slight, probably due homogenization that occurs when 

the system is passed through a calibrated pore. 

4.2. Stability 

One of the most important pre-requisites in formulating an emulsion is to maintain its 

physical stability. Emulsion size stability is defined as the capacity of maintaining initial 

particle size distribution without undergoing phase separation (57). Besides, the zeta 

potential characterize the charge which takes place on the droplet surface and it is an 

indicator of the long-term stability when the absolute value is ≥ 30 mV (55). Wiacek et al. (93) 

also well correlated the zeta potential and stability in their work. Samples stored at three 

different temperatures were analyzed by six months and results are showed in the figure 

bellow (Fig. 2).  
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b)   
Fig. 2. Results of long-term stability study (180 days) for cationic nanoemulsions stored at 4 ºC, 25 ºC 

and 40 ºC. Monitoration of a) Size and b) Zeta Potential are showed. 

In the first day, all the formulations presented a white color and milky characteristic, 

189 nm (± 9) of size, zeta potential of 38 mV (± 3) and PI lower than 0.200. As showed in Fig. 

2a, the size was maintained by the 7th day for all the formulations, but zeta potential 

decreased increasing temperature (Fig. 2b). Concerning the samples stored at 40 oC, zeta 

potential reached a negative value (-14 mV ± 0.5) and it was noted a difference on the color, 

becoming light yellow. Phase separation occurred in these emulsions after the 15th day, the 

size increased twice and zeta potential was near to zero at that analisys day. Formulations 

stored at 25 oC maintained their size during storage but their zeta potential diminished (from 

38 to 19 mV) in the 90th day and phase separation occurred before day 120th. Formulations 

stored at 4 oC presented the same visual aspect until day 180th and its physical-chemical 

characteristics changed slightly. 

Due their small droplet size, nanoemulsions possess stability against sedimentation 

or creaming, being the Ostwald ripening the main mechanism of nanoemulsion instability 

(50). However, increase in temperature accelerates the onset of instability (70). 

Xavier et al. (70) analyzed their systems in three temperatures. The emulsions stored 

at room temperature suffered with creaming phenomena faster than those stored at cold 

temperature. In agreement, Chung et al. (57) found that the size variation of their emulsions 

were less at 4 oC than at room temperature and Yang et al. (71) observed the behavior of 

emulsions containing Tween 80® at 55 oC by one month: a thin oil layer above the system 

was found. 

Storing emulsioned systems at cold temperature, promotes low collision energy 

among the droplets (70). Besides, components might be hydrolyzed when stored at elevated 

temperatures for prolonged periods, mainly surfactants that lose their surface activity (71) 

4.3. Toxicity 
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The cytotoxicity of cationic nanoemulsions are related mainly to the cationic lipid 

employed, which is determined by the structure of its hydrophilic part (16). 

Increasing the nanoemulsion amount induced a dose dependent citotoxicity on MRC5 

cells. According to Fig. 3, when the final volume on the well reaches 20 µL, no viable cells 

were found.  

 

Fig. 3. In vitro toxicity related to nanoemulsions containing stearylamine in MRC-5 cells. A dose 

dependent behavior is showed. 

DL50 was calculated by the interpolation of the survival curve (r² = 0.978) and a value of 

9.27 µL was found. 

Once observed a dose-dependent behavior in the toxicity assay, the pDNA-complexation 

efficiency was confirmed  by agarosis gel retardation (Fig. 4) in order of making possible a 

correlation between the volume of nanoemulsion (and its correspondent toxicity) and the 

quantity of pDNA (µg) necessary to transfect cells at the same culture conditions.  

 

Fig. 4. Agarosis gel image showing in the lane 1: 1µg of the pIRES2-EGFP (mainly in the supercoiled 

form) and in the lanes 2, 3 and 4 the lipoplex formed using 3µl of nanoemulsion (5.9 N:P ratio). 

The agarosis gel assay (Fig. 4) confirmed (triplicate) that the system was able to 

completely complex the genetic material (pIRES2-EGFP) when 1µg of pDNA was added to 

3µL of nanoemulsion what corresponds of Nitrogen:Phosphate ratio (N:P) of 5.9. 

The volume necessary to transfect cells corresponds to a cell survival rate of 81,49%. 

Although Liu and Yu (55) have modified their systems with aminoacids, they verified a cell 

viability near to 80% after treatment with cationic nanoemulsions. The behavior of their 

systems were dose-dependent, as we also have found. 
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The toxic effect is mainly determined by the cationic nature of the vehicle, which attains 

different level to different structure (72). In consequence, toxicity increases with the cationic 

lipid amount (73, 81). Besides, the N:P ratio influences in the cell survival (55, 72, 74). 

5. Conclusions 

The use of no viral vehicles may avoid most of the problems related to viral vectors, 

mainly those concerning safety and immunogenicity. 

 This work presents a system constructed from safe components, able to complex 

genetic material and presenting low toxicity in vitro. Besides, the system may be sterilized by 

filtration, maintaining its characteristics. Stability, a drawback for unstable systems, it is not a 

problem when working with nanoemulsions well formulated as in the case. The system was 

stable, at 4 oC, by six months at least. The results presented lead us to suppose that the 

cationic nanoemulsion produced is a suitable no viral gene carrier. However, further studies 

of transfection efficiency and DNA protection must be done in order to support this 

hypothesis.  
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Introduction:  In  the  latest years, cationic nanoemulsion has been  studied as a non-viral 

gene delivery  carrier. The presence  of  a  cationic  lipid  on  the  formulation  results  in  a 

positive  final charge,  which  is  mandatory  to  complex  the  genetic  material,  negatively  

charged.  After  the formulation development,  it  is  important  to know  the  formulation 

behavior during  the scale up process.  Objective:  The  aim  of  this  work  was  to  assess  

the  characteristics  of  a  cationic nanoemulsion during its scale up from 10 mL to 100 mL. 

Methodology: Different volumes (10, 20, 50 and 100 mL) of nanoemulsions were prepared 

by the sonication method. The system was made  using  (w/w)  Captex  355®  (5%),  Tween  

80®  (1.2%),  Span  80®  (0.8%),  stearylamine (0.16%) and distilled-water  (up  to 100%). 

Measurements of zeta potential, hydrodynamic  size and polidispersity  index (PI) were 

performed by Dynamic Light Scattering and phase analysis light  scattering.  Samples  were  

diluted  300-fold  before  those  analyses.  Additionally,  pH  and conductivity  were  

analyzed.  Results: The  pH  varied  from  7.41  (10  mL)  to  8.41  (100  mL); conductivity  

also  varied,  being  reduced  from  91.80µS  (10  mL)  to  71.52µS  (100  mL). Concerning 

the zeta potential, which was 30.61 mV (± 1.13) for all formulations, variation was not 

observed, The hydrodynamic size  increased with  the volume from 188 nm  (10 mL)  to 266 

nm (100 mL). Concerning the PI, formulations with 10, 20 and 50 mL presented smaller 

value (0.18)  than  100  mL  ones  (0.225).  Conclusions:  During  the  scale  up  studies  on  

cationic emulsion,  some  changes  on  the  physicochemical  properties  of  the  formulations  

could  be observed. The most evident one was  the hydrodynamic size. However,  this 

drawback could be handled by  increasing the sonication time during the production 

process.. The results show that the  scaling  up  process  of  the  formulation,  probably,  will  

not  affect  the  efficiency  of  DNA complexation.  
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INFLUÊNCIA DA ADIÇÃO DE GLICOSE COMO CRIOPROTETOR EM UMA NANOEMULSÃO CATIÔNICA 

PARA TERAPIA GÊNICA 

André Leandro Silva¹; Lorena Raquel de Sena Miranda¹; Jéssica Gilvania dos Santos Medeiros¹; 

Nednaldo Dantas dos Santos¹; Lourena Mafra Veríssimo¹; Eryvaldo Sócrates Tabosa do Egito¹. 

As nanoemulsões catiônicas (NC)têm sido amplamente estudadas como carreadores não-virais para 

terapia gênica nos últimos anos. Estes sistemas possuem tensoativos catiônicos em sua interface, 

tornando as gotículas positivamente carregadas o que permite sua interação com o DNA, 

negativamente carregado, através de interações eletrostáticas. O resultado desta interação é a 

formação de um complexo (lipoplexo) que é internalizado pelas células, caracterizando o processo de 

transfecção. Uma vez que as NC são sistemas que tendem à instabilidade, liofilizar o sistema pode ser 

uma alternativa no que se refere ao aumento de sua estabilidade. O objetivo deste trabalho foi 

avaliar a influência da glicose como crioprotetor em uma nanoemulsão catiônica previamente 

desenvolvida, observando modificações nas características da formulação e o poder em complexar 

um modelo de DNA plasmidial (pDNA). As nanoemulsões foram preparadas pelo método de 

sonicação onde a fase aquosa (93% de Água, 1,2% de Tween 80 e 0,16% de estearilamina) foi 

sonicada por 2 minutos e então adicionada à fase oleosa (5% de Captex 355 e 0,8% de Span 80). A 

mistura foi sonicada em banho de gelo, por 3 minutos e então estocadas a 4°C. Diferentes 

concentrações de glicose (5%, 10%, 15% e 20%) foram adicionadas ao sistema e então caracterizadas 

por Espalhamento Dinâmico de Luz (DLS), o que forneceu informações sobre o tamanho 

hidrodinâmico das gotículas. Para verificar se a adição do crioprotetor influencia no poder de 

complexação, foi realizado ensaio de retardo em gel de agarose 0,7%. As análises foram realizadas 

em triplicata, e os resultados, estatisticamente testados (ɑ = 0,05). O crioprotetor se dissolveu na 

nanoemulsão em todas as concentrações utilizadas, não alterando o aspecto macroscópico do 

sistema. Os resultados de DLS mostraram que as NC sem crioprotetor mediram em média 201,3 nm 

(± 4,9) e que não houve diferença estatisticamente significativa (p>0,05) para qualquer adição de 

glicose: 5% (195,8 nm ± 2,5); 10% (195 nm ± 4,5); 15% (194,5 nm ± 7,5) ou 20% (195,2 nm ± 7,7). As 

amostras adicionadas de 15% de crioprotetor foram submetidas ao ensaio de retardo em gel de 

agarose e observou-se que embora haja formação do lipoplexo, foi possível visualizar bandas de 

pDNA não complexado. Pode-se concluir que embora o crioprotetor não altere o tamanho das 

gotículas da nanoemulsão, há diminuição do poder de complexação do sistema, o que pode ser 

devido a um impedimento estérico causado pelo crioprotetor, na interface da gotícula. Os resultados 

nos levam a crer que a liofilização prejudica a complexação do material genético e que, após a 

liofilização do o sistema, um sensível aumento na razão Nitrogênio:Fosfato (NC:pDNA) de 

complexação poderá ser necessário  na tentativa de manter o sistema efetivo. 
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A terapia gênica visa à inserção de material genético (DNA ou RNA), no interior de células-

alvo, com o intuito de se obter uma resposta terapêutica desejada. Podendo esta objetivar a 

expressão de uma proteína pouco, ou não expressa, na célula-alvo (ex. xeroderma pigmentoso), inibir 

a síntese protéica (ex. Doença de Alzheimer) ou ainda ,inserir características completamente novas 

(ex. diferenciação de células-tronco). Porém, a captura celular destas macromoléculas é limitada 

devido ao seu tamanho, hidrofilicidade, carga negativa e elevada susceptibilidade à degradação por 

endonucleases. Assim, tem sido proposto o uso de sistemas carreadores para facilitar o transporte e 

proteção deste material, sendo estes divididos em sistemas virais e não-virais. Os primeiros 

apresentam elaborada maquinaria de transfecção e em sua maioria apresentam tropismo, podendo  

infectar apenas certos tipos de células (as de interesse), o que os tornam um carreador muito útil. 

Contudo, estes sistemas apresentam dificuldades no processo de produção, problemas relacionados 

à segurança como mutação e carcinogenese, imunogenicidade, além de apresentar uma limitação 

em termos de limitação no tamanho do material genético a ser inserido. Como consequência destes 

empecilhos os carreadores gênicos não-virais têm sido desenvolvidos e são considerados atualmente 

como uma alternativa valiosa e grande promessa para futuras aplicações terapêuticas. O presente 

trabalho consiste de uma revisão bibliográfica sobre as principais barreiras intracelulares a serem 

transpostas por carreadores gênicos não-virais: (1)entrada na célula, (2) escape do endossoma, (3) 

transporte citoplasmático e (4) ingresso no núcleo, quando for o caso – para garantir eficiência na 

transfeção. Para tanto, foi realizada uma busca nos seguintes periódicos indexados: web of 

Knowledge, Science Direct, Scirus, Scielo e PudMed,  no período  de setembro a outubro de 2012 e 

como metodologia utilizou-se o cruzamento dos seguintes  descritores/palavras-chave: “gene therapy” 

+ “endocytosis”, “gene therapy” + “Intracellular trafficking” e “gene therapy” + “transfection”, como 

critério de inclusão adotou-se: os artigos publicados nos anos 2011 e  2012, que apresentaram em 

seu título um ou mais descritores supracitados. Acredita-se que esta avaliação promoverá uma maior 

e melhor compreensão dos processos já ditos e será de grande utilidade para um publico 

diversificado que estão interessados tanto em terapia gênica com carreadores não-virais, quanto em 

entender os mecanismos envolvidos na endocitose de “nanomedicamentos”. 
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Um dos objetivos da terapia gênica é a produção de uma proteína alvo, que por algum 

motivo, deixou de ser expressa pela célula, sendo necessário inserir um gene terapêutico exógeno, 

apropriado ao tratamento. Entretanto isso ainda representa um grande desafio. O objetivo deste 

trabalho de revisão é demonstrar as vantagens de usar um sítio interno de entrada ribossomal (IRES) 

em um plasmídeo recombinante para utilização em terapia gênica. A pesquisa realizada teve como 

etapas a busca do tema da revisão literária a partir da definição de palavras chaves e a extração do 

conhecimento foi feita em livros e periódicos internacionais indexados (PubMed, SCIELO e Web of 

Science) no período de setembro a outubro de 2012. As palavras chaves utilizadas foram “IRES 

plasmid” e “translation initiation”. Normalmente, em eucariotos, a tradução é iniciada apenas pela 

extremidade 5', conhecida como 5’ cap da molécula de RNAm, uma vez que ela promove o 

reconhecimento  necessário para a montagem do complexo de iniciação com o ribossomo. O IRES é 

uma sequência de nucleotídeos que admite a tradução e recruta a subunidade ribossomal 40S de 

forma totalmente independente do sentido 5' - 3' do RNAm. Por isso, pode ser de grande interesse 

no caso de patologias onde a terapia conjugada é útil ou mesmo necessária, ou ainda, quando um 

gene repórter está acoplado à expressão de algum gene que se pretende estudar, permitindo 

identificar a célula que expressa esse transgene através da co-expressão do gene repórter. A teoria 

mais aceita para o funcionamento do IRES aponta para uma estrutura tridimencional secundária do 

RNAm, que seria reconhecida pelos ribossomos e prenderia o RNAm apesar da existência de um 

códon de terminação na fase de leitura, permitindo com isso a leitura da segunda ORF (Open Read 

Frame).  Esta abordagem permite a expressão de proteínas mesmo sob condições desfavoráveis à 

tradução 5’ cap dependente. Os artigos mostraram que o RNAm  transcrito a partir dos plasmídeos 

de expressão contendo o IRES promoveram  níveis de expressão ótimas  quando comparados com o 

RNAm gerado sem o elemento IRES. A estabilidade e eficiência da tradução também foram 

observadas, sendo mais relevantes no primeiro caso. Dessa forma, conclui-se que o uso de uma 

sequência IRES em plasmídeos recombinantes é uma estratégia interessante para a terapia gênica 

pois, possivelmente, acarretará maior eficiência de expressão do gene funcional nas células onde 

estes apresentam-se defeituosos e por conseguinte, causarão alterações fenotípicas benéficas, 

alcançando um dos objetivos da terapia gênica que é a melhora do quadro clínico do paciente. 

 

 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/5%27_cap
http://en.wikipedia.org/wiki/Nucleotide_sequence
http://en.wikipedia.org/wiki/Translation_(genetics)
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Purpose  

To evaluate the “in vitro” toxicity of a cationic nanoemulsion (CN) system composed of Captex 355®, 

Span 80®, Tween 80®, Stearylamine and distilled water.  

Methods  

The CN system was produced by the sonication method. Characterization was carried out by Dynamic 

Light Scattering, which gave information about size, polidispersity index and zeta potential. Besides, 

electrophoresis in agarose gel 0.7% was run to ensure that the system was able to compact the 

pIRES2-EGFP plasmid model. Lung fetus human cells (MRC5) were cultured in DMEM supplemented 

with 10% FBS at 37°C in a 5% CO2 humidified atmosphere. The cells were seeded at 3 x105 cells per 

well on 6-well plates, 24h before the assay. Subsequently, the cells were exposed to different CN 

amounts from  0 to 30µL (pH 8.6; 5.9 mM of Stearylamine/mL of CN). Survivor cells were counted 

after 72h by taking the cell suspension and staining them with 10 µL 0.4% Trypan blue at 1:1 molar 

ratio. A linear death curve (r²= 0.978) was achieved as result. The free NC well was used as negative 

control and represented 100% of cell survival.  

Results  

Increasing the CN amount induces a dose dependent cytotoxicity on MRC5 cells. When the final CN 

volume on the well reaches 20 µL, no viable cells were found. DL50, which was found to be 9.27 µL of 

CN, was calculated by the interpolation of the death curve. This volume reveals to be three times 

higher than the one necessary to complex 1µg of pDNA, which is 3 µL of CN. On the other hand, this 

volume of CN (3 µL) corresponds to a cell survival rate of 81.49%.  

Conclusion  

The CN system here produced was able to compact the pIRES2-EGFP plasmid model not inducing 

high citoxicity against MRC5 cells. Therefore, it can be seen as a promise vehicle for gene therapy. 
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² Laboratório de Biologia Molecular e Genômica (UFRN). 59072-970, Natal – Brazil. 

* socratesegito@gmail.com 

Introduction: Gene therapy is based on the transfer of an exogenous genetic material into the cell. 
Usually, it is done in order to supplement/improve the expression of a determined protein, but not 
only for this purpose. There are two different main ways to transfect cells: using viral and no-viral 
vehicles. Because of its safety, no-viral vectors have been extensively studied to promote gene 
delivery. Cationic nanoemulsions are no-viral systems able to complex the anionic genetic material 
via electrostatic interaction, forming lipoplexes that could be used to transfect cells. However, as a 
dispersed system, its thermodynamic instability can be a limitation in its use. Objective: The aim of 
this work was to assess the long-term stability study of a cationic nanoemulsion system.  
Methodology: The stability study was carried out by 6 months, in three different temperatures (4ºC, 
25°C and 40°C). Nanoemulsions were prepared by sonication method. The system was composed by 
(w/w) Captex 355® (5%), Tween 80® (1.2%), Span 80® (0.8%), stearylamine (0.16%) and distilled-water 
(to 100%). Electrophoresis assay was performed to assure that the nanoemulsion was able to 
complex the pIRES2-EGFP (plasmid model). Measurements of zeta potential, hydrodynamic size and 
polidispersity index (PI) were done by Dynamic Light Scattering (DLS) and phase analysis light 
scattering as scheduled: formulation day, 7th, 15th, 30th, 60th, 90th, 120th and 180th days. Samples were 
diluted 300-fold before analysis. All the experiments were carried out in triplicate. Results: 
Electrophoresis assay showed that 3µL of nanoemulsion are necessary to compact 1µg of pDNA, wich 
means a charge ratio of 5.9 (N/P). In the first day, all the formulations presented a white color and 
milky characteristic, size of 189 nm (± 9), zeta potential of 38 mV (± 3) and PI lower then 0.200. The 
size was maintained by the 7th day for all the formulations, but zeta potential decreased increasing 
temperature. Concerning the samples stored at 40°C, the zeta potential reached a negative value (-
14 mV ± 0.5) and it was noted a difference on the coloration, becoming light yellow. Phase 
separation occurred in theses emulsions on the 15th day, the size increased twice and zeta potential 
was near to zero. Formulations stored at 25ºC maintained their size during storage but their zeta 
potential diminished (from 38 to 19 mV) in the 90th day, and phase separation occured before day  
120th. Formulations stored at 4°C presented the same visual aspect until day 180th.and its physical-
chemical characteristics changed slightly (213.5 nm (± 6) mean size, PI of 0.162 and 31.8 mV (± 1.8) of 
zeta potential). Conclusions: The studied nanoemulsion was able to compact the genetic material 
and temperature influenced its stability. Samples stored at 40°C broke in two weeks and those stored 
at room temperature (25°C) were stable for 3 months. When stored at 4°C, the system had an 
increase in size and a decrease in the zeta potential, however it characteristics remained compatible 
to the purpose that it was produced. 
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Gene therapy is based on the transfer of genetic material into the target defective tissue or 

cell. For its success, it is necessary to develop carriers able to bypass both, membrane and 

citosol barriers, reaching the nucleus. Most of the researchers deals with viral approaches. 

However, concerns about safety have increased studies on non viral gene delivery systems 

like nanoemulsions. The aim of this work was to evaluate autoclaving and filtration as 

methods to guarantee a cationic nanoemulsion system sterility, which makes in vitro assays 

possible. The nanoemulsion, prepared by sonication method, was made of Captex 355®, 

Span 80®, Tween 80®, water and stearylamine. Sterilization processes was done as follow: 

filtration by 0.22 µm filter and autoclaving for 15 min at 1 atm and 121°C. Then, 

characterization by macroscopic analyses, zeta potential and size measurements were 

performed. The results showed that, as expected, phase separation happens when 

autoclaving was used to sterilize the nanoemulsion (a thermodynamically unstable system). 

Concerning the filtration method, the characteristics of the system were maintained. The 

unsterilized nanoemulsion presented size of 240 nm and zeta potential value of +26.6 mV.  

After filtration, the system presented 233 nm of size and +23.9 mV of Zeta Potential. 

Polidispersivity Index decreased from 0.201 to 0.176 after filtration, meaning that size 

distribution was more homogenous after the filtration process. These results demonstrate 

that sterile filtration is a suitable process to sterilize cationic nanoemulsion for gene therapy 

making possible the future use of cationic nanoemulsions for gene delivery.
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ANEXO 1 – MAPA DO PLASMÍDEO pIRES2-EGFP 
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