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(57) Abstract : The present invention relates to the use of monoolein-based cationic lipid systems for the complexation, transport
and transfection of genetic material into target cells. The lipid systems are prepared by conjugating a neutral lipid, monooleoyl-rac
glycerol (monoolein), with cationic surfactants derived from the dioctadecyldimethylammonium (DODAX) group, such as
dioctadecyldimethylammonium  bromide = (DODAB),  dioctadecyldimethylammonium  chloride = (DODAC)  and
dioctadecyldimethylammonium phosphate (DODAP). This lipofection method exhibits high levels of biocompatibility and
reduced acquisition costs, and can be used for molecular biology research purposes (in vitro), as well as for gene therapy for
medical purposes (in vivo).

(57) Resumo : A presente invencdo diz respeito a aplicacdo de sistemas lipidicos catidnicos a base de Monooleina, na
complexagdo, transporte e transfecgdo de material genético em células alvo. Os sistemas lipidicos sdo preparados através da
conjugacdo do lipido neutral monooleoil-rac-glicerol (Monooleina) com os tensioactivos catidnicos da familia de
Dioctadecildimetilaménio (DODAX) (Brometo de Dioctadecildimetilamoénio (DODAB), Cloreto de Dioctadecildimetilaménio
(DODAC) e Fosfato de Dioctadecildimetilaménio (DODAP)). Este método de lipofecgdo é aplicavel tanto no dominio da
investigagdo em Biologia Molecular (aplicagdo in vitro), como na area da saide em Terapia Génica (aplicagdo in vivo),
apresentando elevados niveis de biocompatibilidade e reduzidos custos de aquisigdo.
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Description
Title of Invention: APLICACAO DA MONOOLEINA COMO
NOVO LIPIDO ADJUVANTE EM LIPOFECCAO

Campo da Invencao

A transformacao genotipica de uma célula implica uma modificacdo fenotipica
induzindo uma alteracdo hereditdria permanente do DNA e do seu perfil de expressao.
Este fendmeno pode ser obtido artificialmente através da insercao de material génico
exogeno na célula (transfeccdo). A presente invencdo diz respeito a uma nova
formulagdo com recurso a lipidos catidnicos (lipofeccdo), através da conjugacao do
lipido neutral monooleoil-rac-glicerol (Monooleina) com os tensioactivos catiénicos da
familia de Dioctadecildimetilamoénio (DODAX) (Brometo de
Dioctadecildimetilaménio (DODAB), Cloreto de Dioctadecildimetilaménio (DODAC)

e Fosfato de Dioctadecildimetilaménio (DODAP)), com aplicagdo no dominio da

investigagdo em Biologia Molecular (aplicagdo in vitro), assim como na drea da satide
em Terapia Génica (aplicagdo in vivo).
Antecedentes da Invencao

A modificagdo fenotipica de uma célula, induzida por uma alterac@o hereditaria
permanente do DNA e do seu perfil de expressdo, dd-se o nome de transformagao. Este
fendmeno pode ser obtido artificialmente através da insercdo de material génico
exogeno na célula (transfeccdo), e revela-se de extrema importancia tanto no dominio

da investigagdo em Biologia Molecular (aplicagdo in vitro), como na drea da saide em

Terapia Génica (aplicagdo in vivo).

Os vérios métodos de transfec¢do actualmente conhecidos t€m sido frequentemente
agrupados em dois grupos: métodos virais (virus recombinantes) ou métodos nao-virais
(complexacdao de DNA por intermédio de lipidos ou polimeros, co-precipitagdo de
DNA com fosfato de cdlcio, electroporagdo, bombardeamento de particulas carregadas,
ou microinjec¢do de DNA) (Maslov et al., 2002).

A Tabela I apresenta um resumo comparativo das principais vantagens €
desvantagens associadas a estes dois tipos de sistemas de transfecgao.

Tabela I - Comparacio entre as propriedades de sistemas de transfeccao

virais e nao-virais (Gregoriadis, 2007)
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Sistemas virais

Sistemas nao-virais

(+) Eficiéncia de transfeccao elevada

(-) Eficiéncia de transfec¢do media

(+) Transfeccdo em linhas celulares

tumorais e finitas

(-) Transfec¢do limitada no caso de linhas

celulares finitas

(-) Elevada imunogenicidade

(+) Baixa imunogenicidade e toxicidade

(-) Risco de mutagenicidade

(+) Sistemas biodegraddveis (p.e.,

lipidos)

(-) Baixos titulos virais

(+) Possibilidade de libertacao di-

reccionada

(-) Capacidade limitada de complexagdo

(+) Capacidade de transporte de DNA com
diferentes tamanhos e diferentes formas
(CCC, OC, linear)

(-) Dificuldade no caso de dosagem

continua

(+) Possibilidade de dosagem continua e

repetivel

(-) Dificuldade no processo de man-

ufactura

(-) Processo de manufactura relativamente

simples e barato

Dentro do grande grupo dos métodos nao-virais, uma especial relevancia tem sido

dada nas ultimas décadas ao método de lipofeccdo, que envolve o uso de lipossomas

catiénicos para a complexacao e libertacdo de DNA exdgeno no interior das células.

Foi em 1987 que Felgner e seus colaboradores descreveram pela primeira vez o uso de

moléculas lipidicas com grupos quimicos positivos para transfec¢ao génica em culturas

de células (Felgner et al.,1987). Ao contrério de outras drogas transportadas em

sistemas lipidicos, o DNA plasmidico ndo era encapsulado no interior do lipossoma,

mas antes ficava fortemente condensado pela ac¢do de pequenos vesiculos catiénicos

que cobriam total ou parcialmente o plasmideo, dando origem a estruturas mais tarde

designadas de lipoplexos, cuja formacao era fortemente dependente da atraccao

electrostitica entre o esqueleto de fosfatos negativos do DNA e as cabegas positivas
dos surfactantes cationicos (Labat-Moleur et al., 1996; Meager, 1999).

O desenvolvimento de novos lipidos para aplicagdo em Terapia Génica, dd-se essen-

cialmente através do teste empirico de compostos nunca antes utilizados para esse fim,

cada um dos quais sendo analisado para uma aplicagdo particular. Depois da de-

scoberta inicial de Felgner e seus colaboradores, uma primeira vaga de investigacao

resultou na descoberta de numerosas moléculas, conforme referido em diversos
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documentos publicados: US5279833 (Rose, 1994), US6936469 (G. deJong, S.L.
Vanderbyl, 1998). Novos desenvolvimentos continuam a ser propostos na sintese de
novos lipidos catidnicos para transfec¢do, como referido nos documentos US5651981
(Asley et al, 1997), W0O2005033289 (R. MacDonald, L. Wang, 2005), onde € descrita
a aplicacdo de misturas de lipidos catidnicos sintéticos
1,2-dioleoil-sn-glicero-3-etilfosfocolina (EDOPC),
1,2-dilauroil-sn-glicero-3-etilfosfocolina (EDLPC), e
1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-etilfosfocolina (EDMPC) em sistemas de transfec¢do sem
indicagdo de lipidos adjuvantes. Num outro documento US7067697, (Xiang
Gao,2006), sdo apresentados vdrios lipidos catidénicos combinados com agentes
bioactivos funcionais para aplicagcdes farmacéuticas e onde DOPE
(dioleoil-fosfatidil-etanolamina) e colesterol sdo identificados como lipidos adjuvantes.

Tem sido demonstrado que a adi¢do de lipidos neutros adjuvantes a formulagdo dos
lipoplexos promovem um aumento na taxa de libertacdo do DNA e na efici€ncia de
transfeccao, quer pela promog¢ao do processo de fusdo dos lipoplexos de maiores
dimensdes com a membrana celular, quer pela intensificagdo do processo de en-
docitose com lipoplexos de dimensdes reduzidas (M.R. Almofti et al., 2003).

No entanto, dependendo do tipo e propriedades da linha celular utilizada, 0 mesmo
sistema de lipofeccao pode apresentar eficiéncias de transfec¢do muito diferentes, o
que tem justificado a constante necessidade de procura de novas formulagdes
adaptadas a cada tipo de célula.

De vérios documentos publicados até a data, os lipidos adjuvantes mais fre-
quentemente citados sdo o DOPE, o colesterol e seus derivados (US5888821 - R.
Reszka, 1999; e US7001614 - N. Smyth-Templeton e G.N. Pavlakis, 2006).

Estes adjuvantes, apesar de, num modo geral promoverem o processo de transfec¢ao,
mostraram ser apenas um dos varios factores que condicionam a eficiéncia de
transfec¢do, uma vez que o proprio tipo de célula a transfectar pode ser determinante
na eficiéncia do processo. Além disso, pardmetros como o tamanho e o tipo de
estrutura dos complexos parecem ser igualmente importantes no desenvolvimento de
um sistema de transfec¢do, uma vez que acabam por condicionar o grau de biofun-
cionalidade, biocompatibilidade e toxicidade dos sistemas. Todos estes factores
ajudam a explicar a razdo pela qual uma efici€ncia elevada de complexagdo de DNA
ndo estd necessariamente associada a uma alta taxa de transfecgao.

Recentemente, o tensioactivo sintético Brometo de
Dioctadecildimetilaménio(DODAB)(Fig.1) foi utilizado pelos préprios autores da
presente invencdao em conjugacdo com um lipido natural de baixo valor comercial
(Monooleina), para desenvolver sistemas vesiculares que demonstraram ser capazes de

complexar eficientemente DNA comercial (Silva et al., 2008). No entanto, a
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semelhanca do que j4 foi verificado em muitos outros sistemas vesiculares (C. Esposito
et al., 2006)) e do ja referido anteriormente, altas efici€éncias de complexacdo de DNA
ndo estdo necessariamente associadas a taxas elevadas de transfeccdo.

A Monooleina, 1-monooleoil-rac-glicerol (MO) - Fig.2, € um lipido neutral anfifilico
de origem natural que apresenta a particularidade de possuir duas fases ctbicas
bicontinuas invertidas, mesmo em excesso de H20 (< 90% w/w), como se pode
verificar no seu diagrama de fase, representado na Fig. 3 (Lipowsky et al,1995). A
existéncia de diversas fases nao-lamelares, acrescida do seu baixo valor comercial,
indicam que o composto Monooleina se apresente como um potencial candidato a
lipido adjuvante.

A estrutura dos complexos lipidos/DNA depende fortemente da proporcdo lipido
catiénico:DNA, assim como da proporcdo lipido cationico:lipido neutral (May et al.,
2004). Além disso, a propria formagao dos lipoplexos € dependente do método de
preparagao dos lipossomas, assim como do procedimento utilizado para complexar o
DNA com os vesiculos catiénicos (Simoes et al., 2005).E também reconhecido que a
ordem de adi¢do dos lipidos e DNA tem um efeito critico nas propriedades fisicas e na
actividade bioldgica dos lipoplexos resultantes (Tranchant et al., 2004). Desta forma,
do conhecimento da eficiéncia da monooleina na complexacdo do DNA (Silva e tal.,
2008) nao resulta 6bvia a sua aplicagdo em transfeccao.

Até ao momento, ndo foi descrita a utilizacdo de Monooleina como lipido adjuvante
em sistemas de lipofeccdo, isto apesar do seu reduzido valor comercial e da sua baixa
citotoxicidade, como € proposto agora nesta nova invengao. A monooleina apenas
parece referida como fazendo parte de formulagdes que utilizam o encapsulamento do
DNA em lipossomas, e ndo por lipofeccdo via complexacao [W02003/057190 (2003)].
A aplicagdo da monooleina como adjuvante traz ainda a vantagem adicional de poder
ser aplicada em diferentes tipos de células.

O documento US6074667(Paavo Kinnunem et al; 1998) menciona métodos de
transfec¢do utilizando como vectores nao-virais lipidos catiénicos derivados de es-
fingosinas, utilizando um primeiro lipido adjuvante DOPE e como segundo lipido
adjuvante selecionado dos diacyl glycerois em células KK-1.

Contrariamente a monooleina que pertence a classe dos monoacilglicerdis, os
diacilglicerdis t€m duas caudas hidrofébicos, sendo por isso semelhantes aos lipidos
adjuvantes habituais (DOPE).

Breve Descricao das Figuras

Fig.1 - Representacdo quimica da molécula Brometo de Dioctadecildimetilaménio
(DODAB).

Fig.2 - Representacdo quimica da molécula 1-monooleoil-rac-glicerol (Monooleina).

Fig.3 - Diagrama de fase da molécula 1-monooleoil-rac-glicerol (Monooleina),
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contendo diferentes estruturas de organizacdo: estrutura Lamelar (L,; Lp); estrutura
Nao-Lamelar Hexagonal Invertida (Hy) e estrutura Nao-Lamelar Cubica Invertida (Qq
).

Fig.4 - Representacdo grafica da andlise da eficiéncia de transfec¢do de diferentes
formulagdes DNA/lipido na linha celular 293T.

Fig.5 - Representacdo grafica da andlise da citotoxicidade de diferentes formulagdes
DNA/lipido na linha celular 293T.

Descricdo Geral da Invencio

A presente invengdo descreve o uso de sistemas lipidicos catiénicos compostos por
surfactantes catiénicos derivados de dioctadecildimetilaménio (DODAX) e pelo ten-
sioactivo neutral 1-monooleoil-rac-glicerol (Monooleina), na complexacdo e transporte
de DNA, e como veiculo de transformacdo genética em células. A Monooleina,
I-monooleoil-rac-glicerol (MO), € um lipido neutral anfifilico de origem natural que
apresenta a particularidade de possuir duas fases cubicas bicontinuas invertidas,
mesmo em excesso de H20 (< 90% w/w), como se pode verificar no seu diagrama de
fase, representado na Fig. 3 (Lipowsky et al., 1995). A existéncia de diversas fases
ndo-lamelares, acrescida do seu baixo valor comercial, indicam que 0 composto
Monooleina se apresenta como um potencial candidato a lipido adjuvante em sistemas
de lipofecgdo.

A complexacdo do DNA, determinada pela atrac¢do electrostatica entre os grupos
amonia carregados positivamente do surfactante sintético Dioctadecildimetilaménio
(DODAX) e o esqueleto de fosfatos negativos do DNA plasmidico, provoca a
condensagdo da estrutura, dando origem a complexos DNA/Lipido vulgarmente
conhecidos por lipoplexos, € que neste caso contém também o lipido neutro
Monooleina.

A inclus@o de Monooleina na constituicao do lipoplexo confere a este propriedades
completamente distintas, devido ao facto dos monoacilglicerdis apresentarem um
padrdo de curvatura distinto do surfactante cationico utilizado.

A diminuigdo da rigidez estrutural dos vesiculos de Dioctadecildimetilaménio
(DODAX) provocada pela adicdo de Monooleina, aumenta a mobilidade lateral da
cadeia lipidica, o que acaba por promover a interac¢do membrana-lipoplexo, fa-
vorecendo assim o processo de transfecgao.

Descricdo Detalhada da Invencao

Sendo aplicaveis razdes molares monooleina:lipido catiénico entre 0.1 € 0.9, um
modelo de realizacdo da inveng¢do consiste na aplicacdo da formulagdo com razao
molar lipido catiénico Brometo de Dioctadecildimetilaménio (DODAB):lipido

adjuvante (Monooleina) 2:1,em razdes de carga (+/-) distintas (2:1 e 4:1), de entre as
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possiveis (de 1:1 a 4:1), correspondendo a diferentes concentracdes de grupos amoénio
positivos de Brometo de Dioctadecildimetilaménio (DODAB) para a mesma
concentragdo de grupos fosfato negativos (DNA).

A eficiéncia relativa dos sistemas (quer ao nivel da sua taxa de transfeccdo e do seu
grau de citotoxicidade) foi aferida por comparacao directa com um sistema comercial
de lipofec¢do (Lipofectamina®), nas condi¢Oes indicadas pelo fabricante (Invitrogen).

A eficiéncia de transfeccdo foi determinada através da medicdo da actividade da
enzima reporter [3-galactosidase (Absorvancia a 420nm) (Fig. 4). O nivel de cito-
toxicidade foi determinado através da medicdo da actividade da enzima Lactato
Desidrogenase (Absorvancia a 340nm) (Fig. 5).

No exemplo apresentado, a utilizagdo de diferentes razoes de carga (+/-) (2:1 e 4:1)
para o sistema DODAB:MO (2:1), prendeu-se com a necessidade de determinar a
concentracao minima de lipido que permitisse obter uma taxa maxima de transfeccado,
sem que isso representasse um acréscimo de toxicidade para as proprias células.

Na formulacdo lipidica testada, muito embora fosse esperado que a razdo de carga
(+/-) 4:1 apresentasse uma efici€ncia de transfec¢do mais elevada que a razdo de carga
(+/-) 2:1 (devido a maior concentragdo de agente de lipofec¢do), 0 mesmo nao se veio
a verificar experimentalmente (Fig. 4), devido ao acréscimo de citoxicidade verificado
as 48 horas (5% para 7% nas razdes de carga (+/-) 2:1 e 4:1, respectivamente) (Fig. 5).
De referir que o sistema comercial (Lipofectamina) apresenta um nivel de cito-
toxicidade (7%), superior ao do sistema DODAB:MO (2:1), para a razdo de carga (+/-)
2:1.

Em todo o caso, a demonstrag@o de que a formulagdio DODAB:Monooleina (2:1) em
razdes de carga (+/-) distintas, apresentam eficiéncias de transfeccdo compardveis (r.c.
(+/-) 2:1) e mesmo superiores (r.c. (+/-) 4:1) ao sistema comercial, mostram que o
modelo da invencdo € efectivo em concentragdes varidveis de lipido e DNA.

Esta versatilidade pode vir a revelar-se 1til na aplicagdo do sistema de lipofec¢ao
noutro tipo de linhas celulares em que a razao de carga (+/-) 2:1 seja menos eficiente
que as restantes, e em que outras condicoes de transfeccao sejam requeridas para
aumentar a eficiéncia do processo.

Preparacio dos lipossomas cationicos mistos

Para a preparagdo das solucdes lipossomais mis-tas, volumes definidos das solugcoes
stock de Brometo de Dioctadecildimetilaménio (DODAB) e Monooleina em etanol (20
mM) foram injectadas sob forte agitacdo a uma solugdo-tampao aquosa a 70°C (30 mM
Tris-HC1). Uma concentragao final de lipido (DODAB + Monooleina) de 1 mM foi
obtida para a razdo molar lipido catiénico (DODAB):lipido adjuvante (Monooleina)
2:1.
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Preparacio dos lipoplexos cationicos

Os lipoplexos cationicos foram preparados através da adi¢ao de volumes definidos de
solugOes lipossomais mistas (concentragdes varidveis de grupos amodnia positivos) a
um volume constante de solucdo de DNA (concentracdo fixa de grupos fosfato
negativos = numero de pocos X 1ug DNA/poco). Diferentes volumes de meio Opti-
mem [ foram utilizados para perfazer um volume total constante de solucdo nas vdrias
formulagdes e razdes de carga (+/-) testadas (100uL/pog¢o). Os lipoplexos resultantes
foram incubados a temperatura ambiente durante 30 min sem agitagao.

O material genético introduzido na célula foi o plasmideo pSV-[3-gal (Invitrogen),
que foi amplificado pela estirpe competente Escherichia coli DHB4. O isolamento e
purificacdo do DNA foi feito utilizando o Kit de extraccdo 'Wizard® Plus Midipreps
DNA Purification System', comercializado pela empresa Promega. A concentracdo
final de DNA (1.75pg/uL) foi medida pela absorvincia a 260 nm num
espectrofotometro Shimadzu UV-3101-PC.

Cultura de células

Para ensaios de transfeccdo e de andlise de citotoxicidade, células da linha celular
293T foram cultivadas em frascos T75cm? com meio DMEM suplementado com L-
glutamina (4 mM), bicarbonato de s6dio (1.5 g/L), glucose (4.5 g/L), soro fetal de
bovino (10% v/v) e antibi6tico (1 uni/ml). As células foram regularmente sub-
cultivadas entre as passagens 18 e 24, sendo sempre mantidas a confluéncias inferiores
a 90% (37°C e 5% CO2).

Lipofecciao

Doze horas antes da transfeccdo, cada frasco T75cm3 foi lavado uma vez com
solucdo PBS (1X) e as células foram desaderidas através da adi¢do de solucdo de
tripsina 0.05% (3 min incubagdo a 37°C e 5% CO2). O ntimero de células vidveis foi
quantificado num hemocitémetro pelo método de exclusdo do azul de tripano. As
células foram ressuspendidas em volume apropriado de meio DMEM suplementado
para obter a densidade de 2x10° células/poco, transferidas para placas de
24-Multipocos num volume final de 500 ul/poco (cerca de 50-80% confluéncia no dia
da transfec¢ao).

No dia da transfeccdo, o meio de cultura foi substituido por meio DMEM fresco, e 0s
lipoplexos recém-preparados (ver sec¢do 'Preparagdo dos Lipoplexos Cationicos')
foram adicionados homogeneamente a cada pogo, num volume que ndo excedeu 20%
do volume final (1 ug DNA/pogo). As células foram entdo novamente incubadas a
37°C e 5% CO,, durante 24h-48h. A efici€ncia de transfeccdo foi determinada através
do nivel de expressdo do gene reporter ([3-galactosidase). A citotoxicidade foi medida

através da quantificacdo intra e extracelular da enzima Lactato Desidrogenase (LDH)
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nas amostras analisadas.

Analise da eficiéncia de transfecciio (ensaio de actividade da enzima f3-

galactosidase)

[40]

Para determinar a efici€ncia de transfec¢do, as células recém-incubadas (24h-48h)
foram lavadas duas vezes com PBS (1X) e lisadas durante 15 min com solug@o-tampao
de lise (RLB 1X). As células foram entdo recolhidas e centrifugadas durante 2min a
14000rpm para remover os restos celulares. A actividade da enzima [3-galactosidase
nas diversas amostras (em unidades arbitrarias de fluorescéncia, a.u.) foi determinada
com o kit de expressdo 'B-galactosidase Enzyme Assay System with Reporter Lysis
Buffer' de acordo com instrugdes do fabricante (1 ul de extracto celular + 49 ul de
solucdo RLB 1X + 50 pl de solugdo Assay 2X + 150 pl de solug@o de carbonato de
s6dio para parar a reac¢do colorimétrica), com leitura a absorvancia 420 nm em placa

96-Multipocos num leitor de microplacas SpectraMax 340PC.
Analise do nivel de citotoxicidade (ensaio de actividade da enzima Lactato

Desidrogenase)

[41]

[42]

[43]

[44]

Para determinar o nivel de citotoxicidade nos sistemas analisados, foram quan-
tificados os niveis intra- e extracelulares da enzima Lactato Desidrogenase. A recolha
do meio de cultura em cada poco permitiu a posterior quantificacdo da LDH ex-
tracelular. Para obter o valor da LDH intracelular, procedeu-se a lavagem dos pogos
com 500 pl de solucdo-tampao Tris-HCl (15mM), seguida de raspagem mecanica e lise
da amostra celular por 3 periodos de sonicacdo de 30seg. Ambas as amostras obtidas
(intra- e extracelular) foram centrifugadas durante 1min a 13000rpm para remover os
restos celulares. A actividade intracelular da enzima LDH foi determinada [10 pl de
amostra intracelular + 250 pl de solucdgo NADH (0.31 mM) + 10 pl de solucdo de
piruvato (8.96 mM) para parar a reac¢do colorimétrica] em placa 96-Multipogos num
leitor de microplacas SpectraMax 340PC (absorvéncia a 340 nm).

A actividade extracelular da enzima LDH foi também medida [40 pl de amostra in-
tracelular + 250 pl de solugdo NADH (0.31 mM) + 10 pl de solugdo de piruvato
(8.96mM) para parar a reac¢ao colorimétrica] em placa 96-Multipogos num leitor de
microplacas SpectraMax 340PC (absorvancia a 340 nm).

O balanco entre a actividade intra- e extracelular da enzima LDH, permite a
determinagdo da taxa de sobrevivéncia celular.
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Claims

Sistema de lipofec¢do, contendo dcidos nucleicos complexados, carac-
terizado por ser constituido por:
- lipido catidnico derivado de dioctadecildimetilaménio (DODAX)
- lipido adjuvante monooleina
- lipido adjuvante colesterol ou seus derivados
Sistema de lipofec¢do, de acordo com a reivindicagdo anterior,
caracterizado por a monooleina se encontrar em fraccao molar
compreendida entre 0.1 e 0.9 relativamente ao lipido catidnico.
Sistema de lipofeccdo de acordo com as reivindicagdes 1 e 2, car-
acterizado por a razao de carga lipido catiénico/dcido nucleico
estar compreendida entre 1:1 e 4:1.
Utilizag@o do sistema de lipofec¢do, descrito nas reivindicagdes 1
a 3, caracterizada por permitir a transfeccdo de linhas celulares de
mamiferos com DNA e RNA de estrutura linear ou circular, de
cadeia simples ou dupla.
Utilizagao do sistema de lipofec¢do, de acordo com a reivindicagdo
anterior, caracterizada por se proceder do seguinte modo:
- o sistema DODA X+monooleina mistura-se com acido nucleico,
deixa-se complexar a temperatura ambiente durante um intervalo igual
ou superior a 30 minutos, em meio de cultura preferencialmente com
baixo teor de soro de bovino, sendo posteriormente colocado sobre as
células em cultura.
Utilizagdo do sistema de lipofec¢do, de acordo com as
reivindicagOes 4 e 5, caracterizada por se destinar a utilizagdo nas
areas de Biologia Molecular e Terapia Génica, ou outras dreas da

Satide ou investigacdo clinica.
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