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Resumo da tese

O cancro caracteriza-se como uma doenca com elevada incidéncia e o seu indice de
mortalidade continua a ser avassalador devido ao facto de, nalgumas neoplasias, néo existir
um tratamento eficaz. As modalidades terapéuticas convencionais como a cirurgia,
quimioterapia e radioterapia tém em comum a falta de selectividade e o surgimento de efeitos
secundarios devido a elevada toxicidade para as células saudaveis.

Quando comparada com o0s métodos terapéuticos convencionais, a terapia
fotodinamica destaca-se pela elevada selectividade (acumulagdo e retencdo) do
fotossensibilizador para as células tumorais que permite minimizar os danos nos tecidos
saudaveis. A PDT é uma modalidade terapéutica que se baseia na combinacdo de trés
factores: uma molécula fotossensibilizadora (PS), um feixe de luz de comprimento de onda
especifico e a presenca de oxigénio molecular.

A encapsulacdo destes fotossensibilizadores em lipossomas “peguilados” ¢
conjugados com ligandos de receptores sobreexpressos nas celulas tumorais permitem
aumentar o indice terapéutico. Com este projecto, pretende-se desenvolver uma formulacéo
lipossomal, encapsulando uma molécula fotossensibilizadora (bacterioclorina), com
caracteristicas fisico-quimicas adequadas a uma potencial administracdo intravenosa e
vectorizada com transferrina, enquanto nova abordagem terapéutica para o cancro.

Diferentes formulacdes lipossomais (compreendendo diversas composicoes lipidicas e
racios farmaco/lipido) foram desenvolvidas, mediante véarias condicGes experimentais, e
caracterizadas com o objectivo de obter uma formulacdo com elevados parametros de
encapsulacdo e propriedades fisico-quimicas compativeis com uma futura aplicacdo PDT.

Estudos de associacdo celular em células de cancro do pulméo (A549), avaliados por
espectroscopia de fluorescéncia, demonstraram que lipossomas encapsulando a
bacterioclorina e vectorizados com transferrina, promoveram aproximadamente duas vezes
mais internalizacdo celular em comparacdo com lipossomas ndo Vvectorizados com
transferrina (lipossomas controlo). Em estudos de associa¢do celular adicionais, lipossomas
vectorizados com transferrina e encapsulando outro fotossensibilizador hidrofobico (p-THPP)
ndo manifestaram diferenca na internalizacdo celular entre a formulacdo vectorizada com

transferrina e a ndo vectorizada.

Palavras-chave: Cancro; terapia fotodinamica; fotossensibilizador; lipossomas;

vectorizagao.
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Thesis abstract

Cancer is characterized as a disease with a high incidence and mortality rate
essentially due to the absence of an effective treatment in some cancer types. The
conventional treatments as surgery, chemotherapy and radiotherapy, have in common a lack
of selectivity associated to a high toxicity effect in healthy cells which is the bases of the
innumerous side effects of these treatments.

On the other hand, photodynamic therapy has elevated selectivity (accumulation and
retention) of the photosensitizer in tumor cells, minimizing the damage on healthy cells.
Briefly, PDT is the combination of three factors: a photosensitizer molecule (PS), a beam of a
specific wavelength and the presence of molecular oxygen.

The encapsulation of these photosensitizers in pegylated liposomes conjugated with
specific ligands, normally overexpressed in tumor cells, has been investigated in order to
increase the therapeutic success. The aim of this project was to develop and evaluate a
potential liposomal formulation targeted with transferrin, encapsulating a photosensitizer
molecule (bacteriochlorin) as a new therapeutic approach for cancer.

Different liposomal formulations (including different lipid composition and different
ratios drug/lipid) were developed by various experimental conditions, and characterized in
order to obtain a formulation with the optimal parameters: high PS encapsulation and suitable
characteristics for intravenous administration in PDT.

Cell association studies in lung cancer cells (A549), measured by fluorescence
spectroscopy, showed that liposomes encapsulating bacteriochlorin and targeted with
transferrin, promoted only, approximately, two-fold cell internalization, compared with
liposomes non-targeted (control). Additional cell association studies, showed no difference
concerning cell internalization between the liposomes encapsulating another hydrophobic

photosensitizer (p-THPP) targeted with transferrin and non-targeted formulation.

Keywords: Cancer; photodynamic therapy; photosensitizer; liposomes; targeting.
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Capitulo 1:

Introducao






1.1) Terapia fotodinamica (PDT)

A terapia fotodindmica (PDT do inglés photodynamic therapy) é uma modalidade
terapéutica minimamente invasiva, clinicamente aprovada no tratamento de doencas
neoplasicas e ndo neoplasicas (Calzavara, P. G. et al., 2007). A PDT pode exercer uma
actividade citotoxica selectiva para as células alvo principalmente devido a formacdo de
espécies reactivas de oxigénio que danificam as estruturas moleculares e as biomoléculas
conduzindo, em ultima instancia, a morte celular por apoptose ou necrose (Kessel, D., 2006).
A PDT baseia-se na combinacdo simultdnea de trés factores: uma molécula
fotossensibilizadora, a irradiacdo com um feixe de luz de comprimento de onda () especifico

e a presenca de oxigénio molecular (Hasan, H. et al., 2000) (Figura 1).

0, 7/ x
® P .
A 2\ & ¢
1 I'-‘:,’\
) | OO ‘ 02 ot .
fu = \ ‘ /
N = . &
Célula + molécula ROS danificam DNA - morte celular

fotossensibilizadora

Figura 1 - llustracdo esquematica do mecanismo de ac¢do da PDT envolvendo de trés factores:
luz + fotosensibilizador + oxigénio —morte celular. Imagem adaptada de Spyratou, E. et al., 2012.

Embora a PDT ja tenha sido aprovada ha 25 anos pela autoridade regulamentar norte-
americana (FDA do inglés Food and Drug Administration), s6 anos depois comegou a ser
utilizada regularmente na clinica no tratamento e diagnostico de doencas oncologicas. Esta
terapéutica tem demonstrado elevada eficacia no tratamento de pulmédo, cabeca, pescoco e
esofago. Além disso, é considerada o tratamento ideal para muitos casos de cancro de pele do
tipo ndo melanoma. E ainda usada em patologias como a degeneracio macular relacionada
com a idade, psoriase, parasitoses cutaneas (leishmaniose) e acne (Brown, S. B. et al., 2004).

No ambito desta dissertacdo, a PDT sera abordada como uma modalidade terapéutica

actual para tratamento oncoldgico.



1.1.1) Vantagens e limitagdes da PDT

A PDT ¢é um procedimento clinico que apresenta numerosas vantagens quando
comparada com 0s métodos terapéuticos convencionais de tratamento de cancro como a
quimioterapia, a radioterapia e a cirurgia (Fayter, D. et al., 2010). As intervencOes
terapéuticas convencionais ttm em comum a falta de selectividade, o nimero de utilizagbes
limitadas e o surgimento de efeitos secundarios relevantes devido & elevada toxicidade para
as células ndo tumorais (Feng, S. e Chien S., 2003). Neste sentido, os investigadores e a
comunidade médica dedicam-se ao estudo e a aplicacdo de modalidades terapéuticas
alternativas como a PDT.

Na PDT, a repeticdo do tratamento ndo resulta em toxicidade cumulativa e tanto o
fotossensibilizador como a irradiagdo ndo afectam a accdo de outros farmacos
antineoplasicos. Sendo assim, é possivel utilizar a PDT como adjuvante de metodos
terapéuticos convencionais de tratamento de cancro (Triesscheijn, M. et al., 2006).

A distribuicdo e acumulagdo do fotossensibilizador no tecido alvo, associado a
administracdo da luz nesse tecido, permitem minimizar os danos nos tecidos saudaveis. E um
tratamento minimamente invasivo, geralmente indolor, ndo possui efeitos secundarios que
afectem significativamente o bem-estar do paciente e, um Unico procedimento pode resultar
na destruicdo do tecido alvo. No que se refere a arquitectura dos tecidos, a PDT néo danifica
elementos celulares como o colagénio e a elastina, ou seja, preserva a matriz permitindo
assim uma regeneracdo sem cicatrizacdo (Brown, S. B. et al., 2004). Esta vantagem € de
extrema importancia no tratamento dermatolégico pois o resultado cosmético final € um dos
factores que mais influencia a decisdo da dupla médico/paciente na escolha do tratamento a
adoptar.

Uma das principais limitages da PDT consiste na impossibilidade de tratar tumores
ndo solidos (ex. leucemia), metastizados, ndo acessiveis a uma fonte de luz e ainda doencas
dermatoldgicas com grande disseminacdo corporal. Adicionalmente, os farmacos aprovados
para administracdo intravenosa em PDT (Photofrin® - porfimero de sédio e Foscan® -
temoporfina) sdo caracterizados por um elevado tempo de eliminacdo (dias ou semanas), o
que conduz inevitavelmente a fotossensibilidade cutanea a menos que o paciente permaneca
em casa com presenca de luz minima (Grosswewer, L. I., 2005). A tabela | mostra as

principais vantagens e limitacGes da PDT.



Tabela I — Resumo das principais vantagens e limitagdes da PDT.

Vantagens Limitacdes

Elevada selectividade para o tecido alvo

minimiza efeitos adversos. Elevado tempo de permanéncia de alguns

farmacos no organismo.
Auséncia de mecanismos de resisténcia. - . . oo
Aplicagéo exclusiva a tecidos acessiveis

Tratamento Unico pode resultar na a uma fonte de luz.

destruicéo do tecido lesado. x - .
Né&o aplicavel a doencas dermatologicas

Preservacdo da matriz celular e com grande disseminag&o corporal.

regeneracdo sem cicatrizagao. « .y . s
g ¢ ¢ N&o aplicavel a tumores ndo solidos e

Possibilidade de administracio metastizadas.

intravenosa ou topica.

A investigacdo actual na area da PDT procura sintetizar novas geracoes de compostos
fotossensibilizadores (22 e 32 geragdo) com as seguintes caracteristicas: i) rapida acumulagéo
no tecido alvo que possibilite um periodo de tempo mais curto entre a administracdo do
farmaco e a irradiacdo do tecido, ii) rapida eliminacdo do composto do organismo para
minimizar o efeito de fotossensibilizacdo e iii) absor¢do maxima de luz num comprimento de
onda no vermelho proximo da gama de infra-vermelhos o que permite uma maior penetracao
da luz nos tecidos (Robertson, C. A. et al., 2009; Agostinis, P. et al., 2011).

Em termos clinicos, a PDT ndo sé é aplicada no tratamento de diferentes tipos de
cancro em fase inicial mas também em cuidados paliativos, com o objectivo de melhorar a
qualidade de vida dos doentes em fase terminal (ex. cancro endobrénguico obstrutivo)
(lgarashi, A. et al., 2003; Fayter, D. et al., 2010).

1.1.2) Mecanismos de accdo da terapia fotodinamica in vivo

A eficacia da PDT depende de multiplos factores como o tipo de tecido alvo, os niveis
de ATP, o tipo de fotossensibilizador, a sua concentracdo e localizacéo intra ou extracelular,
a dose de luz, o tempo entre a administracdo do fotossensibilizador e a exposicao a luz, e a
disponibilidade/pressdo de oxigénio molecular (Nawalany, K. et al., 2012; Castano, A. P. et
al., 2006). Séo estes factores que vao modular processos independentes que contribuem para

uma destruicdo eficiente do tecido alvo: i) morte celular directa (apoptose e/ou necrose)



devido & acgdo nefasta das espécies reactivas de oxigénio nas estruturas e biomoléculas
celulares, ii) autofagia associada a morte celular e iii) isquemia e destruicdo da
microvasculatura do tumor, responsavel pelo fornecimento de oxigénio e nutrientes ao tumor,
0 que induz uma resposta inflamatoria aguda e consequente recrutamento de neutréfilos para
0 local (Kessel, D., 2006; Castano, A. P. et al., 2006).

Além dos efeitos directos referidos no paragrafo anterior, estudos tém revelado que a
resposta inflamatoria aguda local gerada pela ac¢do directa da PDT pode conduzir a activagdo
local e sistémica do sistema imunitario (macréfagos, mondcitos, linfécitos e células
dendriticas) o que constitui um factor adicional na destruicdo do tecido alvo (Figura 2)
(Mroz, P. etal., 2010).
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Figura 2 - O principio da PDT no tratamento do cancro. O fotosensibilizador (PS) é administrado
por via sistémica ou topica e, ap6s um periodo de tempo distribui-se e acumula-se preferencialmente
no tumor. A irradiagdo activa o PS e na presenca de oxigénio molecular ocorre uma reacgdo
fotoquimica que culmina na producio de oxigénio singuleto (‘O,) e de outras espécies reactivas de
oxigenio. Desta accdo resulta a destruicdo e morte das células tumorais por via apoptotica, necrotica
ou induzida pelo mecanismo de autofagia, acompanhada de uma reac¢do inflamatdria local que
participa na remocgdo das células apoptdticas, homeostase do tecido normal e activacdo do sistema
imunitario. Imagem adaptada de Agostinis, P. et al., 2011.



Os fotossensibilizadores absorvem a luz visivel e ao reagir com moléculas ou
estruturas intracelulares convertem o oxigénio molecular numa série de espécies de oxigénio
altamente reactivas (ROS do inglés reactive oxygen species) (Agostinis, P. et al., 2011). O
tecido alvo é irradiado de modo a que a radiacdo penetre efectivamente no tecido, ja que
emissdes abaixo de 600 nm sdo absorvidas por croméforos bioendogénicos e/ou espalhadas
pelos tecidos, tornando assim a foto-oxidacdo apenas superficial (Triesscheijn, M. et al.,
2006). As ROS tém um efeito directo sobre as células cancerigenas, provocando a morte
celular por necrose e/ou apoptose mediante desintegracdo dos componentes celulares

(proteinas, lipidos e &cidos nucleicos) (Yano, S. et al., 2011) (Figura 3).
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Figura 3 - Efeitos induzidos pela PDT. A excitagdo do fotosensibilizador (PS), mediada pela
irradiacdo da luz num comprimento de onda especifico, leva & producdo de espécies reactivas de
oxigénio (ROS) que, por sua vez, conduzem a morte celular (predominantemente por apoptose e
necrose). A morte celular potencia ainda danos ao nivel da microvasculatura (ndo ilustrado), que
restringe ainda mais o fornecimento de oxigénio e nutrientes. A destrui¢do do tecido é acompanhada
pela activagdo do sistema complemento (interleucinas - IL’s), libertacdo de citocinas pro-
inflamatdrias e recrutamento de células imunitarias (neutréfilos, macréfagos e células dendriticas
(DCs) que migram para os ganglios linfaticos de forma a fagocitarem os restos celulares. Imagem
adaptada de Agostinis, P. etal., 2011.



Em geral, a morte celular ocorre por necrose quando a intensidade do tratamento
fotodindmico é excessiva, produzindo rapida lise celular (Nawalany, K. et al., 2012). Quando
o0 tratamento fotodindmico é menos intenso, as ROS formadas provocam stress oxidativo na
mitocdndria, fazendo com que a mesma liberte proteinas prd-apoptdticas que sao
responsaveis pela apoptose. Para além das mitocondrias, diversos organelos celulares
(lisossomas, membranas plasmaticas, reticulo endoplasmatico, aparelho de Golgi e nicleo)
séo danificados (Robertson, C. A. et al., 2009; Nawalany, K. et al., 2012).

1.1.3) Reaccao fotodinamica (PDR) em terapia fotodindmica

O desenvolvimento de lasers foi um marco importante na PDT. A luz produzida pode
facilmente irradiar, através de uma fibra Gptica, a locais de dificil acesso e ser entregue de
forma direccionada (Agostinis, P. et al., 2011).

Para aléem da aplicacdo da luz, a excitacdo dos fotossensibilizadores é o sucesso da
reaccao fotodinamica (PDR do inglés photodynamic reaction). A activacdo dos mesmos por
absorcdo da luz induz a passagem da molécula de um estado fundamental para um estado
excitado, onde a molécula pode reverter ao estado fundamental com emissdo de luz por
fluorescéncia, ndo existindo assim efeito fotodindmico. Se possuir as caracteristicas
necessarias, a molécula pode passar por cruzamento intersistema, atingindo um estado
excitado tripleto (°0,) e reagir com o oxigénio molecular (O,) originando oxigénio singuleto
(*0,) - tipo Il (Calzavara, P. G. et al., 2007). Alternativamente pode ocorrer o mecanismo do
tipo I em que a molécula excitada reage com um substrato intracelular como, por exemplo, a
membrana celular, onde ha producéo de radicais livres resultante da interaccdo com produtos
oxigenados (Figura 4). Ambas as reac¢Ges ocorrem em simultdneo e a prevaléncia de uma
face a outra, depende do tipo de fotossensibilizador e do oxigénio disponivel, possuindo este
altimo um tempo de meio vida reduzido (< 0,1 ms) e um raio de accdo de 10-20 nm
(Calzavara, P. G. et al., 2007; Allison, R. et al., 2011).



Estado excitado tripleto

///;:::\ —> Tipo 1
(\E\\O/, / L— > TipoIl L
o SR
— e ™
OH- NO- D
OH- 10,
20, 0O,
20

Emissio de fluorescéncia

\
\:\_////

~

Figura 4 - Reaccoes fotoquimicas em PDT. Quando o fotossensibilizador no estado fundamental é
irradiado com luz a um comprimento de onda especifico, este atinge um estado excitado singuleto que
pode, por sua vez, decair por emissdo de fluorescéncia ou, alternativamente, atingir um estado
excitado tripleto mais estavel. No seu estado tripleto, o fotossensibilizador pode reagir directamente
com biomoléculas (mecanismo tipo 1) ou com oxigénio produzindo oxigénio singuleto (‘O,)
(mecanismo tipo I1). Ambos os mecanismos conduzem a fototoxicidade nas células tumorais por
producdo de espécies reactivas de oxigénio (ROS). Imagem adaptada de Yano, S. etal., (2011).

1.1.4) Fotossensibilizadores em terapia fotodinamica

De todos os componentes necessarios na terapia fotodindmica - oxigénio, luz e o
fotossensibilizador, este ultimo é o que pode ser mais facilmente manipulado de forma a

aumentar a eficacia do tratamento (Castano, A. P. et al., 2006).

1.1.4.1) Caracteristicas de um fotossensibilizador ideal

Um fotossensibilizador aplicado em PDT deve apresentar-se como: i) uma molécula
(PS) com o maior grau de pureza possivel, ii) ndo-toxica no escuro, iii) citotdxica apenas na
presenca de luz, iv) com composi¢cdo quimica constante, v) elevados niveis de absorcao
dentro da “janela fototerapéutica” (600-900 nm), vi) elevada selectividade para os tecidos

neoplasicos ou ndo neoplasicos, vii) elevado nivel energético no estado tripleto de modo a



que se obtenha um elevado rendimento de oxigénio singuleto e, fundamentalmente, viii) deve
ser eliminada do organismo de uma forma répida de modo a ndo provocar irritagdo cutanea
devido ao efeito de fotossensibilizagdo (Allison, R. et al., 2004; Robertson, C. A. et al.,
2009). Adicionalmente, o processo de sintese do PS deve ser facilmente reprodutivel e de
baixo custo de modo a que a sua producdo seja possivel em larga escala e, deve apresentar
estabilidade para que seja possivel o0 seu armazenamento em condi¢bes apropriadas
previamente estudadas (ex. proteccdo da luz, temperatura, acondicionamento em azoto)
(Hasan, H. et al., 2000).

1.1.4.2) Classes de fotossensibilizadores

Hoje em dia, existem varios tipos de fotossensibilizadores. Apesar dos
fotossensibilizadores naturais serem abundantes na natureza e os sintéticos apresentarem uma
facil producdo, existem poucos disponiveis no mercado para uso terapéutico devido ao
pequeno numero de estudos clinicos (Agostinis, P. et al., 2011).

Os fotossensibilizadores séo geralmente classificados como porfirinas e ndo porfirinas
(O’Connor, A. E. et al.,, 2009). A maioria inclui na sua estrutura um anel tetrapirrolico
(porfirinas e clorinas) ou estruturalmente relacionados com ele, como as bacterioclorinas
(Allison, R. et al., 2004) (Figura 5). Este macrociclo é o principal componente da
hemoglobina e mioglobina e pode conter um atomo central metalico como o ferro ou o
magneésio. A presenca de um sistema de electrbes 2z garante-lhe um elevado potencial de
absorcdo, 0 que torna as porfirinas atractivas para aplicacao neste tipo de terapia (O’Connor,
A. E. etal., 2009).

Porfirina Clorina Bacterioclorina

Figura 5 - Estrutura geral da porfirina e dos seus derivados: clorina (derivatizada no anel D) e
bacterioclorina (derivatizada no anel B e D). Imagem retirada de Pereira, M. M. et al., 20009.
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Existem fotossensibilizadores de primeira geracdo que se baseiam em porfirinas de
origem natural, sendo a hematoporfirina (HpD) a mais destacada uma vez que apresenta
elevado potencial fototdxico e absor¢do na zona do visivel, o que permite que a PDT actue
em camadas profundas. A HpD desde cedo apresentou alta selectividade para células
tumorais o que levou a sintese de um derivado da HpD (porfimero de sédio) com o nome
comercial de Photofrin® Este medicamento foi aprovado em 1993 no Canadd como o
primeiro farmaco para o tratamento de degeneracdo macular relacionada a idade (Bonneau,
S. e Vever-Bizet, C., 2008). O Photofrin® é um composto hidrofilico, tem como principio
activo uma mistura complexa de oligémeros de hematoporfirina e é usado maioritariamente
no tratamento do cancro esofagico. Este fotossensibilizador também é usado no tratamento de
células ndo pequenas de cancro do pulmdo em pacientes em que as modalidades terapéuticas
convencionais ndo sao apropriadas (lgarashi, A., et al., 2003).

A HpD apresenta algumas limitagdes, estando a principal desvantagem relacionada
com o elevado tempo de permanéncia do farmaco no organismo, o que leva a que o paciente
permaneca cerca de seis semanas sem exposicao a radiacao solar devido a fotossensibilidade
cutanea (http://cancer.gov, Maio 2012). Outra desvantagem das porfirinas € que possuem
banda de absorcdo em torno de 630 nm, o que ndo é suficiente para excitar a porfirina de
forma muito eficaz num tratamento com PDT, uma vez que a luz com esse comprimento de
onda ndo penetra profundamente no tecido (cerca de 1 cm) (Triesscheijn, M. et al., 2006;
Bonneau, S. e Vever-Bizet, C., 2008).

Os fotossensibilizadores de segunda geracdo como o Foscan® (temoporfina) e o
Visudyne® (verteporfina) dizem respeito aos compostos sintéticos, hidrofébicos e tém sido
desenvolvidos para ultrapassar as limitagdes inerentes ao Photofrin®. Estes farmacos sdo
quimicamente puros, absorvem luz a um comprimento de onda mais longo (650-800 nm)
causando menos fotossensibilidade e permitindo o tratamento a maior profundidade (Paszko,
E. et al.,, 2011). Os fotossensibilizadores mais utilizados sdo o acido 5-aminolevulinico
(ALA) e o seu derivado lipofilico, o metilaminolevulinato (MAL), aplicados no tratamento
dermatoldgico de cancro cutaneo ndo melanoma. O MAL é um derivado esterificado do ALA
e apresenta maior selectividade para as células neoplasicas quando comparado ao ALA
(Fukuda, H. et al., 2005; Yano, S. et al., 2011) (Figura 6).
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Figura 6 - Estruturas quimicas de porfimero de sodio (Photofrin®) (A), ALA e MAL (Metvix®)
(B), temoporfina (Foscan®) (C) e espectro de absorcdo do porfimero de sédio e da temoporfina.
Imagem retirada de Hasan, H. et al., 2000.

Dentro desta gama de fotossensibilizadores fazem parte compostos do tipo clorinas,
bacterioclorinas, fitalocianinas e naftalocianinas. Estudos indicam as bacterioclorinas como
candidatos ideais uma vez que apresentam melhores condigcdes espectroscopicas, quando
comparadas com as porfirinas e clorinas, devido a uma absorc¢ao na zona proxima dos 750 nm
que equivale a uma absortividade molar bastante elevada e a uma maior penetracdo da luz no
tecido (cerca de 2 cm) (Pereira, M. M. et al., 2009).

Embora a PDT seja uma terapéutica reconhecida em muitos paises, possui um ndmero
limitado de farmacos fotossensibilizadores comercializados para tratamento de diferentes
indicacOes terapéuticas (Tabela I1).

No entanto, no presente existem varias moléculas em ensaios clinicos como intuito de

serem aprovados para tratamentos oncoldgico e ndao oncolégico (Tabela I11).
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Tabela Il - Fotossensibilizadores comercializados para PDT. Adaptado de http://www.fda.gov
(Maio, 2012) e http://www.ema.europa.eu/ema/ (Maio, 2012).

Nome Substancia Empresa/ N A
comercial Activa Instituto I B252.9 Ut e G
® Bayer
Alacare i Healthcare .
Cevalan® / Acido aminolevulinato Queratose actinica
Kerastick® (ALA) DUSA
Gliolan® Medac Glioma (diagndstico)
. ® Hexaminolevulinato . o,
Hexvix (H-ALA) Cancro bexiga (diagndstico)
Metvix® / Aminolevulinato de metilo | PhotoCure ASA Queratose actinica e
Metvixia® (MAL) carcinoma basocelular
Displasia cervical, cancro
Photofrin® bexiga, esofagico e cancro do
Derivado de hematoporfirina Axcar:nF(iharma pulma(;éj;u(;il:;as nao
(HpD) '
Photobarr® Es6fago de Barret
F ®
Laﬁg;}/irr:g / Talaporfina Light Sciences Cancro pulmao
® Temoporfina - Cancro bucal
Foscan (M-THPC) Biolitec Pharma e nasofaringe
Visudyne® Verteporfina QLT Ing./ Dege_nera(;ao da mgcula
Novartis relacionada com a idade
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Tabela 111 - Fotossensibilizadores em desenvolvimento clinico para PDT. Adaptado de Agostinis,

P.etal., 2011.
o Nome Substancia A Empresa/ Indicacéo
Familia : : . o
comercial Activa (nm) Instituto terapéutica
. Moscow
Photogem® he[r)nz':(\)/;g?ﬁ??na 630 Resear(_:h Cancro esofago
(HpD) Oncological e colon
P Institute
Porfirina ® Acido 5- Queratose
Levulan aminolevulinico (ALA) 635 DUSA actinica
Aminolevulinato de
Metvix® metilo 635 Phop'fgiure D%%Tlgznde
(MAL)
. Antrin®; . .
Texafirina LuTex Lutexaphyrin 732 | Pharmacyclis | Cancro de mama
LS11,
Photolon®
_ Light Melanoma,
- Talaporfina 660 - Cancro de mama
. Litx, Sciences
Clorina Apoptosin e colo-rectal
Laserphyrin®
2- (1-Hexyloxyethyl) 2- x
Photochlor® | devinylpyropheophorbi | 665 RPCI Cazcersoé?;l?ao
dea (HPPH) g
General Degeneracéo
Photosens® Fitalocianina 675 Physics me}cular X
. - Institute relacionada a
Fitalocianina idade
Micose fungdide
Pc4 Fitalocianina 675 CWRU e Sindrome de
Sézary
The
. . ® Palladium- Weisman Adenocarcinoma
Bacterioclorina Tookad Bacteriopheophorbide 762 Institute of da prostate
Science
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Uma das raz6es que explicard o namero reduzido de moléculas fotossensibilizadoras
aprovadas, podera ser a inexisténcia de compostos com as caracteristicas ideais uma vez que
estes farmacos absorvem luz que apresenta uma penetracdo limitada nos tecidos dado o
comprimento de onda méximo de absorcdo ndo corresponder ao vermelho proximo da gama
de infravermelhos.

Com os fotossensibilizadores de terceira geracdo pretende-se aumentar a selectividade
para o tecido alvo, diminuir a fotossensibilidade ao promover 0 méaximo efeito fotodindmico
ao nivel da sua acumulacdo nas células tumorais, minimizar efeitos secundarios e absorver
luz que consiga uma maior penetracao no tecido (Yano, S. et al., 2011).

Com o surgimento destes compostos de terceira geracdo emergem novas estratégias
de distribuicdo selectiva de farmacos, nomeadamente a conjugacdo com anticorpos
monoclonais como a herceptina (anticorpo para o receptor HER?2), ligandos especificos como
vitaminas (folato), glicoproteinas (transferrina), factores de crescimento, peptideos,
lipoproteinas e a encapsulagdo em nanotransportadores como lipossomas, niossomas,

dendrimeros, nanotubos de carbono e microcapsulas (Paszko, E. et al., 2011).
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1.2) Sistema de entrega de farmacos

O sistema de entrega de farmacos (do inglés drug delivery system) é uma abordagem
que permite controlar o perfil farmacocinético e de biodistribuicdo de farmacos, melhorando
a eficacia do tratamento e minimizando ou eliminando efeitos adversos.

Os sistemas de entrega de farmacos permitem alcancar diversas vantagens: i) proteger
o farmaco da degradacdo precoce, ii) aumentar a absor¢do do farmaco por facilitar a sua
difusdo pelo epitélio vascular, iii) ultrapassar a resisténcia a farmacos pela penetracdo e
distribuicdo em células/tecidos alvo, iv) possibilidade de realizar a entrega simultanea de
varios farmacos permitindo controlar o seu racio no local alvo e v) diminuir os efeitos
adversos por regular espacial e temporalmente a sua libertacdo (Allen, T. M. e Cullis, P. R.,
2004).

A entrega direccionada dos farmacos pode ser considerada a diferentes niveis dentro
do corpo: 1) no 6rgéo/tecido, 2) na célula alvo e 3) no compartimento subcelular dentro da

celula alvo (Figura 7).

w.

1 2. S

Orgio ou Tecido Célula especifica Subcelular
(ex: célula tumoral) (ex: nucleo)

Figura 7 - Diferentes niveis de direccionamento dos farmacos. Imagem adaptada de Fretz Marjan,
2007.
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1.2.1) Nanotransportadores como sistema de entrega de farmacos

No presente, encontram-se desenvolvidas vérias estratégias de encapsulamento de
farmacos que tém em comum a sua dimensdo na escala nanométrica e podem ser
classificados como nanoparticulas “biodegradaveis” ou “biocompativeis” e nanopaticulas

“ndo-biodegradaveis” (Duncan, R. e Gaspar, R., 2011) (Figura 8).

Lipossomas Foruuyac?os
— polimero-farmaco
S| potymer ) Conjugados
polimero-proteina
} antibody ot )
) weergrede
‘ imaging agent
O linker
’ — Micelas

Co-polimeros

: : e Nanogéis
. 3 "’nnu"‘

: Lipossomas
" Polimeros/Dendrimeros

oo,

Nanoparticulas

Nanocapsiilas
: Nanocristais

Figura 8 - Esquema das principais classes de primeira geracdo de nanoparticulas. O painel da
insercdo da uma ideia das dimensdes relativas das diferentes nanoparticulas. Adaptado de Duncan, R.
e Gaspar, R., 2011.

Na classe das nanoparticulas ndo-biodegradaveis fazem parte compostos baseados em
ceramicos ou metais como, por exemplo, a silica (100-1000 nm) e o ouro (5-150 nm), 6xidos
metalicos como o 6xido de ferro — SPIONs (20-150 nm), hidrogéis e nanotubos de carbono
associados a nanoparticulas de silicone conhecidos como quantum dots - QDs (1-100 nm). As
nanoparticulas biodegradaveis podem ser construidas a partir de uma base polimérica como
conjugados de polimeros associados a farmacos e a proteinas, micelas associadas a co-
polimeros (50-200 nm), nanoparticulas poliméricas ou de base lipidica como lipossomas,

dendrimeros e nanoparticulas solidas de lipidos — SLN (Duncan, R. e Gaspar, R., 2011).

17



A escolha do tipo de nanoparticula para cada aplicacdo médica baseia-se na sua
dimensdo, estrutura, composi¢cdo, farmaco a encapsular e alvo pretendido resultando em
caracteristicas diferentes: i) capacidade de encapsular os farmacos, ii) estabilidade fisica e iii)
capacidade de direccionamento especifico.

No ambito desta dissertacdo serdo apenas abordados os lipossomas como sistema de
entrega de farmacos, pois tém assumido um papel mais promissor, comparativamente com

outros nanotransportadores na &rea da terapia fotodindmica.

1.2.2) Lipossomas

Na década de 60 do século XX, estudos levados a cabo por Alec Bangham (1965)
permitiram a primeira descri¢do dos lipossomas e despoletaram o seu amplo uso para estudos
biofisicos como modelos de membranas bioldgicas (Torchilin, V. P., 2000).

Os lipossomas séo nanovesiculas artificiais, coloidais e esféricas compostas por uma
ou mais bicamadas lipidicas (geralmente com lipidos anfipaticos) que englobam um meio
aquoso central. Os lipossomas podem encapsular substancias hidrofilicas e/ou lipofilicas, que
ficam retidas no compartimento aquoso e na membrana, respectivamente (Lasic, D. D., 1993)
(Figura 9).

No ambito da nanotecnologia, os lipossomas sdo os veiculos mais utilizados dadas as
suas caracteristicas muito favoraveis: elevada versatilidade de composicdo e tamanho, facil
producdo e manuseamento, baixa toxicidade, biodegrabilidade da matriz, biocompatibilidade,
auséncia de imunogenicidade e possibilidade de acoplar a superficie ligandos de diferente
natureza (Fonseca, C. et al., 2005).

Os lipossomas podem conter uma ou varias bicamadas lipidicas em torno do
compartimento aquoso interno e, portanto, sdo classificados em unilamelares e
multilamelares, respectivamente (Mayer, L. D. et al., 1986). Quanto ao tamanho, as vesiculas
unilamelares podem ser pequenas (25-50 nm, SUVSs) ou vesiculas unilamelares grandes
(superior a 50 nm, LUVs) (Maurer-Spurej, E. et al., 1999).
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Figura 9 - llustracdo esquematica do processo de formacdo de lipossomas: auto-montagem de
moléculas individuais de fosfolipidos (a) a folhetos de bicamada membranar (b), seguido da formacéao
em lipossomas (c). A bicamada lipidica ¢ composta por moléculas lipidicas individuais dispostas
ordenadamente com as suas caudas hidrofdbicas voltadas para o interior da bicamada e com os seus
grupos polares voltados para 0 meio aquoso e para 0 meio exterior ao lipossoma (d). Imagem
adaptada de Jesorka, A. e Orwar, O. (2008).

Nas Ultimas décadas tem havido avancos significativos no desenvolvimento de
formulagdes lipossomais adequadas a varias aplicacbes médicas: sistemas de entrega de
farmacos no tratamento de cancro, infeccOes bacterianas ou patologias oftalmologicas,
imagiologia de diagnostico, adjuvante de vacina e dermatologia (Batista, C. M. et al., 2007).

Os lipossomas tém a capacidade de modular o comportamento in vivo (perfil
farmacocinético e biodistribuicdo) e/ou as propriedades de solubilidade do farmaco para o
proteger da degradacdo prematura ou inactivacdo apds a administracao intravenosa (Annelies,
S. L. et al, 2004). Em geral, quando um farmaco é encapsulado dentro de um
nanotransportador, como os lipossomas, a eliminacdo a partir do plasma e o volume de
distribuicdo diminuem, enquanto o tempo de meia-vida (ty2) no plasma e a area sob a
concentracdo plasmatica versus curva de tempo aumentam (Cattel, L. et al., 2003; Gabizon,
A etal., 2002).

A actividade farmacocinética e a biodistribuicdo das formulagdes lipossomais
encapsulando farmacos sdo influenciadas pelo tamanho, composicdo lipidica, dose de
farmaco, estabilidade e via de administracdo (Allen, T. M. e Cullis P. R., 2004). Os trés
requisitos fundamentais no desenvolvimento de uma formulacdo terapéutica bem-sucedida
sdo: i) conhecimento claro da biologia e da fisiologia da doenca a ser tratada, ii) compreensdo
das propriedades fisico-quimicas do transportador e do farmaco e iii) determinacdo das
alteracdes farmacocinéticas e de biodistribuicdo induzidas pelo lipossoma como sistema de
entrega de farmacos (Allen, T. M., 2003).
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1.2.2.1) Formulagdes lipossomais de fArmacos aprovadas para aplicacéo clinica

Na ultima década, os lipossomas estabeleceram-se como um sistema de entrega de
farmacos para administracdo intravenosa e alguns ja se encontram comercializados (Tabela
IV). De destacar a primeira formulagdo lipossomal de um farmaco para PDT - Visudyne®
(verteporfina) em 2000 para tratamento da degeneracdo da méacula relacionada com a idade.
Em desenvolvimento encontra-se a formulacio lipossomal de temoporfina (Foslip®), o mais
recente fotossensibilizador de 32 geracdo que, quando comparado a formulacdo néo-
lipossomal de temoporfina (Foscan®), apresenta elevada eficacia e baixa destruicdo ao nivel
dos tecidos saudaveis (Bovis, M. J. et al., 2012).

Tabela IV — Formulagdes lipossomais de farmacos aprovadas para aplicacéo clinica. Adaptado

de http://www.fda.gov (Maio, 2012) e http://www.ema.europa.eu/ema/ (Maio, 2012).

Nome SIS EIEE Empresa MO L Indicagéo terapéutica
comercial activa P comercializacado ¢ P
Abelcet® Enzon 1995
AMBi ® Infecces flngicas em doentes
mpisome Anfotericina B Astellas Pharma 1997 com sistema imunitario
comprometido
Amphotec® Three Rivers 1996
Pharms
DaunoXome® Daunorrubicina Diatos S.A 1995 Sarcoma de ﬁ?;rﬁzl e cancro da
Pacira
DepoCyt® Citarabina Pharmaceuticals 1999 Meningite linfomatosa
Inc.
Pacira
DepoDur® Sulfato de morfina | Pharmaceuticals 2004 Anestésico
Inc.
Doxil®(USA) Daunorrubicina Centqcor Ortho 1995 Sarcoma de kaposi
Biotech
® - "
Caelyx Doxorrubicina.HC Schering Poulgh 1996 Cancro da mama (metastéatico)
(Europa) Europe Cancro dos ovarios (avangado)
Myocet® Doxorrubicina.HCI Elan Pharma 2000 Metas?ases: . cancro da mama
(combinagdo c/ ciclofosfamida)
Visudyne® Verteporfina QLT Im.:'/ 2000 Dege_nera(;ao da mgcula
Novartis relacionada com a idade

20



http://www.fda.gov/
http://www.ema.europa.eu/ema/

1.2.2.2) Comportamento in vivo: lipossomas convencionais vs lipossomas estabilizados

estereamente

Ao longo dos Ultimos anos, a aplicacdo de lipossomas como sistema de entrega de
farmacos, tem sofrido alteracGes na estrutura base dos lipossomas possibilitando uma maior
aplicacdo terapéutica, sendo também classificados quanto as caracteristicas de interacgdo com
os sistemas bioldgicos (Torchilin, V. P., 2007).

Existem varios tipos de lipossomas: lipossomas convencionais, lipossomas

estabilizados estereamente ou peguilados e lipossomas direccionados (Figura 10).

Figura 10 - Diferentes tipos de lipossomas: lipossomas convencionais (A), lipossomas
estabilizados estereamente (B) e lipossomas direccionados (C). Imagem adaptada de Fretz Marjan,
2007.

Os lipossomas designados “convencionais”, constituidos apenas pela bicamada
lipidica rodeando um nucleo central de natureza aquosa, estdo longe de cumprirem o0s
requisitos de sistema “ideal”. Estes lipossomas sd0 reconhecidos pelo sistema fagocitario
mononuclear, também conhecido como sistema reticulo-endotelial e, sdo desprovidos, ao
nivel da superficie, de componentes susceptiveis de prolongar o tempo de circulacdo
sanguinea ou de permitir um direccionamento e acumulacdo num alvo (Torchilin, V. P,
2000). No entanto, os lipossomas convencionais permitem encapsular farmacos hidrofilicos
ou hidrofébicos e proteger o organismo da toxicidade inerente a um farmaco livre (Derycke,
A.S. L.etal., 2004).

Os lipossomas estabilizados estereamente, também designados como lipossomas
Stealth® demarcam-se dos lipossomas convencionais por possufrem & superficie moléculas
que permitem aumentar o tempo de circulacéo dos lipossomas (Moreira, J. N., 2001). Este

tipo de lipossomas sdo revestidos por componentes hidrofilicos como, por exemplo, o
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poli(etilenoglicol) (PEG). Geralmente, para a constituicdo destes lipossomas “peguilados”
recorre-se a incorporagdo na  bicamada lipossomal do  fosfolipido 1,2-
distearoilfosfatidiletanolamina (DSPE) para formar o conjugado DSPE-PEG que se revela
muito eficaz em diminuir a remoc&o pelo sistema fagocitico mononuclear (Moghimi, S. M. e
Szebeni, J., 2003). A camada hidrofilica superficial do polimero PEG reduz as forgas de Van
der Walls atractivas entre os lipossomas e aumenta a repulsdo, evitando a agregacdo dos
mesmos. Adicionalmente permite o aumento do tempo de circulagdo dos lipossomas, para
aproximadamente 45 horas em humanos, prevenindo o reconhecimento e consequente ligacao
com as opsoninas plasmaticas inibindo, deste modo, o processo de reconhecimento e a
captura pelas células do sistema fagocitario mononuclear (Moghimi, S. M. e Szebeni, J.,
2003; Fretz Marjan, 2007).

1.2.2.3) Direccionamento de lipossomas

Na tentativa de aumentar a especificidade de interaccdo dos lipossomas com as
células alvo e aumentar a quantidade do farmaco libertado nessas células, a investigacao
actual foca-se no desenvolvimento de lipossomas direccionados. Estes lipossomas recorrem a
ligandos acoplados na superficie lipossomal, que conferem selectividade para distribuir
preferencialmente o farmaco encapsulado para um local alvo. A superficie dos lipossomas
pode ser modificada através da escolha de lipidos que permitam a conjugacdo com uma
variedade de ligandos de reconhecimento como anticorpos (imunolipossomas),
glicopeptideos, polissacarideos, proteinas virais e lectinas (Vladimir, P. T. et al., 2005;
Batista, C. M. et al., 2007).

Os lipossomas como veiculo transportador e de direccionamento de farmacos anti-
tumorais permitem usufruir do efeito aumentado de permeabilidade e retencdo (EPR do
inglés enhanced permeability effect) (Annelies, S. L. et al., 2004). Os lipossomas
unilamelares (SUVs e LUVS) ao serem vesiculas pequenas (80-200 nm) permitem atingir
uma acumulacdo significativa no tumor mediante extravasacdo a partir da vasculatura
permeavel do tumor (Torchilin, V. P., 2007).

No sentido de melhorar o efeito fotodindmico de um composto fotossensibilizador
(PS), surgiu uma nova estratégia de direccionamento em terapia fotodinamica (TPDT do
inglés targeted photodynamic therapy) que promove o encapsulamento do PS de modo a

minimizar obstaculos a sua aplicacdo clinica, nomeadamente ao nivel da agregacéo,

22



solubilidade, internalizagdo reduzida na célula, baixa selectividade para o tecido tumoral e
biotransformacdo do PS desde a administracdo até ao alvo (Torchilin, V. P., 2007; Duncan,
R. e Gaspar, R., 2011).

A estratégia de direccionamento em TPDT subdivide-se em dois tipos distintos:
passivo e activo, do inglés passive targeting e active targeting, respectivamente (Figura 11).
No passive targeting, a entrada do farmaco para o interior da célula tumoral é determinada
por factores fisicos dos transportadores tais como: composi¢do, tamanho, propriedades da
superficie e factores fisiopatologicos do organismo, microambiente do tumor, bem como a
sua permeabilidade e retencdo aumentados - efeito EPR. A vasculatura de um tecido tumoral
distingue-se de um tecido saudavel, pela maior permeabilidade devido a um maior
espacamento (600-800 nm) entre células endoteliais adjacentes. Este defeito arquitectdnico
vascular, juntamente com a dilatacdo dos vasos e com uma drenagem linfatica reduzida,
possibilita que fotossensibilizadores ligados a macromoléculas possam selectivamente
acumular-se no intersticio do tecido tumoral. O active targeting envolve a internalizacao
celular do farmaco com reconhecimento especifico por ligacdo a receptores sobre-expressos
nas células tumorais ou a células endoteliais. O active targeting pode ser conseguido pelo
acoplamento de ligandos directamente a superficie lipossomal ou a extremidade reactiva de
PEG (Torchilin, V. P., 2007; Bugaj, A. M., 2011).
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ligand receptor ~ free photosensitizer 0 passive targeted carrier
ﬁ.active targeted carrier linking to tumor cells u active targeted carrier linking to endothelial cells
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Figura 11 - llustracdo esquematica do direccionamento passivo e activo em Terapia
Fotodinamica direccionada (TPDT). Os fotossensibilizadores livres de ligandos podem atingir
selectivamente as células tumorais através do efeito de permeabilidade e retencdo (EPR) -
direccionamento passivo. A presenca de ligandos permite o direccionamento activo e maior
acumulacéo por ligagdo dos ligandos aos receptores sobre-expressos nas células tumorais ou células
endoteliais. Imagem retirada de Bugaj, A. M., 2011.

A escolha do ligando é crucial no desenvolvimento de um sistema direccionado de
transporte de farmacos (Allen, T. M., 2003). O primeiro aspecto a ter em conta é a aplicacao
que se pretende e os potenciais alvos moleculares de direccionamento que sdo sobreexpressos
nas células tumorais (Lasis, D. D., 1993). Esta estratégia requer a seleccdo de ligandos
desprovidos de toxicidade e imunogenicidade, que garantam a estabilidade dos lipossomas e
sejam acessiveis ao receptor na membrana da célula alvo. Adicionalmente, o acoplamento do
ligando deve manter os perfis farmacocinético e de biodistribuicdo dos lipossomas (Allen, T.
M., 2003).
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A seleccdo de um ligando: anticorpo ou uma molécula agonista de receptor engloba
varios factores. As moléculas agonistas de receptores sdo menos dispendiosas e mais faceis
de obter e manusear contudo s&o, em geral, ligandos menos especificos pois, de uma maneira
geral, todas as células expressam o0s receptores, embora sejam sobre-expressos no caso das
celulas tumorais. Alguns ligandos agonistas de receptores existem livres na circulacdo
sanguinea (ex: transferrina) ou fazem parte da dieta (ex: folato) e vdo competir pela ligacao
ao alvo molecular. O uso de anticorpos apresenta problemas de imunogenicidade,
estabilidade, armazenamento e custo elevado (Vladimir, P. T. et al., 2005; Batista, C. M. et
al., 2007).

1.2.2.3.1) Direccionamento de lipossomas mediado por transferrina

Até ao momento, a transferrina é o ligando melhor caracterizado e que proporciona
um mecanismo de associacdo celular bastante eficiente. Esta proteina ligante de ferro activa o
seu receptor na superficie membranar das células (Li, H. e Qian, Z. M., 2002).

A expressdo dos receptores de transferrina (TrfR) estd associada com a taxa de
proliferacdo da célula dada a necessidade de ferro durante o processo de divisdo celular.
Assim, células com elevada taxa de proliferacdo expressam um maior nimero de receptores
de transferrina. Uma vez que as células tumorais apresentam um elevado potencial
proliferativo, o TrfR encontra-se sobreexpresso na superficie celular (Li, H. e Qian, Z. M.,
2002).

A transferrina, sendo uma proteina produzida no corpo humano ndo apresenta
imunogenicidade e possui elevada afinidade pelo receptor. Adicionalmente pode ser acoplada
a lipossomas (ou outra nanoparticula) sem perder a capacidade de ligacdo ao receptor ou
diminuir a sua actividade biologica (Anabousi, S. et al., 2006).

Existem varios mecanismos de interaccdo dos lipossomas com as células. A
interaccdo pode acontecer por adsorcdo, transferéncia inter-membranar ou libertacdo por
contacto. A interaccdo mais relevante para o uso de lipossomas como sistemas de entrega de
farmacos é a endocitose, sendo este 0 mecanismo com maior taxa de ocorréncia in vivo
(Allen T. M., 2003).

Os receptores de transferrina sobreexpressos em células tumorais medeiam o
mecanismo de endocitose do lipossoma vectorizado com transferrina contendo o farmaco
encapsulado, possibilitando assim uma maior eficdcia de internalizacdo. Na referida
endocitose, a internalizacdo dos lipossomas ocorre por invaginagdo membranar e formacéo
do endossoma (Nie, S. et al., 2007) (Figura 12).
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Figura 12 - llustracdo esquematica da internalizacdo de lipossomas vectorizados com
transferrina por endocitose mediada pelos respectivos receptores. A transferrina acoplada aos
lipossomas interage com os receptores da transferrina sobreexpressos na célula tumoral (1). A ligacédo
do receptor de transferrina ao lipossoma promove a internalizagdo numa vesicula endossémica (2),
cujo lamen acidifica (3). A acidificacdo induz a libertagdo endossomal do farmaco para o citoplasma
(4). Os receptores de transferrina sdo reciclados e repostos na membrana por um processo de fusao
membranar (5 e 6), podendo ser activados por novos lipossomas vectorizados com transferrina.
Imagem adaptada de Nie, S. et al., 2007.

O percurso do endossoma no citoplasma depende do tipo de processo endocitico
estimulado, podendo ser fagocitose ou endocitose mediada por receptor. No caso de se tratar
de fagocitose, o endossoma faz parte de uma via de degradacédo e ocorre o aprisionamento do

farmaco na via digestiva de exocitose citoplasmatica. O destino do endossoma na endocitose
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depende do tipo de receptor membranar estimulado e permite a libertacdo do farmaco
espacialmente mais proximo do ndcleo celular (Allen, T. M., 2003).

A reciclagem natural dos TrfR permite que a entrada de lipossomas vectorizados
aconteca em maior escala uma vez que nao é necessaria a sintese de novos receptores. Desde
modo, 0 mesmo receptor pode ser usado varias vezes para favorecer a internalizagdo de um
maior volume de lipossomas, sendo esta uma vantagem da transferrina face a outros ligandos
activadores de receptores (Li, H. e Qian, Z. M., 2002).

O acoplamento da transferrina a superficie lipossomal pode ser alcangado por reaccao
com grupos modificados na extremidade do polimero PEG (Roberts, M. J. et al., 2002). O
uso de lipidos modificados com PEG reactivo a cisteinas cria uma ligacdo tioéster entre o
grupo reactivo na superficie do lipossoma e a proteina. No caso da transferrina é necessario
conferir um grupo tiol (SH) na superficie da proteina para que o acoplamento seja possivel
(Veronese, F. M., 2001) (Figura 13).

Estudos mostraram que estes receptores sdo expressos significativamente em células
alveolares brénquicas e que células de cancro de pulmdo (A549) apresentavam um maior
nivel de expressao de TrfR comparativamente a células epiteliais alveolares saudaveis. Estes
estudos também revelaram que os niveis elevados de expressdo de TrfR apresentavam boa
correlacio com uma maior captacdo de Trf-lipossomas e aumento dos niveis de
citotoxicidade (Anabousi, S. et al., 2006).

Perante os factos acima mencionados, a transferrina foi o ligando seleccionado para o

desenvolvimento de novas formulagdes lipossomais vectorizadas.
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Figura 13 - llustracdo esquematica da reaccéo de acoplamento da transferrina ao lipido DSPE-
PEG-(MAL) incorporado na bicamada membranar do lipossoma. Como a transferrina ndo possui
grupos tiol (SH) a superficie, é necessario que ocorra uma reacgdo prévia de tiolacdo (1). O grupo
reactivo maleimido (MAL) reage com o grupo tiol na transferrina tiolada formando uma ligagéo
estavel entre o ligando e o lipossoma (2). Imagem adaptada de Anabousi, S. et al., 2005.

1.2.2.4) Metodos de preparacéo de formulagoes lipossomais

Um pré-requisito para o uso de lipossomas como veiculos transportadores de
farmacos é a utilizacdo de métodos que permitam o controlo de factores como preparacéo,
tamanho das vesiculas, composicdo, estabilidade e eficacia de encapsulacdo de farmacos,
uma vez que estes factores influenciam directamente o comportamento dos lipossomas in
vivo (Lasic, D. D. e Papahadjopoulos, D., 1998).

O método de preparacdo de lipossomas mais usado é o método de hidratacdo do filme
lipidico e sera este o método utilizado na presente tese (Figura 14). Outros métodos de
preparacdo de lipossomas ndo serdo abordados pois encontram-se fora do ambito deste
trabalho.
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Figura 14 - llustracdo esquematica da preparacdo de lipossomas segundo o método de
hidratacéo do filme lipidico. Imagem adaptada de www.avantilipids.com (2012).

Neste método, os lipidos seleccionados séo dissolvidos num solvente organico ou
mistura de solventes suficientemente volatil, seguido da evaporacdo do(s) solvente(s) com
consequente formacgdo de um filme lipidico que sera posteriormente hidratado. A hidratacédo
sera efectuada com uma solucdo aquosa sob agitacdo magnética vigorosa, promovendo,
assim, a formacdo de lipossomas multilamelares (MLVs do inglés multilamellar vesicles).
Apols a obtencdo de MLVs, diferentes métodos sdo utilizados para produzir dispersoes
homogéneas de SUVs (do inglés small unilamellar vesicles ou LUVs (do inglés large
unilamellar vesicles), podendo utilizar-se processos mecanicos, electrostaticos ou quimicos.
Os mais frequentes sdo 0s processos mecanicos, em que estdo incluidos: extrusao através de
membranas de policarbonato com diferentes porosidades, prensa de French ou uso de
homogeneizador e a sonicacao.

Os lipossomas do tipo SUVs e LUVs também podem ser preparados por métodos
mais recentes como o0 método de injeccdo de etanol ou éter (Jesorka, A. e Orwar, O. 2008;
Samad, A. et al., 2007) mas estes métodos nao serdo abordados pois encontram-se fora do

ambito da presente tese.
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1.2.2.5) Encapsulacéo de farmacos em formulagdes lipossomais

De acordo com a literatura é possivel distinguir dois mecanismos de incorporacdo de
farmacos em lipossomas: a encapsulacéo passiva e a encapsulacéo activa (do inglés remote
loading).

A encapsulacdo passiva é aplicavel a farmacos hidrofilicos e hidrofébicos, sendo o
farmaco previamente dissolvido juntamente com os lipidos no caso de apresentar caracter
hidrofébico ou hidratado o filme lipidico com uma solucdo aquosa do farmaco quando este
apresenta caracteristicas hidrofilicas. A formacdo espontanea dos lipossomas, por agitacao
mecanica vigorosa, por exemplo, captura passivamente o farmaco dissolvido, no entanto a
maior desvantagem deste método é a reduzida eficécia de encapsulagdo para os dois tipos de
farmacos (Daniel, A. B. e Godbey, W. T., 2011).

A encapsulacdo activa tira partido do facto de alguns farmacos como, por exemplo, a
doxorrubicina, poderem existir tanto na forma carregada como neutra, dependendo do pH. O
farmaco € adicionado a lipossomas pré-formados e, na forma neutra, permeia a membrana a
custa de um gradiente crescente (do exterior para o interior lipossomal) de iGes H* (gradiente
de pH) ou de um ido capaz de gerar um gradiente de pH, como por exemplo sulfato de
amonio ou sulfato de magnésio. Este metodo apresenta diversas vantagens face a
encapsulacdo passiva, entre as quais, obtencdo de elevadas eficacias de encapsulagdo (90-
100%), possibilidade de encapsular o farmaco imediatamente antes da utilizacdo e maior
estabilidade, em armazenamento e meio bioldgico, em termos de retencdo de farmaco
(Daniel, A. B. e Godbey, W. T., 2011).

Uma vez que a bacterioclorina utilizada neste projecto apresenta um caracter
marcadamente hidrofobico, um elevado peso molecular (1135 g/mol) e um coeficiente de
particdo octanol/agua de 2.7, o método de encapsulacdo teve de ser necessariamente o

passivo.
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1.3)

Objectivos

O projecto descrito na presente tese teve como principal objectivo o desenvolvimento

de uma formulacdo lipossomal vectorizada com transferrina, encapsulando uma molécula

fotossensibilizadora (bacterioclorina), que apresentasse elevados parametros de encapsulacao

e que demonstrasse propriedades fisico-quimicas compativeis com uma futura aplicacéo

intravenosa em terapia fotodindmica (PDT). Neste sentido foram realizados diferentes

estudos experimentais com os seguintes objectivos especificos:

i)

Desenvolver  diferentes  formulacbes  lipossomais de uma  molécula
fotossenssibilizadora (bacterioclorina e numa fase final p-THPP) com diferentes
composi¢des lipidicas, diferentes racios farmaco/lipido e diferentes condigdes

experimentais no metodo de preparacéo dos lipossomas.

Caracterizar fisico-quimicamente as formulagcdes lipossomais desenvolvidas em
termos de diametro médio e parametros de encapsulagéo (eficacia de encapsulacao e

capacidade de carga (loading).

iii) Realizar estudos de associacdo celular das formulacGes lipossomais desenvolvidas e

vectorizadas com transferrina com as celulas de cancro do pulméo (A549) e avaliar 0s

resultados obtidos por microscopia de fluorescéncia.

Em suma, tendo por base a realizacdo do plano de actividades acima enunciado,

pretende-se avaliar o potencial de desenvolver uma formulagéo lipossomal vectorizada com

transferrina e encapsulando uma molécula fotossenssibilizadora para futura aplicacédo

intravenosa em terapia fotodindmica (PDT) no tratamento do cancro do pulmé&o.
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Capitulo 2:
Materiais e métodos
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2.1) Materiais

A molécula fotossensibilizadora utilizada neste trabalho foi uma bacterioclorina
fornecida pela Luzitin SA (Coimbra, Portugal). Esta bacterioclorina caracteriza-se como
sendo uma molécula marcadamente hidrofobica, com um coeficiente de particdo octanol/agua
de 2.7, um peso molecular de 1135 g/mol. Adicionalmente revela sensibilidade a luz, ao
oxigénio e a humidade.

Os lipidos diestearoilfosfatidilcolina (DSPC) e diestearoilfosfatidilglicerol (DSPG)
foram adquiridos em estado sélido & Lipoid® (Darmstad, Alemanha), enquanto que o lipido
1,2-distearoilfosfatidiletanolamina ~ maleimido-(poli(etilenoglicol)-2000) (DSPE-PEG-
(MAL)) foi adquirido a Avanti Polar Lipids (Alabaster, LA, EUA). A holo-transferrina
humana (Trf) foi adquirida em p6 & AppliChem® (Darmstadt, Alemanha) e o reagente de
tiolagdo 2-iminotiolano em po (2-1T), juntamente com o kit do método do acido bicinconinico
(BCA), foram adquiridos & Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, EUA). Os géis Sephadex® G-50,
Sepharose® (CL-4B) foram fornecidos pela Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, EUA). O
dihidrogenofosfato de potéassio e o acido perclérico 70% foram fornecidos pela Panreac®
(Barcelona, Espanha). As membranas de policarbonato, usadas durante a extrusdo, foram
adquiridas & Avestin® (Ottawa, Canad4). A agua ultra-pura utilizada provém de um sistema
interno e é recolhida num equipamento apropriado (ELGA Process Water, Marlow, Reino
Unido). Os restantes reagentes utilizados foram fornecidos pela Merck® (Darmstadt,
Alemanha).

A linha celular A549 (células de adenocarcinoma do pulméo humano) foi utilizada
mediante descongelamento de vials previamente congelados pela Bluepharma, Industria
Farmacéutica SA e armazenados em contentores de azoto liquido no Centro de Neurociéncias

e Biologia Celular (Coimbra, Portugal).
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2.2) Métodos

2.2.1) Desenvolvimento de formulagGes lipossomais encapsulando a

bacterioclorina

Todas as etapas experimentais que envolveram a molécula fotossensibilizadora foram
realizadas em condi¢cdes de baixa luminosidade, uma vez que a molécula é activada na
presenca de luz e, ao produzir oxigénio singuleto, provoca destruicdo da bicamada dos
lipossomas por peroxidacdo. A temperatura também foi um pardmetro igualmente controlado
uma vez que tanto a molécula fornecida no estado sélido como a respectiva solugdo stock em
cloroférmio, foram armazenadas a -20°C sob atmosfera de azoto.

A preparacéo dos lipossomas foi realizada a temperatura de 65°C (cerca de 10°C mais
elevada que a maior temperatura de transicdo de fase (Tn) exibida pelos lipidos presentes). A
Tm corresponde a temperatura necessaria para induzir a mudanca no estado fisico dos lipidos
de uma fase gel ordenada (fase solida), que se caracteriza pela extensédo completa das cadeias
acil, para uma fase liquida desordenada, em que as cadeias carbonadas apresentam maior

fluidez e desorientacéo.

2.2.1.1) Preparacao dos lipossomas unilamelares

De modo a alcancar o objectivo do presente trabalho, inicialmente foram
desenvolvidas diferentes formulacGes lipossomais da molécula fotossenssibilizadora na
auséncia de PEG (denominadas convencionais) com diferentes composicdes lipidicas, em
diferentes concentragdes de lipido inicial e diferentes razdes molares de farmaco/lipido. Apos
seleccionar a formulacdo convencional com base numa extrusdo bem sucedida e na obtencéo
de parametros de encapsulacdo satisfatorios, procurou-se desenvolver uma nova formulacao,
incluindo o fosfolipido DSPE-PEG-(MAL) conjugado com transferrina e direccionada para
0s respectivos receptores.

Para todas as formulacdes desenvolvidas, o método de preparacdo de lipossomas
utilizado foi o método de hidratacdo do filme lipidico, em que volumes adequados das
solucdes stock de lipidos (100 mM) em cloroférmio foram misturados, dependendo da
concentracdo de lipido pretendida. Como a molécula tem um caracter marcadamente

hidrofobico, a sua encapsulacdo em lipossomas teve de ser necessariamente passiva, ou seja,
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o volume de farmaco (relativo a concentracdo de fa&rmaco inicial pretendida) foi retirado da
solucdo stock em metanol (2 mM) e misturado com a solugdo dos lipidos. De seguida, essa
mistura foi homogeneizada por agitacdo no vortex e procedeu-se a formagéo do filme lipidico
por evaporagdo dos solventes organicos no evaporador rotativo (Heidolph Laborata
4003,Schwabach, Alemanha) num banho de agua termostatizado a 65°C durante o tempo
necessario a evaporacdo total dos solventes.

Seguidamente, o filme lipidico preparado num baldo de vidro foi hidratado com uma
solugéo tampédo HBS (do inglés HEPES-buffered saline) (10 mM HEPES/140 mM NaCl, pH
7,4) no banho de &gua do evaporador rotativo a 65°C sob agitacao, até se obter uma emulsao
homogénea de lipossomas multilamelares (MLVs). No caso da formulacdo lipossomal
DSPC:DSPG:DSPE-PEG-(MAL), a hidratacdo foi realizada com solugdo tampdo HBS pH
6,5, uma vez que se trata do valor de pH ao qual o grupo maleimido demonstra Gptima
reactividade para acoplamento de ligandos (Anabousi, S. et al., 2005).

As suspensdes de MLVs foram sujeitas a centrifugacdes de baixa rotacdo (500 rpm,
durante 1 minuto) com o objectivo de remover a maioria do farmaco ndo-encapsulado nos
lipossomas. O numero de centrifugacdes realizadas foi decidido com base na observagédo
visual da amostra.

Para a obtencédo de lipossomas unilamelares a partir de MLVs, procedeu-se a extrusao
das vesiculas (extrusor da Avanti Polar Lipids®, Alabaster, AL, EUA) através de membranas
de policarbonato com didmetro de poro de 0,2 um. O equipamento foi previamente aquecido
ligeiramente acima de 65°C e lavado, juntamente com os seus filtros e membranas, com agua
ultrapura também aquecida. Em certas ocasifes procedeu-se a extrusao preliminar dos MLVs
através de membranas de policarbonato de didmetro de poro de 0,4 um e SO depois atraves de

0,2 pm.
2.2.1.2) Tiolacao do ligando transferrina e condicdes de acoplamento

O acoplamento do ligando transferrina exigiu uma reaccao prévia de tiolacdo de modo
a que a proteina adquirisse grupos tiol com capacidade reactiva e ligasse covalentemente ao
grupo maleimido da extremidade distal do fosfolipido DSPE-PEG-(MAL) incluido na
membrana do lipossoma. A reaccdo de acoplamento da proteina tiolada ao grupo maleimido
ocorreu com a formacdo de uma ligacéo tioéster.

Numa atmosfera inerte, a temperatura ambiente e com proteccdo da luz, quer a

transferrina quer o reagente 2-iminotiolano foram preparados em solugdo tampdo HBS (pH
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8,0), imediatamente antes da respectiva mistura para ocorrer tiolacdo (Veronese, F. M.,
2001). A incubacéo foi realizada na razdo molar 1:10 (transferrina:2-iminotiolano) durante 1
hora sob agitacdo magnética, a temperatura ambiente e com protec¢do da luz. Apds o
procedimento de tiolacdo, procedeu-se ao acoplamento da transferrina tiolada com os
lipossomas de composi¢cdo DSPC:DSPG:DSPE-PEG-(MAL) na razdo molar 1:1 (MAL:Trf).
A mistura foi colocada a 37°C, sob agitacédo ligeira, durante a noite, com protecgéo da luz e
em atmosfera inerte de azoto. No dia seguinte, com agitacdo ligeira e proteccdo da luz
durante 30 minutos, inactivaram-se 0s grupos maleimido que ndo reagiram, através da
incubagdo com 50 pL do agente redutor B-mercaptoetanol, na razdo molar 1:5 (DSPE-PEG-
(MAL):B-mercaptoetanol) (Fonseca, C. et al., 2006). Esta inactivagdo evitou a ocorréncia de
interac¢des ndo especificas entre os lipossomas e as células (Anabousi, S. et al., 2005).

Adicionalmente foram desenvolvidos em simultaneo lipossomas com a composicéo
DSPC:DSPG:DSPE-PEG-(MAL), a partir do mesmo filme lipidico, mas ndo se realizou o
acoplamento da transferrina. Estes lipossomas controlo diferenciaram-se dos direccionados
com transferrina pois foram incubados na razdo molar 1:1 com solugéo tampédo HBS (pH 8,0)
em vez de transferrina tiolada. Apos a incubacdo com HBS, os grupos maleimido dos
lipossomas controlo foram igualmente inactivados com p-mercaptoetanol.

No sentido de remover todos 0s compostos que participaram em todo o processo de
desenvolvimento (transferrina tiolada ndo acoplada, farmaco ndo encapsulado e -
mercaptoetanol), os lipossomas direccionados com transferrina foram submetidos a uma
cromatografia de exclusdo molecular numa coluna de dimensbes 1x7 cm preenchida com
Sepharose® CL-4B e equilibrada com soluc&o tampdo HBS (pH 7,4). O gel Sepharose® CL-
4B é reconhecido como sendo o mais adequado para uma cromatografia de exclusdo
molecular na presenca de proteinas. Pelo contrério, dada a auséncia de transferrina nos
lipossomas controlo, estes foram submetidos a mesma cromatografia numa coluna de
dimensdes 1x7 cm mas preenchida com Sephadex® G-50, equilibrada igualmente com
solucdo tampao HBS (pH 7,4) (Fonseca, C. et al., 2006).
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2.2.2) Caracterizagdo das formulagdes lipossomais encapsulando a

bacterioclorina

A caracterizacdo das formulagBes lipossomais encapsulando a molécula
fotossensibilizadora foi realizada mediante a determinacdo do didmetro médio dos lipossomas
e a distribuicdo dos tamanhos, da eficacia de acoplamento do ligando, do récio final
farmaco/lipido (capacidade de carga, denominada por loading em inglés) e da eficacia de

encapsulagéao (%).

2.2.2.1) Determinacéo do diametro médio e do indice de polidispersao

O diametro médio dos lipossomas assim como a sua homogeneidade de distribuicéo
de tamanho foram determinados por espectroscopia de correlagdo fotdnica (PCS do inglés
Photon Correlation Spectroscopy). Segundo este método, os didmetros sdo determinados
através da medicdo da dispersdo provocada numa radiacdo laser incidente por parte das
vesiculas em suspensdo. Uma vez que estas ndo sdo estaticas (possuem movimento
Browniano), a difrac¢do da luz ao longo do tempo varia em funcédo do coeficiente de difusado
(D) do meio de dispersdo. Assim, as variagdes da intensidade da difrac¢do da luz sdo tanto
mais rapidas quanto menores forem as vesiculas em suspensédo. O coeficiente de difusdo pode
ser determinado analisando dados a diferentes tempos de amostragem. A partir destes dados
e, juntamente com os da temperatura absoluta (T) e da viscosidade do meio (u), é possivel
determinar o raio hidrodindmico (R) das vesiculas, através da equacdo de Stokes-Einstein: D
= KT / 6nur, em que K é a constante de Boltzmann, T a temperatura da solucdo, p é a
viscosidade do solvente e r o raio hidrodindmico (Fonseca, C., 2006).

Diluiu-se 7 uL de suspensdo de lipossomas em 3 mL de NaCl 0,9% previamente
filtrado com um filtro de nylon 0,45 um (VWR® Buffalo Grove, EUA) de forma a minimizar
a presenca de contaminantes. A andlise foi realizada num espectrofotdmetro (Beckman
Coulter N4 Plus, Fullerton, CA) e a leitura foi efectuada num angulo de 90° e a temperatura

ambiente.
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2.2.2.2) Determinagdo do racio final farmaco/lipido

O récio final farmaco/lipido também denominado capacidade de carga, consiste no
quociente entre a concentracdo de farmaco final (mM) e a concentracdo de lipido final (mM)
(Equacdo 1). A concentracdo de lipido final é igual a concentracdo de fosfato inorgénico
(determinada pelo método de Bartlett) e a concentracdo de farmaco final foi determinada por
espectroscopia UV/VIS.

concentracao de farmaco final

Capacidade de carga = concentracao de lipido final

(Equacéo 1)

2.2.2.2.1) Ensaio de quantificagdo de fosfato inorgéanico

Para determinar a concentracdo de fosfato inorganico presente nas formulacdes
recorreu-se a um procedimento adaptado do méetodo de Bartlett (Bartlett, G. R., 1959), que se
baseia numa analise colorimétrica que permite quantificar fosfato inorganico na amostra. Este
método caracteriza-se por uma elevada sensibilidade e baixo custo. Neste ensaio, procedeu-se
a hidrolise acida de 30 uL de suspensdo de lipossomas com 0,5 mL de acido perclorico a 70%
durante 20 minutos, em banho de areia previamente aquecido a uma temperatura aproximada
de 200°C.

Posteriormente, procedeu-sea conversdo do fosfato inorgénico presente na amostra a
acido fosfomolibdico por adicdo de 4,5 mL de reagente de molibdato de amonio (molibdato
de amdnio a 0,22% em acido sulfurico a 2%). Ap0s agitacdo em vortex e por adicdo de 0,2
mL de reagente de Fiske e Subarrow (15% em bissulfito de sodio, 0,5% em sulfito de sodio e
0,25% em acido 1-amino-2-naftil-4-sulfonico), o acido fosfomolibdico foi reduzido a azul de
molibdénio. A reaccdo de reducdo foi potenciada por incubacao dos tubos em banho de agua
fervente durante 15 minutos. Apds arrefecimento, a intensidade da cor azul das solucdes foi
sujeita a uma analise espectrofotométrica (espectrofotémetro Shimadzu® UV-160, Maryland,
EUA) sendo a intensidade da cor proporcional a quantidade de fosfato inorganico presente na
amostra.

A determinacdo da concentracdo de fosfato inorganico total nas amostras foi realizada
em triplicado com base numa curva padrdo elaborada com volumes crescentes de solucao
padrdo de fosfato (0, 25, 50, 100, 200 e 300 puL de KH,PO, 0,65 mM) sujeita as mesmas

condicdes experimentais que as amostras.
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2.2.2.2.2) Ensaio de quantificacdo do farmaco

A quantificacdo da bacterioclorina encapsulada foi realizada por espectroscopia
UV/VIS (espectrofotémetro Shimadzu® UV-160, Maryland, EUA) a um comprimento de
onda correspondente a absorvancia maxima (344 nm). Este comprimento de onda foi
previamente determinado a partir do espectro individual da molécula tracado nas mesmas
condi¢des experimentais as quais o ensaio iria decorrer. Um pequeno volume da suspensdo de
lipossomas (ex. 100 pl) foi sujeito a um tratamento com 2,4 mL de metanol de forma a
libertar para o meio o farmaco encapsulado e os fosfolipidos ndo interferirem nas medicoes
de absorvancia. A concentracdo de farmaco foi determinada a partir de uma curva de

calibragédo previamente estabelecida a partir de solugdes de concentracdo conhecida.

2.2.2.3) Determinacéo da eficacia de encapsulacéo (E.E)

A eficacia de encapsulagéo (E.E) consiste na razdo da concentracdo de farmaco final
pela concentracédo de lipido final (apds a cromatografia de exclusdo molecular) a dividir pela
razdo da concentracdo de farmaco inicial pela concentracdo de lipido inicial, expresso em
percentagem (Equacdo 2).

, mal/[livido| final
EE []Tarmaco.]f.m.a /1 l’pl. o]].fw.la. 100
[fdrmacolinicial/[lipido]inicial

(Equacéo 2)

2.2.2.4) Determinacéo da eficacia de acoplamento (E.A) da transferrina

2.2.2.4.1) Ensaio de quantificacdo de transferrina acoplada aos lipossomas

Para determinar a massa de transferrina acoplada aos lipossomas, de forma a
quantificar posteriormente a E.A, recorreu-se ao método do acido bicinconinico (BCA do
inglés bicinchoninic acid). Trata-se de um método colorimétrico para deteccdo e
quantificacdo de proteina total. Este método consiste da reducdo do Cu®* a Cu* na presenca
de proteinas em meio alcalino, seguindo-se a complexacao entre duas moléculas de BCA e o
id30 Cu™ o que leva a formagdo de complexos BCA-Cu® azul-violeta com valores de
absorvancia entre 0s 540-590 nm, sendo que a absorcdo maxima se verifica aos 562 nm. A

reducdo do ido cobre € proporcional a quantidade de proteina presente.
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A absorvancia foi determinada em placas de 96 pocos (Corning®, Nova lorque, EUA)
contendo 25 pL de lipossomas direccionados com transferrina/pogo e 200 uL do reagente de
trabalho/poco. O reagente de trabalho foi preparado imediatamente antes da sua aplicacéo
pela mistura do reagente A (com acido bicinconinico) e do reagente B (com 4% (m/v) de
sulfato de cobre Il penta-hidratado), na proporcdo de 50:1 (reagente A: reagente B). Apds
uma incubagdo com duragdo de 30 minutos a 37°C, a absorvancia foi determinada a 540 nm
(leitor de placas ThermoLabosystem Multiskan®, Califérnia, EUA).

A quantificagdo de transferrina acoplada foi feita com base na curva padréo
preparada, em triplicado, compreendendo 15 uL de diferentes concentragdes (0, 100, 150,
400, 600 e 900 pg/mL) de albumina bovina sérica (BSA, do inglés bovine serum albumin) e
200 pL do reagente de trabalho/pogo.

A eficécia do processo de acoplamento da transferrina aos lipossomas (E.A) foi
calculada com base na razéo entre a massa de transferrina (ug) por quantidade de fosfolipido
final (umol) (Equacgdo 3), ap0s os ensaios de quantificacdo de proteina e de fosfato

inorganico, respectivamente.

massa de transferrina (ug)

E.A=

quantidade de fosfolipido final (umol)

(Equacéo 3)

2.2.3) Cultura da linha celular de cancro de pulméo (A549)

A linha celular humana de adenocarcinoma do pulmédo (A549) foi fornecida pelo
Centro de Neurociéncias e Biologia Celular (CNC) (Coimbra, Portugal). Ao nivel
morfoldgico, as células A549 sdo células epiteliais alveolares basais e caracterizam-se como
aderentes no que diz respeito s suas propriedades de crescimento (ATCC®, Manassas, VA,
EUA).

A linha celular foi mantida em monocamada em frascos estéreis de cultura de 75 cm?
(Orange Scientific®, Braine-I'Alleud, Bélgica) em condicBes propicias a um crescimento
exponencial: meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Sigma-
Aldrich®, St. Louis, MO, EUA) enriquecido com 10% (v/v) de soro bovino fetal (FBS)
(Lonza®, Basileia, Suica) previamente inactivado por calor (30 minutos a 56°C), e mistura de
antibiéticos (penicilina e estreptomicina a 100 mg/mL) (Lonza®, Basileia, Suica). As células
foram mantidas numa incubadora (Binder® CB 150, Nova Jersey, EUA), em atmosfera

humidificada (95%) com 5% de didxido de carbono a 37°C. A viabilidade e o crescimento
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exponencial da linha celular foram mantidos com destacamento das células a cada 2/3 dias,
por incubacdo (10 minutos a 37°C) com EDTA-versene (Lonza®, Basileia, Suica) e diluicéo
de um pequeno volume de células em novo meio de cultura. O destacamento foi realizado
com EDTA-versene e ndo com tripsina de modo a ndo comprometer a integridade dos

receptores membranares de transferrina presentes nas celulas.

2.2.4) ldentificacéo de receptores de transferrina (TrfR) na linha celular A549

por citometria de fluxo

Com o intuito de potenciar a internalizacdo celular mediada por receptores,
desenvolveu-se uma formulacdo lipossomal direccionada com transferrina e, nesta
perspectiva, confirmar a presenca e densidade dos receptores da transferrina a superficie das
células A549 foi um passo crucial para os estudos posteriores de associacéo celular.

O ensaio foi realizado na Unidade de Citometria de Fluxo do CNC, por
reconhecimento directo com um anticorpo monoclonal especifico para o receptor de
transferrina humana conjugado com a sonda fluorescente isotiocianato de fluoresceina
antiCD71-FITC (BD Pharmingen®, BD Bioscienses®, San Diego, CA, EUA).

A citometria de fluxo € uma técnica que permite uma analise rapida dos parametros
celulares, como o tamanho e a complexidade, quando as células se encontram suspensas hum
meio liquido e orientadas num fluxo laminar. Embora as células sejam mas condutoras de
energia, quando se encontram imersas hum meio condutor, podem ser contadas e medidas a
partir dos impulsos eléctricos que geram, passando individualmente através de um feixe de
luz, onde a luz é dispersa de uma forma especifica e a sonda fluorescente é excitada.

As células A549 (na densidade 1x10° células viaveis /100 pL de PBS (do inglés
phosphate buffered saline) foram incubadas com 10 pL do anticorpo antiCD71-FITC durante
10 minutos, mediante proteccdo de luz e a temperatura ambiente (Fonseca C., 2006). Apos a
incubacdo, procedeu-se a uma centrifugacdo (800 rpm durante 5 minutos) para retirar o
excesso de anticorpo e ressuspendeu-se o sedimento em 500 puL de PBS (pH 7,4). A
intensidade média de fluorescéncia associada as células foi monitorizada por analise no
citometro de fluxo (BD FACSCalibur, BD Biosciences, Erembodegem, Bélgica) com os
seguintes comprimentos de onda: 490 nm de excitacdo e 520 nm de emissdo. Os niveis de
fluorescéncia foram comparados com os do controlo que consistia em células A549 sem

incubagdo com o anticorpo
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2.2.5) Estudos de associacao celular

Com o objectivo de determinar se o acoplamento covalente da transferrina na
formulacdo lipossomal promovia uma maior internalizacdo dos lipossomas nas células
tumorais A549, foram realizados ensaios in vitro de associacdo celular seguidos de
monitorizacdo com a técnica de espectroscopia de fluorescéncia.

A linha celular A549 foi semeada em placas de 48 pocos (Corning, EUA), numa
densidade de 5x10* células/mL e incubadas durante 24 horas para adesdo celular. Os
lipossomas foram previamente submetidos a uma filtracdo estéril com filtros 0,2 pm
(Acrodisc®, Gaithersburg, MD, EUA) e realizada numa camara de fluxo laminar vertical
(Polaris 48 Steril, Reino Unido).

Apos adesao celular, procedeu-se a substituicdo do meio de incubacdo por 200 uL da
formulagéo lipossomal, diluida em meio de cultura completo. As células foram incubadas, em
triplicado, com as formulacdes lipossomais (direccionadas com transferrina e ndo
direccionadas com transferrina - controlo) durante 2 ou 4 horas a 37°C. Nos pogos, em
triplicado, que continham células ndo tratadas com formulagdo lipossomal de farmaco, o
meio de incubacéo foi substituido por novo meio de cultura completo.

Concluido o tempo de incubacéo, as células A549 foram lavadas, por duas vezes, com
200 pL de PBS a 4°C (137 mM NacCl, 2,7 mM KClI, 4,3 mM Na;HPO, e 1,47 mM KH,POy,
pH 7,4) suplementado com ifes calcio e magnésio (inibe o destacamento celular), para parar
a internalizacdo das formulacdes lipossomais pelas células. De seguida, procedeu-se a adicédo
de 200 pL de tampéo de lise (25 mM HEPES, 2 mM EDTA, 0,06 mM Ci,Es, pH 7,4) a cada
pOCo e a respectiva incubacdo durante 20 minutos a temperatura ambiente. A lise celular foi
conseguida por ac¢do mecanica de pipetagens sucessivas e, posteriormente o volume de cada
poco foi transferido para uma placa de 96 pocos (Corning, USA).

Os niveis de fluorescéncia associados as células foram determinados recorrendo a um
espectrofluorimetro (SpectraMax Gemini-EM, da Molecular Devices do CNC), usando
comprimentos de onda de excitacdo e de emissdo de 505 e 750 nm, respectivamente.

A quantificacdo da concentracdo da molécula fotossensilizadora internalizada foi feita
com base na curva de calibracdo realizada simultaneamente em tampao de lise com Ci2Eg
(0,06 mM). A normalizacdo dos resultados, tendo em conta 0 nimero de células em cada
poco, foi executada ap6s quantificacdo da massa de proteina celular total em cada poco,

determinada pelo ensaio de BCA descrito na sec¢do 2.2.2.4.1.
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2.2.6) Desenvolvimento e caracterizagdo de formulagbes lipossomais
encapsulando p-THPP

O segundo fotossensibilizador utilizado neste trabalho foi a molécula 5,10,15,20-
tetrakis(4-hidroxyphenyl)porphyrin (p-THPP), adquirida em estado sélido a TCI (EUA). A
p-THPP ¢, comparativamente a bacterioclorina, uma molécula com maior caracter
hidrofébico mas com um peso molecular significativamente inferior (678,73 g/mol).

As formulagbes lipossomais encapsulando p-THPP, com as composicfes lipidicas
DSPC:DSPG (9:1) e DSPC:DSPG (7:3) ambas incluindo 1 mol% do fosfolipido DSPE-PEG-
(MAL), foram desenvolvidas com base na literatura descrita por Kuntsche J. et al., 2010.
Estas formulacGes lipossomais foram igualmente preparadas pelo método de hidratacdo do
filme lipidico e extrusdo através de membranas de policarbonato com didmetro de poro de
400 nm.

As formulagbes DSPC:DSPG (9:1) e DSPC:DSPG (7:3) foram compostas por 18
mg/mL DSPC; 2 mg/mL DSPG e 14 mg/mL DSPC; 6 mg/mL DSPG, respectivamente
(Kuntsche J. et al., 2010). Apos a pipetagem dos respectivos volumes da solucdo stock de
lipidos em cloroformio, foi adicionado o respectivo volume de p-THPP em metanol (1,5
mg/mL). A mistura foi homogeneizada por agitagdo manual do baldo de vidro. Os solventes
organicos foram evaporados recorrendo ao sistema de evaporagdo rotativa, durante 90
minutos a 65°C. O filme lipidico foi hidratado com uma solucdo glucose 5% (v/v) por
agitacdo manual acima da temperatura de transicdo dos lipidos (65°C). Seguidamente, a
solucdo foi sujeita a fluxo de azoto e permaneceu 14-16 horas (overnight) a temperatura
ambiente. Para a obtencdo de lipossomas unilamelares, procedeu-se a extrusao das vesiculas
através de membranas de policarbonato de didmetro de poro de 0,4 um, ndo sendo necessario
recorrer a uma extrusdo com membranas de diametro de poro de 0,2 um dado que os
lipossomas extruidos apresentaram um diametro préximo de 200 nm.

O protocolo de tiolacdo e acoplamento da transferrina as formulacdes lipossomais de
p-THPP procedeu-se tal como descrito na secgédo 2.2.1.2.

A caracterizacdo das formulacfes lipossomais encapsulando p-THPP foi realizada
como descrito na sec¢do 2.2.2., mediante determinacdo do didmetro médio dos lipossomas,
do racio final farmaco/lipido, da eficacia de encapsulacdo e da eficacia de acoplamento da

transferrina.
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3.1) Desenvolvimento e caracterizacdo de formulacdes lipossomais

encapsulando a bacterioclorina

Com o objectivo de desenvolver uma formulagdo lipossomal vectorizada com
transferrina, encapsulando a bacterioclorina, inicialmente foi necessario desenvolver e
caracterizar diversas formulagdes convencionais (sem transferrina).

O desenvolvimento de lipossomas, encapsulando a bacterioclorina, foi uma tarefa
bastante dificil uma vez que se trata de uma molécula de elevado peso molecular e apresenta
caracteristicas de elevada hidrofobicidade. A fase de preparacdo das formulacfes
compreendeu a avaliagdo de um vasto nimero de varidveis experimentais que sao
susceptiveis de influenciar significativamente a capacidade dos lipossomas encapsularem
farmacos (nomeadamente farmacos com carécter hidrofébico):

i) Composicao lipidica qualitativa e quantitativa dos lipossomas;

i) Modo de preparagéo do filme lipidico (material laboratorial usado);

iii) Tipo de solucéo de hidratacdo do filme lipidico;

iv) Duracéo do passo de hidratacao do filme lipidico;

V) Auséncia ou presenca de vortex na preparacdo das MLVs;

Vi) Numero de centrifugacdes para separar farmaco ndo-encapsulado e que

precipita.

Antes de seleccionar o método de preparacdo dos lipossomas, deve-se ter em
consideracdo parametros como a eficacia de encapsulacdo e o racio farmaco/lipido
(capacidade de carga). Parametros de encapsulacéo elevados e a libertacdo do farmaco in vivo
constituiem, desde sempre, o principal alvo das pesquisas envolvendo lipossomas (Lasic, D.
D., 1998).

O método de hidratacdo do filme lipidico em que o farmaco se encontra misturado
com os lipidos antes da evaporacdo do solvente organico foi o método seleccionado neste
projecto para preparar lipossomas encapsulando a bacterioclorina. Esta escolha teve por base
os resultados de um trabalho anterior desenvolvido na Bluepharma, em que foram testados
varios métodos de preparacdo (evaporacdo fase reversa, film loading e congelacédo-
descongelacdo). Na altura, o método de hidratacdo do filme lipidico foi o método que
permitiu alcancar os melhores parametros de encapsulacdo e obter lipossomas com um

tamanho apropriado.
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Em experiéncias preliminares, as formula¢fes convencionais de composicdo lipidica
DSPC:DSPG (9:1) e DSPC:DSPG (7:3) serviram de ponto de partida para o presente estudo.
A escolha da composicdo lipidica teve por base os estudos realizados com o mais recente
fotossensibilizador de terceira geragdo (temoporfina) encapsulada numa formulagéo
lipossomal de composicdo lipidica dipalmitoilfosfatidilglicerol / dipalmitoilfosfatidilcolina
(DPPC:DPPG (9:1)) patenteada com o nome de Foslip® (Kuntsche J. et al., 2010). A
molécula fotossenssibilizadora temoporfina (nome comercial, Foscan®) é mais hidrofébica
que a bacterioclorina em estudo mas o seu peso molecular é quase duas vezes inferior. No
presente trabalho utilizou-se a composicédo qualitativa DSPC:DSPG de forma a distinguir da
formulacdo lipossomal da temoporfina patenteada (Foslip®). Adicionalmente, o uso de
fosfolipidos com 18 e ndo 16 carbonos poderia favorecer a incorporacdo da bacterioclorina
que possui um tamanho significativamnete superior a temoporfina.

Os fosfolipidos fosfatidilcolina (PC) e fosfatidilglicerol (PG) sdo os lipidos mais
utilizados na preparacao de lipossomas devido a sua forma cilindrica que Ihes permite formar
espontaneamente uma bicamada estavel em solugdo aquosa, uma vez que o didmetro do seu
grupo polar é semelhante a regido hidrofébica (Muehlmann, L. A., et al., 2011). Grande parte
das formulacdes lipossomais de farmacos comercializadas, possui na sua composi¢do o
fosfolipido DSPC que, dada a sua cadeia saturada confere rigidez e menor permeabilidade a
membrana, 0 que minimiza a libertacdo do(s) farmaco(s) encapsulado(s) para o meio
extralipossomal (Daniel, A. B. e Godbey, W. T., 2011).

As caracteristicas fisico-quimicas dos lipossomas determinam o0 seu comportamento
in vitro e in vivo (Betageri, G. V. et al., 1993). Estas caracteristicas foram avaliadas atraves
dos parametros de encapsulacdo (capacidade de carga e da eficacia de encapsulacdo), do
didametro medio das formulacdes lipossomais e da sua distribuicdo de tamanho.

A tabela V mostra os parametros de encapsulacdo das formulacGes lipossomais
DSPC:DSPG (9:1) e DSPC:DSPG (7:3) para diferentes racios molares bacterioclorina/lipido

e diferentes concentrac6es de lipido inicial.
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Tabela V - Parametros de encapsulacao (capacidade de carga e eficacia de encapsulacéo (E.E))
de formulagbes lipossomais (DSPC:DSPG (9:1) e DSPC:DSPG (7:3)) com diferentes racios
molares bacterioclorina/lipido (%0) e diferentes concentracdes de lipido inicial (mM).

Composigég da b;?gL?OEgL?;a [Lipido]; Capacidade E.E (%) + SD
formulacao / lipido (%) (mM) de carga + SD
DSPC:DSPG (9:1) 1 10 0,005 + 0,001 52,2 +6,0
DSPC:DSPG (7:3) 0,004 +0,003 38,3 £0,0
DSPC:DSPG (9:1) 5 25 3 0,008 + 0,000 39,1 +0,8
DSPC:DSPG (7:3) ’ 0,005 £0,003 | 35,6 +11,6

Os valores representam médias e desvios padrdo obtidos a partir de duas experiéncias independentes
(n=2).

De um modo geral, é possivel verificar que para ambas as formulagdes, a capacidade
de carga (loading) ndo foi muito elevada o que traduz uma baixa capacidade de encapsular a
bacterioclorina (para ambas as composicoes lipidicas testadas, verificou-se elevada agregacao
de lipido e de farmaco ndo-encapsulado, o que implicou o aumento do numero de
centrifugacdes no sentido de facilitar o passo de extrusdo). Os valores de eficacia de
encapsulacdo parecem nao ser coerentes com valores de capacidade de carga reduzidos. Esta
situacdo pode-se explicar pelo facto de durante as centrifugaces também haver perda de
lipido junto com o farmaco precipitado e s6 o sobrenadante é recolhido. Por este facto, o
racio bacterioclorina/lipido final (capacidade de carga), sera o parametro mais importante a
comparar.

A formulacdo de composicdo lipidica DSPC:DSPG (9:1) foi a seleccionada como a
formulacdo convencional mais adequada para ser utilizada na fase experimental seguinte, ou
seja, na vectorizacdo com transferrina uma vez que foi a que proporcionou menor dificuldade
no passo de extrusdo das MLVs e a que apresentou parametros de encapsulacdo ligeiramente
superiores, independentemente das concentracdes iniciais de lipido (25,3 e 40 mM) e dos
racios molares bacterioclorina/lipido (1 e 2%) utilizados (Tabela V).

No sentido de aumentar a concentracéo de farmaco encapsulado, também foi testada a
formulacdo DSPC:DSPG (9:1) para racios molares bacterioclorina/lipido superiores (4 e
8,7%) mas esta hipotese foi eliminada devido a elevada precipitacdo de farmaco observada
durante as centrifugacdes e a dificuldade em realizar extrusdo dos lipossomas recolhidos da

centrifugacao.
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Pelo exposto, a formulagdo e as condi¢cbes adoptadas para as etapas experimentais
seguintes foram um récio molar bacterioclorina/lipido igual a 1% e uma concentracdo de
lipido inicial de 40 mM. Com o aumento da concentracdo de lipido e a diminuigdo do racio
molar farmaco/lipido, pretendeu-se ultrapassar as dificuldades existentes no processo de
extrusdo e confirmar se o aumento da concentracdo de lipido influenciava positivamente a
encapsulacdo da bacterioclorina nos lipossomas. Contudo, é sempre necessario fazer o
balanco entre o loading do farmaco e o tamanho dos lipossomas.

Também foi necessaria uma optimizagdo ao nivel da hidratagdo do filme lipidico.
Inicialmente, o filme era preparado num tubo de vidro mas com a adopg¢éo da hidratacdo a
decorrer num baldo de vidro, conseguiu-se aumentar a area de contacto entre a solucdo da
bacterioclorina e os lipidos no sentido de obter uma solu¢do mais homogénea, que permitisse
diminuir a agregacdo e posteriormente reduzir as perdas de lipido e de farmaco nas
centrifugacdes.

Com base no trabalho realizado por Kuntsche J. et al., 2010 em que foram
desenvolvidas formulacbes DPPC:DPPG (9:1) encapsulando temoporfina, foi testada a
hidratacdo do filme lipidico com uma solucdo de glucose 5% (v/v) tal como o artigo
cientifico descrevia. Esta alteracdo ao procedimento foi posteriormente eliminada uma vez
que ndo permitiu executar a extrusdo das MLVs. A auséncia de sais na solucdo de hidratacao
podera ter minimizado a precipitacdo do farmaco e, por este motivo, uma maior encapsulagédo
da bacterioclorina na bicamada tera originado MLVs de dimensdes tdo elevadas e rigidas que
ndo foi possivel executar a extrusdo com sucesso, ao contrario dos estudos com a temoporfina
(Kuntsche J. et al.,, 2010), muito provavelmente por esta ter menores dimensfes que a
bacterioclorina.

No sentido de obter lipossomas com maior fluidez membranar, também se testou
desenvolver formulacBes lipossomais encapsulando a bacterioclorina com a composicao
lipidica (DSPC:colesterol) num réacio molar 7:3. Apos adicionar ao filme seco a solucdo de
hidratacdo (tampao HBS), verificou-se a formacdo de duas fases distintas (lipossomas vazios
e farmaco que ndo se dissolveu na solucdo tampdo). A presenca de colesterol tera competido
com a bacterioclorina para a incorporacdo na membrana uma vez que o caracter hidrofobico
da bacterioclorina exige a sua incorporacdo exclusiva na membrana do lipossoma.

Os lipossomas convencionais desenvolvidos apresentaram um diametro médio (apds
extrusdo) inferior a 200 nm e um PI (do inglés polidispersion index) médio de 0,31, embora
existisse frequentemente uma populacdo de 5 nm correspondente a uma pequena populacéo

(5 a 10%) que foi assumida como possiveis agregados de farmaco livre presentes na solucao.
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O tamanho é uma das caracteristicas que define o comportamento in vivo dos
lipossomas em varios processos, nomeadamente no mecanismo de internalizacdo celular
(Betageri, G. V., et al., 1993). Lipossomas com didmetro médio inferior a 200 nm, com
ligandos hidrofilicos como por exemplo PEG, demonstram tempos de circulagdo mais
prolongados uma vez que dificilmente sdo reconhecidos pelos macrofagos do sistema
reticuloendotelial e, ao serem vesiculas pequenas, conseguem atingir uma acumulagdo
significativa no tumor devido a extravasacdo na vasculatura permeavel e devido a uma
drenagem linfatica deficiente do tecido tumoral - efeito EPR, ja dicutido na Introducédo
(Fonseca C., 2006).

O indice de polidispersdo (PI) € outro parametro igualmente afectado pelo método de
preparacdo e fornece informacdo relativa a distribuicdo e homogeneidade da populacdo
lipossomal (Annelies, S. L. et al., 2004). Um valor elevado de PI indica a existéncia de
diferentes tamanhos de particulas ou agregados. O valor ideal de PI deve ser o mais pequeno
possivel, preferencialmente inferior a 0,2 pois indica homogeneidade das vesiculas (Betageri,
G. V. et al., 1993). No presente trabalho, ndo foi possivel obter valores de PI to reduzidos
devido a grande dificuldade de realizar extrusdes bem-sucedidas num s passo, ou seja, sem
troca de membranas ou utilizando preliminarmente membranas de 400 nm. Por estes motivos
a media de valores para o indice de polidispersdo obtido (0,31) ndo foi tdo reduzido como o

desejado.

3.1.2) Desenvolvimento e caracterizacdo de formulagdes lipossomais

encapsulando a bacterioclorina e vectorizadas com transferrina

Apos a dificuldade em optimizar o método de preparacdo e apds a escolha da
formulacdo DSPC:DSPG (9:1) como sendo a formulacdo convencional mais apropriada, o
proximo passou por realizar o acoplamento covalente da transferrina que exigiu a
incorporacdo na formulacdo convencional, de um fosfolipido alterado com o polimero PEG
modificado com um grupo reactivo para cisteinas (maleimido). Assim, a formulacdo
DSPC:DSPG (9:1) foi adicionado 1 mol% do fosfolipido DSPE-PEG-(MAL).

Segundo estudos anteriores (Voinea, M. et al., 2002), 1 mol% de PEGy0 € a
concentracdo minima para garantir o balanco entre a eficacia de acoplamento da proteina e o
reconhecimento do targeting. Ja estudos muito recentes (Bovis, M. J. et al., 2012) com a

molécula hidrofébica temoporfina (Foscan®) mostraram que a % molar de PEG influencia a
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concentracdo que maximiza o perfil farmacocinético, a biodistribuicdo do farmaco no plasma
sanguineo e no tecido pulmonar tumoral. Dependendo da densidade do PEG na formulagéo e
do comprimento da cadeia polimérica, a estrutura organizacional do PEG é distinta e faz com
que o lipossoma adquira caracteristicas diferentes, nomeadamente tamanho e estabilidade
(Wang, M. e Thanou, M., 2010). Neste trabalho, apenas foi testada a utilizacdo de 1 mol% do
fosfolipido DSPE-PEG-(MAL) uma vez que é a % mais comum na literatura. Igualmente néo
foi possivel, por limitacGes de tempo, testar maiores % de PEG (ex. 2 e 8%) como foram
testadas nos lipossomas encapsulando a temoporfina (Bovis, M. J. et al., 2012).

A escolha da metodologia para a incorporacdo do fosfolipido DSPE-PEG-(MAL) foi
motivada por duas razfes: 1) elevada eficacia na reaccdo entre o grupo tiol da trnasferrina
tiolada com o grupo maleimido e 2) a reaccdo de tiolagdo ocorrer de modo espontaneo, a
temperatura ambiente e a valores de pH proximos da neutralidade (Fonseca, C. et al., 2005).
A reacgéo de tiolagéo foi realizada na razdo molar 1:10 (transferrina:2-iminotiolano) tendo
por base 0s estudos realizados por Fonseca, C. et al., 2005, que indicaram ser este o racio que
melhor optimizava o processo de tiolacdoe potenciava o seu acoplamento ao grupo
maleimido. Segundo este estudo, com o racio molar 1:10 (transferrina:2-iminotiolano), foi
possivel maximizar a quantidade de transferrina a superficie dos lipossomas, atingindo uma
densidade de aproximadamente 200 pg de Trf/ umol de fosfolipido. Contudo, é de salientar
que as formulacGes apresentadas nesse estudo (Fonseca, C. et al., 2005) apresentavam com
composicao lipidica e farmacos diferentes.

As condigdes (duracdo e temperatura) da reac¢cdo de acoplamento foram igualmente
um parametro avaliado nesta actividade. Testou-se incubacdo de 2 horas a temperatura
ambiente e 14-16 horas (overnight) a 37°C. As condi¢cdes 14-16 horas a 37°C foram as que
conduziram a um aumento na eficacia de acoplamento médio de 122 para 202 pg de Trf /
umol de fosfolipido (dados ndo mostrados). Sendo assim, a eficacia de acoplamento de
transferrina obtida foi semelhante aos valores obtidos no estudo realizado por Fonseca, C. et
al., 2005.

Foram desenvolvidos em simultaneo lipossomas controlo (com fosfolipido DSPE-
PEG-(MAL) mas sem transferrina acoplada) para a formulagédo direccionada com transferrina
a partir do mesmo filme lipidico.

As caracteristicas fisico-quimicas das formulacdes direccionadas e ndo direccionadas
com transferrina foram igualmente avaliadas pela determinacdo do diametro médio dos

lipossomas, dos parametros de encapsulacdo e da eficacia de acoplamento do ligando,
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avaliada em termos da densidade de transferrina presente a superficie dos lipossomas
(expressa em pug de Trf/ umol de fosfolipido).

Todas as formulagfes apresentaram um didmetro médio inferior a 200 nm (Tabela
VI).

Tabela VI - Diametro médio final de formulacdes lipossomais (vectorizadas e ndo vectorizadas
com transferrina) de composicdo lipidica DSPC:DSPG:DSPE-PEG-(MAL) (9:1:0.1), 1% de
racio molar bacterioclorina/lipido e 40 mM de lipido inicial, apds cromatografia de excluséo
molecular.

Composicéo da formulacéo Diametro médio final (nm) + SD
DSPC:DSPG:DSPE-PEG-(MAL) 1248 + 3
DSPC-DSPG-DSPE-PEG-(MAL)-Trf 181,05

Os valores representam médias e desvios padrao obtidos a partir de duas experiéncias independentes
(n=2).

Embora o nimero de experiéncias realizadas seja limitado para retirar conclusdes
mais robustas, perante estes valores é susceptivel concluir que a incorporacdo de uma
pequena % de um novo fosfolipido (DSPE-PEG-(MAL)) e a presenca de transferrina a ele
acoplada, aumentou ligeiramente o tamanho dos lipossomas (Tabela 1V). No entanto, os
lipossomas direccionados com transferrina apresentam ainda um didmetro médio inferior a
200 nm tal como o referido anteriormente para os lipossomas convencionais.

Ao longo do trabalho, foi constante a dificuldade em obter lipossomas encapsulando a
bacterioclorina (vectorizados ou ndo vectorizados com transferrina, tal como havia
acontecido com os lipossomas convencionais), o que limitou o numero de experiéncias
independentes e reprodutiveis. Embora o resultado médio da eficacia de acoplamento da
transferrina (200 ug de Trf / umol de fosfolipido) esteja de acordo com o reportado na
literatura (ex. Fonseca, C. et al., 2005), os parametros de encapsulacdo da formulacédo
DSPC:DSPG:DSPE-PEG-(MAL)-Trf da bacterioclorina foram igualmente reduzidos (Tabela
VII).
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Tabela VII - Capacidade de carga (loading) da formulagdo lipossomal convencional
DSPC:DSPG (9:1) e da formulagdo vectorizada com transferrina DSPC:DSPG:DSPE-PEG-
(MAL)-Trf (9:1:0,1) com 1% de racio molar bacterioclorina/lipido e 40 mM de lipido inicial.

Composicéo da formulacéo Capacidade de carga = SD
DSPC:DSPG (9:1) 0,005 + 0,001
DSPC:DSPG:DSPE-PEG-(MAL)-Trf 0,004 +0,001

Os valores representam médias e desvios padrdo obtidos a partir de duas experiéncias independentes
(n=2).
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3.2) ldentificacdo de receptores de transferrina (TrfR) na linha celular

A549 por citometria de fluxo

Com o intuito de avaliar a associacdo celular das formulagdes lipossomais
desenvolvidas encapsulando a bacterioclorina, foi fundamental confirmar primeiramente a
presenca do receptor de transferrina a superficie das células A549 para assegurar ser possivel
uma ligacdo especifica e uma efectiva internalizacdo dos lipossomas por endocitose mediada
pelos receptores de transferrina.

Estudos anteriores (Anabousi, S. et al., 2006) mostraram que o nivel de expressao de
receptores de transferrina é significativamente elevado na linha celular de cancro de pulméo
(A549) e, que a transferrina foi o ligando seleccionado para garantir o direccionamento activo
da formulacao lipossomal e proporcionar uma maior captacéo de Trf-lipossomas. (Anabousi,
S. et al., 2006; Li, X. et al., 2009).

O ensaio de citometria de fluxo permitiu a confirmacdo da presenca de receptores de
transferrina (TrfR) na superficie das células A549. De acordo com o histograma da Figura 15,
verifica-se um deslocamento do pico resultante do aumento significativo da intensidade
média de fluorescéncia de 5,36 do controlo (células ndo marcadas) para 83,79 da amostra

(células incubadas com o anticorpo CD71).

£
N Controlo antiCD71-FITC
Z
25
Sal
L ﬁ__
1_|:I':I IIIII‘III.'II-I 102 IIIIII1I:|l3 I I IIIII1I|:I4
GO ATG

Figura 15 - Citometria de fluxo para avaliar a expressdo/densidade de receptores de
transferrina (TrfR) na superficie das células de adenocarcinoma do pulmao humano (A549).
Histograma representativo das células A549 incubadas com o anticorpo antiCD71-FITC (vermelho).
Como controlo foram usadas células com auséncia de anticorpo (branco).
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3.3) Estudos de associacdo celular de formulacdes lipossomais

encapsulando a bacterioclorina

Apesar de as formulacdes lipossomais desenvolvidas ndo apresentarem parametros de
encapsulacdo muito elevados (o0 que é perfeitamente compreensivel visto se tratar de uma
encapsulacdo passiva), a proxima tarefa experimental passou por verificar se a formulacéo
direccionada com transferrina promovia uma maior associagdo celular (ligacdo e
internalizacdo), em células de cancro do pulmédo (A549), relativamente a formulacdo ndo
direccionada (controlo).

Inicialmente foi necessario fazer um estudo para optimizar a densidade celular em
cada poco e definir as condicdes experimentais. Numa placa de 48 pocos (Corning®, Nova
lorque, EUA) foram testadas as densidades 1x10*, 2x10*, 3x10*, 4x10* e 5x10* células/mL.
Por avaliacdo visual da confluéncia das células as 24 horas, a densidade inicial de 5x10* foi a
seleccionada para prosseguir com o0s estudos de associacdo celular (resultados néo
mostrados).

O tempo de incubacéo (2 ou 4 horas) foi outro parametro avaliado por comparacéo da
concentracdo de bacterioclorina internalizada na formulagdo direccionada versus
bacterioclorina internalizada na formulacdo ndo direccionada para os dois tempos de
incubagdo. Apos este estudo preliminar, o tempo de incubacgédo de 2 horas foi o seleccionado
uma vez que 4 horas de incubacdo das formulacGes liposomais de bacterioclorina com as
células A549 ndo contribuiram para uma maior internalizacdo celular do farmaco em relacao
aos resultados obtidos com 2 h de incubacéo. Para os dois tipos de formulagéo (direccionada
com transferrina e ndo direccionada com transferrina - controlo), a concentracdo de farmaco
incubado nas células foi igual e correspondeu ao valor mais baixo obtido no ensaio de
quantificacdo do farmaco das duas formulaces.

Perante as dificuldades do processo de preparacao dos lipossomas, juntamente com 0s
resultados de associacdo celular da formulacdo lipossomal (DSPC:DSPG:DSPE-PEG-
(MAL)) de bacterioclorina direccionada com transferrina e, com o0s parametros de
encapsulacdo reduzidos optou-se por recorrer a outra molécula fotossensibilizadora (p-
THPP) disponivel no laboratério e, desta forma, fazer uma prova de conceito. Por outras
palavras, pretendeu-se confirmar que € possivel desenvolver uma formulacao lipossomal com
a composicdo DSPC:DSPG:DSPE-PEG-(MAL)-Trf e encapsular uma molécula

fotossensibilizadora com 0 mesmo procedimento experimental, mas mais exequivel e, com
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parametros de encapsulacdo mais satisfatorios. Todas as tarefas experimentais realizadas com
a p-THPP serdo descritas seguidamente na secgéo 3.4.
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3.4) Desenvolvimento e caracterizacdo de formulacdes lipossomais

encapsulando a molécula p-THPP

Tal como afirmado na secgédo anterior, 0 objectivo principal do presente projecto era
desenvolver uma formulagdo lipossomal vectorizada com transferrina, encapsulando uma
molécula fotossensibilizadora, que apresentasse elevados parametros de encapsulacdo e que
demonstrasse propriedades fisico-quimicas compativeis com uma futura aplicacdo
intravenosa em PDT. Perante as dificuldades ja descritas recorreu-se a outro
fotossensibilizador, igualmente hidrofébico mas que manifesta a grande diferenca no seu
tamanho (679 g/mol) relativamente a bacterioclorina (1135 g/mol).

Foram realizados 0s mesmos estudos com as formulagdes lipossomais de p-THPP que
haviam sido realizados com as formulagfes lipossomais encapsulando a bacterioclorina
(formulagdes direccionadas ou ndo com transferrina): determinacdo do didmetro médio dos
lipossomas, da eficacia de encapsulacdo, da capacidade de carga e da eficacia de acoplamento

da transferrina.

Tabela VIII - Capacidade de carga (loading) de formulacGes lipossomais vectorizadas com
transferrina (DSPC:DSPG:DSPE-PEG-(MAL)-Trf (9:1:0,1)), encapsulando a bacterioclorina e
a molécula p-THPP.

Composicédo da formulacao Farmaco Capacidade de carga + SD

Bacterioclorina 0,004 +0,001
DSPC:DSPG:DSPE-PEG-(MAL)-Trf

p-THPP 0,083 0,023

Os valores representam médias e desvios padrao obtidos a partir de duas experiéncias independentes
(n=2).

Fazendo um estudo comparativo entre a bacterioclorina e a p-THPP, com esta Gltima
foi possivel alcancar concentracdes finais de lipido e farmaco superiores que afectaram
positivamente os parametros de encapsulacdo (tabela VII1). Também foi testada a formulacédo
lipossomal vectorizada de composicédo lipidica (7:3), encapsulando p-THPP e, obtiveram-se
igualmente parametros de encapsulacédo elevados tal como para a composicao lipidica (9:1).
Aparentemente, o principal factor responsavel por estes resultados satisfatorios foi a reducéo

muito significativa do tamanho da molécula fotossensibilizadora encapsulada na bicamada
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lipossomal. Adicionalmente € de realgcar que com a formulacdo lipossomal de p-THPP ndo
ocorreram quaisquer dificuldades aquando da preparacdo dos lipossomas, nomeadamente na
extrusdo das MLVs e na necessidade de centrifugar a amostra devido a precipitacdo de
farmaco.

Tal como nas formulagdes lipossomais encapsulando a bacterioclorina, os lipossomas
encapsulando p-THPP apresentaram um tamanho inferior a 200 nm e eficicias de

acoplamento da transferrina semelhantes as obtidas com a bacterioclorina.
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3.5) Estudos de associacdo celular de formulacdes lipossomais

encapsulando a molécula p-THPP

Apobs os resultados promissores na caracterizagdo fisico-quimica das formulacfes
encapsulando p-THPP, manifestou-se grande curiosidade em regressar aos estudos de
associacdo celular. Os estudos com a p-THPP foram realizados nos Gltimos dias de trabalho
experimental da presente Tese de Mestrado e como tal, s6 foi possivel realizar duas
experiéncias independentes. Os resultados destes estudos de associacdo celular estdo
apresentados na tabela IX.

Tabela IX - Concentracdo de farmaco internalizada e associacdo celular da formulacéo
lipossomal vectorizada (DSPC:DSPG:DSPE-PEG-(MAL)-Trf (9:1:0,1)), encapsulando a
bacterioclorina e a molécula p-THPP.

= [Farmaco]internalizado / | Formulacéo vectorizada /
armaco . x :
[proteina celular] nao-vectorizada
Bacterioclorina 6,4E-05 1,5x
p-THPP 2,1E-04 0,9 x

Os valores representam médias e desvios padrdo obtidos a partir de duas experiéncias independentes
(n=2).

Ao contrario do esperado, os resultados de associacéo celular obtidos apds incubacgéo
de formulacbes lipossomais encapsulando p-THPP com as células A549, ndo manifestou
diferenca significativa entre a formulacdo direccionada com tranferrrina e a formulacdo nédo
direccionada com tranferrrina (controlo). Adicionalmente verificou-se que a composicao
quantitativa dos lipossomas (DSPC:DSPG (9:1) e DSPC:DSPG (7:3)) nao teve influéncia na
internalizacdo celular das formulagdes lipossomais (dados ndo mostrados).

As experiéncias com a p-THPP serviram para validar a formulacdo lipossomal
anteriormente seleccionada (qualitativa e quantitativamente). Assim, os resultados de
associacdo celular vieram demonstrar que a composicdo lipidica aparentemente ndo tem
influéncia na internalizacdo da formulacéo.

Embora a concentracdo de p-THPP internalizada tenha sido, mais de 3 vezes superior

a internalizada com a bacterioclorina, o réacio entre ([p-THPP] internalizada / [proteina
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celular] - formulacdo vectorizada com transferrina) e ([p-THPP] internalizada / [proteina
celular] - formulacéo controlo) foi de, aproximadamente, 1. Assim, concluiu-se que presenca
da transferrina enquanto ligando ndo contribuiu para uma maior internalizagdo. Além disso,
os valores dos referidos racios obtidos nas duas experiéncias realizadas com p-THPP foram
inferiores aos racios obtidos nos estudos com a bacterioclorina (Tabela 1X).

Este resultado estranho levantou uma série de questfes e discussdes, nomeadamente
se a quantidade de transferrina utilizada no acoplamento seria a correcta e se a internalizagdo
do farmaco efectivamente ocorria através de endocitose mediada por receptores da
transferrina. E possivel afirmar que quantidade de transferrina utilizada foi a correcta dados
os resultados satisfatorios da eficacia de acoplamento para ambos os farmacos, comparando
com a literatura (ex. (Fonseca, C. et al., 2005)) e por observacdo visual aquando da
cromatografia de exclusdo molecular, onde foi possivel verificar que o gel da coluna adquiriu
a cor da transferrina ao longo da eluicdo posteriormente a recolha das formulacdes
lipossomais.

Outra hipotese levantada foi o facto de incubar nas células, uma concentracdo de p-
THPP lipossomal (média 500 uM) 10 vezes superior a da bacterioclorina lipossomal (média
50 uM) e, inclusive, superior as concentracfes normalmente usadas (aproximadamente 200
uM) em estudos de associacdo celular apresentados na literatura (Fonseca, C. et al., 2005).
Possivelmente, a internalizacdo ndo ocorreu por endocitose mediada por receptores mas por
um mecanismo de fagocitose (inespecifico) mascarando o papel da transferrina enquanto
ligando. Por outras palavras, as células foram de tal forma ‘“‘sobrecarregadas” com uma
concentracdo elevada de formulacdo lipossomal que ndo foi possivel constatar o efeito
direccionador da transferrina. O ideal seria fazer um estudo preliminar para inferir como a
concentracdo de p-THPP lipossomal afecta a internalizacdo celular e determinar qual a
concentracdo Optima a incubar num estudo futuro.

Adicionar o fosfolipido DSPE-PEG ndo-reactivo na formulacdo vectorizada com
transferrina, seria uma alternativa no sentido de conferir ao polimero uma organizacdo em
escova (do inglés brush). Com a adicdo deste polimero, é possivel aumentar a exposicao da
transferrina, afastando-a da superficie lipossomal e assim maximizar a interaccdo com o seu
receptor. Tal como referido anteriormente, a estrutura organizacional do polimero PEG é
resultado do comprimento da cadeia polimérica e da sua densidade na superficie do

lipossoma. Contudo, ndo é apenas a presenca de PEG que ird determinar o comportamento
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dos lipossomas mas também a quantidade molar seleccionada (Wang, M. e Thanou, M.,
2010).

Outra possibilidade seria estudar a associagdo celular com outra linha celular, que
apresentasse niveis de expressdo dos receptores da transferrina ainda superiores as células
A549. Outra abordagem poderia ser recorrer a outro ligando, como por exemplo, um
anticorpo especifico que esteja sobreexpresso na linha celular A549 ou noutra linha celular
seleccionada. Na escolha de um novo ligando teria de se ter em conta que o acoplamento do
ligando deve manter os perfis farmacocinético e de biodistribuicdo dos lipossomas, garantir a
estabilidade dos lipossomas e a sua acessibilidade ao receptor na membrana da célula alvo. A
grande limitacdo no uso de anticorpos deve-se, maioritariamente, para uma questdo de

imunogenicidade, ndo descurando a sua estabilidade, o seu armazenamento e o elevado custo.
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Capitulo 4:

Conclusoes e perspectivas futuras
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Com este projecto, foi possivel verificar que o desenvolvimento de uma formulagéo
lipossomal encapsulando uma molécula hidrofébica, com o tamanho da bacterioclorina usada
acarreta grandes dificuldades, nomeadamente ao nivel da optimizacdo do método de
preparacdo dos lipossomas. Estas limitacOes refletiram-se nos resultados obtidos com a
bacterioclorina (dificuldades na extrusdo, parametros de encapsulagdo significativamente
baixos e internalizacdo celular minima por parte da formulagdo direccionada com
transferrina).

Os estudos de associacdo celular com a bacterioclorina permitiram concluir que a
diferenca entre a formulacdo direccionada com transferrina e a formulacéo ndo direccionada é
minima e, que com a molécula p-THPP ndo se verifica maior extensdo de associacdo celular
entre as duas formulagdes.

Embora os estudos de associacdo celular com a molécula p-THPP ndo tenham sido
satisfatorios, conclui-se que o tamanho da molécula tem um papel fulcral quando se pretende
encapsular em lipossomas moléculas com caracteristicas hidrofébicas.

Assim, assentando no principio de que os lipossomas sdo 0s veiculos mais
promissores enquanto sistema de entrega de farmacos, uma alternativa sera a empresa Luzitin
sintetizar uma molécula que apresente caracteristicas fotossensibilizadoras satisfatorias,
compativel com o seu plano de actividades e um tamanho semelhante a molécula p-THPP.

Com esta nova molécula, seriam realizadas todas as tarefas de desenvolvimento,
optimizacdo, caracterizacdo das formulacdes lipossomais e estudos de associacdo celular
realizados na presente tese com a bacterioclorina. Caso os resultados fossem promissores, 0s
estudos futuros seriam: i) avaliar a estabilidade das formulacGes em armazenamento (4°C) e
em condicdes fisioldgicas (37°C) com vista a sua posterior utilizagdo in vivo, ii) estudar os
mecanismos de internalizacdo celular das formulacGes direccionadas por incubacdo de
farmacos inibidores dos processos de internalizacdo celular que restringem a actividade
metabolica das células inibindo globalmente a endocitose (quer a mediada por receptores
quer os processos de fagocitose e pinocitose), iii) estudar a inibicdo competitiva do receptor
da transferrina mediante saturacdo dos receptores com transferrina livre e iv) avaliar a
citotoxicidade das formulacbes lipossomais desenvolvidas com uma nova molécula
fotossensibilizadora apo6s incubacdo com as células tumorais usadas nos estudos de

associacdo celular.
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Anexos

Tabela A — Exemplo dos valores de absorvancia de amostras de solugdes padrao (P1-P5) obtidas
por diluicdo da solugéo stock de KH,PO, (0,65 mM).

Stock KH,PO4
V (1) N fosfato (MOI) Abs (830 nm)
Branco 0 0 0
P1 25 16 0,086
P2 50 33 0,169
P3 100 65 0,321
P4 200 130 0,648
P5 300 195 0,975

y = 0,005x + 0,0025
R?2=0,9999

Absorvancia
(830 nm)
o O O

(o))

0 50 100 150 200 250

n fosfato (mol)

Figure A- Exemplo de uma curva de calibragdo das solugdes padréo (P1-P5) obtidas por diluicdo da
solucéo stock de KH,PO, (0,65 mM).
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Tabela B - Valores de absorvancia de amostras de solugdes padréo (P1-P5) obtidas por dilui¢éo
da solugéo stock de bacterioclorina (2 mM).

[bacte(:]ol\cjll)orina] Abs (344 nm)
Branco 0 0
P1 0,0001 0,0185
P2 0,001 0,1105
P3 0,004 0,4525
P4 0,007 0,7865
PS5 0,01 1,141
1 -
0,8 A y= 1R122:,18<’;93é)023

Absorvancia
(433 nm)

0 0,001 0,002 0,003 0004 0005 0006 0007 0,008
[bacterioclorina] (mM)

Figure B - Curva de calibracdo das amostras de solucbes padrdo (P1-P5) obtidas por diluicdo da
solucdo stock de bacterioclorina (2 mM).
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Tabela C - Valores de absorvancia de amostras de soluc¢des padréo (P1-P5) obtidas por diluicéo
da solugéo stock de p-THPP (2 mM).

[p-THPP] (mM) | Abs (418 nm)
Branco 0 0
P1 0,0001 0,023
P2 0,001 0,324
P3 0,002 0,647
P4 0,003 0,948
P5 0,04 1,26

==
SN

Absorvéancia
(418 nm)
oooo
O N b O

Figure C - Curva de calibracdo das amostras de solucBes padrdo (P1-P5) obtidas por diluicdo da

y=316,28x+0,0013

R2=0,9997

0,001

solucdo stock de p-THPP (2 mM).

0,002
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Tabela D - Valores de absorvancia de amostras de solucdes padréo (P1-P5) obtidas por diluicéo
da solucgéo stock de BSA (1000 pg/ml).

[BSA] (ug/ml) Abs (540 nm)
Branco 0 0
P1 100 0,100
P2 150 0,166
P3 400 0,394
P4 600 0,577
P5 900 0,809

1,0
0,8
0,6
0,4

Absorvancia
(540nm)

0,2
0,0

y=0,0009x+0,0181

R?=10,9968

400

600 800 1000

[BSA] (ug/mL)

Figure D - Curva de calibracdo das amostras de solucBes padrdo (P1-P5) obtidas por diluicdo da
solucdo stock de BSA (1000 pg/ml).
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