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Resumo

O carcinoma hepatocelular é o cancro do figado mais comum, apresentando uma elevada taxa de
incidéncia e mortalidade. Os principais tratamentos para esta neoplasia sdo muito limitados e
apresentam efeitos adversos graves e muito frequentes. Para além disso, apresentam uma taxa
de eficiéncia muito baixa, que justifica a elevada taxa de mortalidade. Deste modo, é necessario
arranjar novas alternativas terapéuticas multialvo que sejam mais seguras e mais eficientes, como
por exemplo a combinacdo da quimioterapia com a terapia génica que tem apresentado
resultados promissores. Assim, é urgente desenvolver novos nanossistemas com capacidade para
transportar e entregar as células alvo varios agentes terapéuticos, como farmacos e material

genético, de forma eficiente e segura.

Neste contexto, o principal objetivo deste projeto foi a construcdo de um sistema de transporte,
de base polimérica, capaz de transportar em simultdneo um farmaco com carateristicas
antitumorais e material genético. Para isso, foi escolhido o polimero policaprolactona, ja aprovado
pela FDA, para construgdo do nucleo do nanosssitema responsavel pela encapsulagdo e transporte
do farmaco, e o surfactante catiénico brometo de hexadeciltrimetilaménio, para a complexacao e

transporte do material genético.

Neste projeto foram desenvolvidas nanoparticulas de base polimérica revestidas por um
surfactante catidnico, que apresentaram um didmetro médio entre os 150 e 180 nm e uma carga
superficial positiva. Estas particulas demonstraram ter uma grande capacidade de encapsulagdo
de sorafenib e elevada estabilidade de armazenamento de longo prazo. Além disso, as particulas
desenvolvidas mostraram uma elevada capacidade para condensar e proteger o material

genético.

Os resultados obtidos neste projeto, mostraram que a formulacdo desenvolvida se apresenta
como promissora para mediar uma estratégia antitumoral combinada, podendo vir a ser uma

alternativa a quimioterapia convencional.

Palavras-chave: Carcinoma hepatocelular, sistema de transporte, sorafenib, material genético,

complexos.
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Abstract

Hepatocellular carcinoma is the most common liver cancer and has a high incidence and mortality
rate. The main therapeutics options are both limited and associated with severe and frequent side
effects. Additionally, the poor efficiency of the treatments explains the high mortality rate. Thus,
in order to increase the efficiency and safety of treatments, it is essential to find new multitarget
therapeutic approaches such as the combination of chemotherapy with gene therapy, that have
shown promising results. In this context, it is urgent to develop new nanosystems with the ability
to efficiently and safely deliver different therapeutic agents, including drugs and genetic material,

into target cells.

In this regard, the main goal of this project was to develop a polymer-based nanosystem able to
simultaneously transport genetic material and an anti-cancer drug. For this purpose, two
substances were chosen: the polymer, polycaprolactone, approved by the FDA, to build the core
of the nanosystem that encapsulates and carries the drug; and the cationic surfactant,
hexadecyltrimethylammonium bromide, to perform the complexation and transport of the

genetic material.

In this project, polymer-based nanoparticles coated by a cationic surfactant were developed,
presenting a mean diameter between 150 and 180 nm and a positive surface charge. These
particles exhibited a great capacity of sorafenib encapsulation and a high long-term storage
stability. In addition, the developed particles showed a high capacity to condensate and protect

the genetic material.

The results obtained in this project showed that the developed formulation holds great potential
to mediate a combined antitumoral strategy, which might constitute an alternative to the

conventional chemotherapy.

Keywords: Hepatocellular carcinoma, carrier system, sorafenib, genetic material, complexs.
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1. Introducao

1.1. Carcinoma hepatocelular

O cancro é a segunda principal causa de morte em todo o mundo. O cancro do figado é o sexto
tipo de cancro mais comum e a quarta causa de morte relacionada com o cancro em todo o
mundo, levando a morte de mais de 700 000 pessoas, anualmente, principalmente devido a falta
de terapias efetivas (Bray et al., 2018; Ferlay et al., 2019). A taxa de incidéncia de cancro de figado
estd a aumentar mais rapidamente do que nos restantes tipos de cancro, podendo a obesidade e
a diabetes ser as principais causas (Zhu et al., 2018). O carcinoma hepatocelular (CHC) é uma das
principais neoplasias do figado, representando cerca de 75 a 85% de todos os tipos de cancro do
figado no mundo (Deng et al., 2015; Obeid et al., 2017; Bray et al., 2018; Daher et al., 2018; El-
Shemi et al., 2018; Jeong et al., 2018; Li et al., 2018; Zhu et al., 2018).
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Figura 1 — Graficos representativos da incidéncia e mortalidade dos diferentes tipos de cancro. (A) nimero de novos
casos no ano de 2018; (B) nimero de mortes em 2018 associadas aos diversos tipos de cancro. (Adaptado de (Bray et
al., 2018)).



A maior taxa de incidéncia de cancro do figado é verificada na Asia e na Africa, tendo a Europa e
a América uma taxa de incidéncia mais baixa. Esta diferenca geografica de incidéncia de cancro do
figado deve-se ao facto de ser um cancro multifatorial, e as diferentes regides tém diferentes
incidéncias de doengas que promovem o aparecimento deste tipo de cancro. Também existem
diferencgas entre os géneros, havendo maior taxa de incidéncia do carcinoma hepatocelular em

pessoas do sexo masculino (Jemal et al., 2011; Bray et al., 2018; EI-Shemi et al., 2018).

Cerca de 80% dos casos de carcinoma hepatocelular verificam-se em individuos que tém cirrose.
A cirrose pode ser proveniente de diferentes causas, incluindo infe¢des crénicas por hepatite B e
C, sendo esta a principal causa da elevada taxa de incidéncia de CHC na Asia e na Africa. Na
América e na Europa a taxa de incidéncia da Hepatite B e C é mais baixa, nestes paises os principais
fatores de risco sdo: o abuso de alcool, a hemocromatose, a doenca hepdtica gordurosa nao
alcodlica, o tabagismo, a obesidade e a diabetes (Waller et al., 2015; Xu et al., 2016; Bouattour et
al., 2018). Também a exposicdo a determinadas substancias, tais como a aflatoxina, podem
aumentar a incidéncia de CHC. O carcinoma hepatocelular apresenta um fenétipo e um perfil
genético muito heterogéneo, isso deve-se as mutacdes, a epigenética, as alteracdes moleculares
gue estdo envolvidas em vdrias vias moleculares e ao numero elevado de diferentes causas da
doenca. Em geral, inflamacgdes crdnicas e outras doencas no figado, levam a cirrose hepatica que
contribui para a formacdo de hepatécitos malignos (Waller et al., 2015; Bouattour et al., 2018).
Apods algum crescimento tumoral, as células do interior do tumor recebem pouco oxigénio e
nutrientes, levando a libertagdo de fatores de angiogénese por parte das células tumorais, o que
ird promover o processo angiogénico para que as mesmas possam receber o oxigénio e os
nutrientes necessarios para continuarem a proliferar (Garner et al., 1972; Jemal et al., 2011;

Waller et al., 2015; Obeid et al., 2017).

A alta mortalidade do CHC deve-se ao facto de, em estadios iniciais da doenca, o doente nao
apresentar sintomas (assintomatico), o que leva a uma dete¢do da doenga ja em estadios
avancados. Para além disso, os tratamentos atuais tém uma baixa taxa de sucesso. Atualmente,
para o tratamento do CHC pode-se recorrer a diferentes tratamentos, dependendo do estadio em
que se encontra a doenca: recessao cirurgica do tumor, transplante de figado, ablacdo percutanea,
quimioembolizagdo transarterial (TACE), radioembolizagdo, quimioterapia e radioterapia. No
entanto, estes tratamentos estdo associados a multiplas limitacbes e tém diversos efeitos
secunddrios graves (principalmente devido a citotoxicidade ndo especifica). A quimioterapia
tradicional em muitos casos falha, pois as células do carcinoma hepatocelular tém geralmente alta

resisténcia a estes farmacos e, por outro lado, na presenca de metdastases a quimioterapia ndo



consegue elimina-las (Chi et al., 2016; Obeid et al., 2017; El-Shemi et al., 2018; Li et al., 2018; Mao
et al., 2018; Wang et al., 2018; Yang et al., 2018). Estudos recentes alertam para o facto de a
guimioterapia poder induzir uma cascata alternativa que suporta o crescimento tumoral e a
metastizacdo (Chi et al., 2016). Adicionalmente, nos casos em que os tratamentos convencionais

tém sucesso, existe uma elevada taxa de recorréncia (Xia et al., 2018; Zhang et al., 2018).

A descoberta do carcinoma hepatocelular em estadios tardios e na presenca de metastases, a
baixa taxa de sucesso e os elevados efeitos adversos das terapias atuais tornaram imperativo o
estudo de novas terapias alternativas. Abordagens terapéuticas combinatédrias, tendo como alvo
diferentes mecanismos tumorais, que tenham alta eficiéncia e alta especificidade terapéutica,
podem ser vantajosas para o tratamento do carcinoma hepatocelular (EI-Shemi et al., 2018; Li et
al., 2018; Mao et al., 2018; Xia et al., 2018). A terapia direcionada é considerada uma estratégia
promissora, pois oferece uma abordagem com elevada especificidade celular, o que leva a uma

diminuicgao significativa dos efeitos adversos.

1.1.1. Figado e hepatdcitos

O figado desempenha inumeras funcbes importantes, entre elas: (1) controle da homeostase
metabdlica, (2) sintese, metabolismo, armazenamento e redistribuicdo de hidratos de carbonos,
proteinas e lipidos e (3) desintoxicagdo do organismo. Algumas doencas como a diabetes, a

obesidade e o cancro resultam de anormalidades no metabolismo hepatico (Merzouk et al., 2017).

O carcinoma hepatocelular deriva dos hepatécitos, principais células do figado. O
desenvolvimento do CHC deve-se a uma multiplicacdo exagerada dos hepatdcitos e/ou inibicdo
da apoptose, causada por mutagdes no genoma destas células. Os hepatdcitos representam cerca
de 80% das células do figado, agrupam-se entre si formando os Iébulos hepaticos. Os hepatdcitos
tém um papel importante na modula¢do primaria da imunidade hepatica, sdo muito versateis,

pois tém tanto fungdes enddcrinas como exdcrinas (Ishibashi et al., 2009; Merzouk et al., 2017).
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Figura 2 — Esquema representativo do figado e dos I6bulos hepaticos, e organizacdo dos hepatdcitos. (Adaptado de:
https://www.rock-cafe.info/suggest/liver-sinusoids-anatomy-6c69766572.html)

1.1.2. Carateristicas genéticas do carcinoma hepatocelular

O nivel de expressao de cada gene depende das necessidades da célula e varia consoante o tecido.
Nas células tumorais temos genes que estdo inativos ou com baixa expressdo, quando
comparados com células normais. Estes genes codificam para proteinas supressoras tumorais ou
indutoras da apoptose (Faloppi et al., 2011). Por outro lado, os genes sobre-expressos, sdo genes
associados a proliferagao celular, a angiogénese, também em alguns casos, genes associados a
quimiorresisténcia (Nishida et al., 2006; Faloppi et al., 2011). Resumidamente, genes responsaveis
por todas as fun¢des necessdrias para inibir a morte das células tumorais e promover o
crescimento celular (Tabela 1). Desta forma, as células tumorais arranjam mecanismos que inibem
as vias apoptéticas, mas também mecanismos que promovem a sua proliferacdo e que as tornam
resistentes a quimioterapia. Esta resisténcia deve-se a proteinas membranares que bombeiam os

farmacos para o exterior da célula (bombas de efluxo).



Tabela 1 - Proteinas com expressao alterada no carcinoma hepatocelular e suas fungoes

Expressao Proteina Fungao Artigo
MDR Confere resisténcia a quimioterapia (Xue et al., 2017)
RRM2 Confere resisténcia a quimioterapia (Gao et al., 2013)
cur | pomeresolfesiocein oot | oo el 010
EGER Promove a proliferagég ceIuNIar, a sobrevivéncia e a (Liu et al,, 2018)
migragao
Elevada VEGF Promove a progressdo do tumor e angiogénese (Tang, 2001)
oran | Mot o oonpalenie | v, ans
CCR1 Promove invasdo tumoral (Wu et al., 2007)
Mcl-1 Fator anti-apoptotico (Su et al., 2009)
ER-a Promove progressdo celular e inibe a apoptose (Jiang et al., 2015)
p53 Supressor tumoral (Liu et al., 2017)
Baixa DLC1 Supressor tumoral (Tang, 2001)
TRAIL Induz apoptose e previne metdstases (EI-Shemi et al., 2018)

Abreviaturas: MDR (Proteina de resisténcia a multiplos farmacos); RRM2 (Ribonucleotideo redutase M2); c-Met
(Recetor do fator de crescimento de hepatdcito); EGFR (Recetor do fator de crescimento epidérmico); VEGF (Fator de
crescimento endotelial vascular); IGF-1R (Recetor do fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1); CCR1 (Recetor
de quimiocina C-C tipo 1); Mcl-1 (Sequéncia de leucemia de células mieldides 1); ER-a (Recetor de estrogénio-a); p53
(Supressor tumoral p53); DLC1 (Proteina eliminada no cancro do figado); TRAIL (Ligando indutor de apoptose
relacionado ao fator de necrose tumoral).

A expressao destas proteinas pode ser modulada com recurso a farmacos ou a introduc¢do de
material genético exdgeno nas células tumorais (terapia génica). Os microARNs (miARN) sdo
reguladores celulares importantes envolvidos na carcinogénese. Os miARNs sdo pequenas
sequéncias de acido ribonucleico (ARN) enddgeno, ndo codificante, com importante funcdo na
regulacdo da expressdo génica pos-transcricional, ou seja, o miARN liga-se ao ARN mensageiro
(mARN) de forma a impedir a expressdo de determinada proteina. Nas células tumorais, certos
miARNs sdo sobre-expressos para impedir a producdo de determinadas proteinas, o contrario

também acontece, uma diminui¢cdo de determinados miARNs para um aumento da expressdo de



uma proteina, por exemplo importante para a proliferacdo celular (Tabela 2) (Dogini et al., 2014;

Xu et al., 2016).

Tabela 2 - miARNs com expressdo alterada nas células do carcinoma hepatocelular, suas fungoes e alvos moleculares.

Expressdo miARN Fungdo Alvos / Artigo
Inibe apoptose do tumor, promove a proliferacdo, a PTEN
miR-21 angiogénese e a metasFizz'agéo, pr'omove a resisténcia a (Li et al,, 2018)
quimioterapia
Elevada iR = p57-CDKN1C
miR-221 Promove a progressado do tumor (Pineau et al., 2010)
PP ) PI3K e AKT
miR-222 Confere resisténcia a quimioterapia (Liu et 07’ 2014)
miR-34 Supressor tumoral (Ling efji 2013)
) Inibe a proliferagdo celular, a diferenciagdo, a apoptose e AKT3
miR-122 . . ’
a carcinogénese (Nassirpour et al., 2013)
) ) ) Mcl-1
Baixa miR-101 Inibe o crescimento tumoral (Suet acl., 2009)
IGF-1R
miR-497 Supressor tumoral (Ding et al., 2016)
. -MET
miR-181 Supressor tumoral e inibidor da angiogénese (Korhancet al,, 2014)

Abreviaturas: PTEN (Gene homdlogo de fosfatase e tensina); p57-CDKN1C (Inibidor de cinase dependente da ciclina 1C);
PI3K (Fosfatidilinositol-3-cinase); AKT (Serina/treonina cinase AKT 1); p53 (Supressor tumoral p53); AKT3
(Serina/treonina cinase AKT 3); Mcl-1 (Regulador de apoptose MCL1); IGF-1IR (Recetor do fator de crescimento
semelhante a insulina tipo 1); c-MET (Recetor do fator de crescimento de hepatdcito).

Através da terapia génica podemos optar por inibir os oncogenes ativos ou fatores angiogénicos,
através do silenciamento génico com recurso a oligonucledtidos, siARN ou shARN, ou ativar os
genes supressores do tumor, por exemplo com a inser¢do de um plasmideo na célula que codifica
uma proteina especifica, ou através da introdug¢do de oligonucledtidos contra os miARNs
responsaveis pela inibicdo da expressdo das proteinas em causa (Passadouro et al., 2014). Para
além disso, esta estratégia terapéutica pode ser direcionada para as células tumorais, através da
incorporacdo de ligandos especificos, nos sistemas de transporte e entrega de material genético,
para recetores sobre-expressos nestas células. Estes sistemas de transporte podem transportar
material genético e/ou farmacos, permitindo assim aplicar estratégias direcionadas e também

combinadas.



1.1.2.1.Recetores especificos dos hepatdcitos e seus ligandos

Os hepatdcitos possuem um recetor que ndo é expresso nas restantes células do organismo, o
recetor das asialoglicoporoteinas (ASGP-R). Para além disso, este recetor esta sobre-expresso nos
hepatdcitos cancerigenos, o que torna a terapia direcionada tao promissora para o tratamento do
CHC, sendo por isso o recetor mais estudado nesta neoplasia (D’Souza & Devarajan, 2015; Yang et
al.,, 2018). Existe também alguns recetores presentes em diferentes células e que estdo
sobre-expressos em varios tumores sélidos, como por exemplo, o recetor do fator de crescimento
epidérmico (EGFR). Podendo este também ter interesse para o direcionamento dos sistemas de

transporte (Klutz et al., 2011).

1.1.2.1.1. Recetor das asialoglicoproteinas (ASGP-R)

O recetor das asialoglicoproteinas (ASGP-R) foi descoberto por Ashwell e Morell (Breitfeld et al.,
1985; Huang et al., 2017). Trata-se de um complexo hétero-oligomérico composto por dois tipos
de subunidades homodlogas e por quatro dominios: um dominio citoplasmatico, um dominio
transmembranar, um segmento extracelular e um dominio de reconhecimento de hidratos de
carbono (Figura 3). Este recetor pertence a familia das lectinas tipo C e é dependente de célcio
(D’Souza & Devarajan, 2015; Huang et al., 2017). Estes recetores reconhecem especificamente as
asialoglicoproteinas, estas tém residuos de galactose e N-acetilgalactosamina nos seus terminais.
Um dos ligandos mais especificos para o ASGP-R é a asialofetuina, uma glicoproteina de 48 kD,
que deriva da fetuina. O uso desta glicoproteina num sistema de transporte aumenta a
especificidade e facilita a internalizagdo do mesmo na célula (Breitfeld et al., 1985; Spiess, 1990;

Farinha et al., 2014; D’Souza & Devarajan, 2015).
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Figura 3 — Esquema representativo do recetor das asialoglicoproteinas. (Adaptado de: (Huang et al., 2017).

1.1.2.1.2. Recetor do fator de crescimento epidérmico (EGFR)

O recetor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) foi descrito como sobre-expresso em células
do carcinoma hepatocelular e em outros tumores sélidos. O EGFR pertence a uma familia de
guatro recetores e é composto por trés dominios: um dominio extracelular para a ligacdo do
ligando; um dominio transmembranar; e um dominio intracelular com atividade de tirosina cinase
para a transdugdo de sinal. Existem varios ligandos naturais para este recetor, tais como: o fator
de crescimento epidérmico (EGF) e o fator de transformacgdo do crescimento (TGF). A ligacdo
destas moléculas ao EGFR promove a dimerizacdo do recetor, que ativa a tirosina cinase e leva a
ativacdo de uma cascata de sinalizacdo, importante para as células tumorais (Figura 4). A ativacdo
deste recetor, promove a migracdo celular, a maturacdo, a diferenciacdo, a metastizacdo, a
angiogénese e a inibicdo da apoptose. Para contornar o problema da ativacdo deste recetor, foram
realizados alguns estudos para produzir péptidos sintéticos que se liguem a este recetor sem o
ativar e assim poderem ser usados como ligandos de direcionamento para alguns tumores, como
é o caso do carcinoma hepatocelular (Hu et al., 2011; Liu et al., 2018). Alguns dos péptidos
sintéticos que tém sido estudados para o recetor do EGF e que ndo o ativam sdo: GE7 (sequéncia:
NPVVGYIGERPQYRDL), HA20 (sequéncia: GLFEAIAEFIEGGWEGLEG) e GE1l (sequéncia:
YHWYGYTPQNVI) (Lee et al., 2001; Klutz et al., 2011).
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Figura 4 — Esquema representativo do recetor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) e interagdo com o ligando
EGF. (Adaptado de: (Araki et al., 2012)).

1.1.2.2. Proteinas alvo de modulacao por agentes terapéuticos

1.1.2.2.1. Proteina de resisténcia a multiplos farmacos (MDR1)

A proteina MDR1, também conhecida como proteina de resisténcia a multiplos farmacos, faz parte
de uma superfamilia de transportadores de cassete de ligacdo a ATP (ABC). A proteina MDR1 é um
recetor membranar responsavel pela resisténcia do CHC a quimioterapia, pois a sua principal
fungdo é funcionar como bomba de efluxo, diminuindo a acumulagao de farmaco no interior
destas células. Alguns estudos provam que diminuir ou inibir a expressao desta proteina aumenta

a eficdcia de alguns farmacos quimioterapicos (Zou et al., 2017; Cao & Yin, 2019).

1.1.2.2.2. Recetor do fator de crescimento de hepatdcito (c-MET)

A proteina recetora c-MET, também conhecida como recetor do fator de crescimento de
hepatdcito (HGFR), é um recetor de tirosina cinase altamente expresso nas células do carcinoma
hepatocelular. O ligando conhecido para este recetor é o fator de crescimento de hepatdcitos
(HGF) que, ao ligar-se, induz dimerizacdo e ativagdo do c-MET, que vai desempenhar um papel

importante na proliferacdo celular, na invasdo tumoral e na sobrevivéncia da célula (Figura 5)



(Bouattour et al., 2018; Yang et al., 2018). Esta descrito em alguns estudos que este recetor

qguando sobre-expresso deixa de depender da ligacdo do HGF para se ativar (Korhan et al., 2014).

Este alvo molecular tem vindo a ser considerado como um alvo promissor para estratégias de
terapia génica contra o CHC e alguns estudos mostram que a redugdo da expressdo da proteina
c-MET inibe o crescimento tumoral (Yang et al., 2018). O miR-181 é um dos exemplos de miARN
que pode ser usado na terapia génica contra o CHC, ele liga-se especificamente ao mARN do
c-MET de forma a diminuir a expressao do recetor. A sobre-expressdo do miR-181 demonstrou
suprimir o recetor tanto na forma dependente como independente do ligando HGF. Nas células
do carcinoma hepatocelular, este miARN encontra-se pouco regulado, e em alguns casos
inexistente. A perda deste miR durante a hepatocarcinogénese traduz-se num fendtipo de CHC
agressivo e, a um mau progndstico (Korhan et al., 2014; Yang et al., 2018). Outro estudo
demonstrou que este recetor quando sobre-expresso, ativa vias que conferem resisténcia a
terapia com o sorafenib, no carcinoma hepatocelular. Ou seja, diminuindo a expressao do recetor,
por exemplo com um miR e, a administracdo do farmaco, sorafenib, parece ter um efeito sinérgico,
podendo ser uma abordagem promissora para o tratamento do carcinoma hepatocelular. Para
além disso, este recetor quando sobre-expresso, também demonstrou aumentar a resisténcia das

células a radioterapia (Korhan et al., 2014; Bouattour et al., 2018).
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Figura 5 — Esquema representativo do recetor do fator de crescimento de hepatdcitos (c-MET) e interagdo com o
ligando HGF. (Adaptado de: (Lam et al., 2016)).
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1.1.3. Farmacos usados na quimioterapia do carcinoma hepatocelular

A quimioterapia convencional tem baixa taxa de sucesso no carcinoma hepatocelular,
principalmente devido a resisténcia destas células aos farmacos usados. Por outro lado, também
ndo consegue eliminar as metdstases. Além disso, quando existe sucesso com este tratamento,
verifica-se uma elevada taxa de recorréncia (EI-Shemi et al., 2018; Mao et al., 2018). Existem
diversos farmacos, aprovados pela FDA (Food and Drug Administration), para o tratamento do
carcinoma hepatocelular, de importante referir o sorafenib, pois € um farmaco de primeira linha
e de particular interesse para este trabalho (Deng et al., 2015; Chi et al., 2016; Daher et al., 2018;
Lohitesh et al., 2018).

1.1.3.1.Sorafenib

O sorafenib (tosilato de sorafenib) é um farmaco usado no tratamento de diversos tumores,
incluindo o carcinoma hepatocelular, e € um inibidor de multiplos recetores tirosina cinase (RTK),
tais como: recetores do fator de crescimento endotelial vascular (VEGFRs), recetores de
crescimento derivado de plaquetas B (PDGFR-B), recetor do fator das células estaminais (c-KIT) e
recetor MFS relacionado da tirosina cinase 3 (FLT3). Para além disso, inibe uma cinase
serina/treonina, denominada RAF, que estd envolvida na via MAPK/ERK, responsavel pela
angiogénese, proliferacdo, sobrevivéncia e metastizacdo (Liu et al., 2006; Lacouture et al., 2008).
Alguns estudos mostraram que o sorafenib tem a capacidade de bloquear diversos recetores e
inibir algumas vias de sinalizagdo, conseguindo diminuir a angiogénese e a proliferacdo celular e,
ainda induzir a apoptose, através da indugdo da caspase 3 e através da diminuicdo de
determinadas proteinas anti-apoptdticas. Devido aos diversos alvos em que este farmaco atua,
dado as carateristicas do mesmo, este farmaco demonstrou ter efeito antitumoral e

antiangiogénico (Liu et al., 2006; Lacouture et al., 2008; Gao et al., 2015).

11



Sorafenib
Sorafenib

® VEGFR c-KIT

%.

&

B, N
\/

-
¥

MEK

ERK

Figura 6 — Recetores e vias inibidas pelo sorafenib. PDGFR-B: recetores de crescimento derivado de plaquetas B;
VEGFRs: recetores do fator de crescimento endotelial vascular; c-KIT: recetor do fator das células estaminais; FLT3:
recetor MFS relacionado da tirosina cinase 3; RAF: proteina cinase serina/treonina; MEK = MAPK1: proteina cinase
ativada por mitégeno 1; ERK: cinase regulada por sinal extracelular 3 (Adaptado de: (Lacouture et al., 2008)).

1.2. Sistemas de transporte

Como referido anteriormente, a quimioterapia tem inumeros efeitos adversos graves associados
a falta de especificidade e as concentragdes elevadas de fadrmaco a administrar para obtengdo de
algum efeito terapéutico. Para colmatar este problema, surgiram os sistemas de transporte que
tém a capacidade de transportar farmaco e/ou material genético até as células alvo. A eficiéncia
da terapia estad dependente da entrega eficiente e seletiva dos agentes terapéuticos as células
alvo, sendo as carateristicas do sistema de transporte muito importantes para a sua eficiéncia. Por
outro lado, é importante que ndo seja citotéxico (Somia & Verma, 2000; Schepelmann et al., 2008;

Al-Allaf et al., 2010).
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Os sistemas de transporte apresentam inimeras vantagens, nomeadamente a entrega do agente
terapéutico de forma especifica as células alvo, recorrendo a um ligando com especificidade para
determinado recetor, o que permite um aumento da eficiéncia e, consequentemente, a
administragdo de concentragdes de farmaco mais baixas do que na quimioterapia convencional,
contribuindo assim também para a diminuicdo dos efeitos secundarios. Permite também, quando
assim é desejado, a libertacdo de farmaco ao longo do tempo de forma controlada.
Adicionalmente, é gracas ao uso dos sistemas de transporte que é possivel a entrega de material
genético as células, pois, caso contrdrio, seria degradado pelas nucleases dos fluidos bioldgicos
aquando da sua administra¢do ao doente e, mesmo que nao fosse completamente degradado,
teria dificuldade em chegar ao tecido alvo devido a falta de elementos que lhe confiram
especificidade. Além disso, teria dificuldade em passar através das membranas celulares, devido
as suas carateristicas fisico-quimicas nomeadamente tamanho e carga (Tani et al., 2011; Ginn et

al., 2018).

Os sistemas de transporte, por si s6, ndo possuem especificidade para as células alvo, podendo
ser internalizados por outras células. Para colmatar esta limitacdo, os sistemas de transporte sdo
revestidos com ligandos especificos para determinados recetores presentes na superficie das
células alvo. Estes ligandos podem ser proteinas, pequenas sequéncias peptidicas, anticorpos,
aclcares, entres outros. Nas células tumorais alguns recetores encontram-se sobre-expressos.
Quando recorremos a ligando para conferir especificidade, estamos a desenvolver uma estratégia
de direcionamento ativo. Por outro lado, quando o sistema de transporte ndao é modificado com
a introducdo de um ligando que confira especificidade estd apenas sujeito ao direcionamento
passivo, devido ao efeito de permeabilidade e retencdo melhorada (EPR). Com o crescimento do
tumor, o seu interior fica sujeito a necrose devido a dificuldade de receber nutrientes e oxigénio.
Para colmatar esse défice, as células tumorais ativam mecanismo de angiogénese. Desta forma,
sao formados novos vasos sanguineos, que por vezes sao mais frageis, e a membrana dos mesmos
é também mais permeavel a particulas de maiores dimensdes, quando comparado com 0s vasos
sanguineos que alimentam as células normais. Sabe-se que, particulas com dimensdes superiores
a 100-500 nm passam nesses capilares. Adicionalmente, existe auséncia de drenagem linfatica
normal. S3o estas carateristicas que suportam a afirmacdo de que, os tumores tém grande
capacidade de retencdo de particulas que se encontram na circulagdo sanguinea, tornando o
direcionamento passivo também uma alternativa a explorar para o tratamento de tumores (lyer

et al., 2006; Petros & DeSimone, 2010; Cheng et al., 2015; Attia et al., 2019; Fang et al., 2019).
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Existem diferentes tipos de sistemas de transporte, como sejam os sistemas de base inorganica,
os de base polimérica e os de base lipidica. As principais carateristicas pretendidas nos sistemas
de transporte sdo: capacidade de protecdo do agente terapéutico; producdo simples e
reprodutivel a escala industrial; ndo ser imunogénico; ndo ser téxico; e ser especifico para as
células alvo (Somia & Verma, 2000; Al-Allaf et al., 2010; Nayerossadat et al., 2012; Chen et al.,
2016).

1.2.1. Nanoparticulas de base inorganica

As nanoparticulas (NPs) inorganicas sdo compostas por materiais metdlicos e semimetdlicos,
podendo ser modificadas por forma a adquirirem determinadas funcionalidades e especificidades.
As nanoparticulas inorgénicas possuem capacidade para libertar o material genético e/ou farmaco
de forma controlada e sdo biocompativeis (Liong et al., 2008; Lee et al.,, 2017). Estas
nanoparticulas podem ter na sua composicdo, por exemplo, dxido de ferro que através de um
campo magnético externo pode permitir direcionar as nanoparticulas para a zona do tecido alvo
(Yang et al., 2018). Por outro lado, podem ser nanoparticulas semicondutoras que tenham a
capacidade de emitir fluorescéncia, quando excitadas, e assim permitir acompanhar o seu
percurso, ou apenas localiza-las para confirmar se atingiram as células-alvo (Liong et al., 2008; Lee

etal., 2017).

Figura 7 — Representagao de uma nanoparticula de base inorganica modificada. (Pinho et al., 2012).
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1.2.2. Nanoparticulas de base polimérica

No que diz respeito ao transporte e entrega de material genético, as nanoparticulas poliméricas
sdao geralmente compostas por polimeros catidnicos, isto porque pretende-se que o material
genético complexe com o polimero formando um poliplexo. O material genético tem cargas
negativas, provenientes dos grupos fosfato, que estabelecem interacdes eletrostaticas com as
cargas positivas dos grupos amina dos polimeros. Os polimeros catidnicos podem ser subdivididos:
polimeros naturais e polimeros sintéticos (Li & Huang, 2000; Choi et al., 2014; Li et al., 2015). Existe
uma pandplia de polimeros com diferentes carateristicas, o que permite obter uma grande
diversidade de nanoparticulas com propriedades distintas, tais como, diferentes caracteristicas
fisico-quimicas, estabilidade em fluidos fisiolégicos e a possibilidade de controlar a velocidade de
libertacdo do agente terapéutico. No entanto tém alguma citotoxicidade, e também baixa
eficiéncia de transfecdo quando comparado com sistemas de transporte virais, a elevada taxa de
transfecdo dos sistemas de transporte virais esta associada a capacidade inerente que os virus
tém de infetar células (Yi et al., 2000; Choi et al., 2014; Banik et al., 2016). Dos polimeros catidnicos
existentes, a polietilenimina (PEl) é a mais usada, sendo este considerado o nanossistema
polimérico mais eficiente (Li & Huang, 2000; Choi et al., 2014). No entanto, existem outros
também muito comuns, nomeadamente: poliamidoamina (PAMAM), quitosano, poli(metacrilato
de etilo-2-dimetilamino) (PDMAEMA) e poli(B-amino éster) (PBAE) (Chen et al., 2016; Santo et al.,
2017). Por vezes, adiciona-se um monomero hidrofilico ao polimero para reduzir a citotoxicidade
e aumentar a biodisponibilidade, diminuindo a interacdo do nanossistema com proteinas
plasmaticas que tém carga negativa, sendo o polietilenoglicol (PEG) o mais usado (Studart et al.,

2007; Howard et al., 2008).

Para além de nanoparticulas com capacidade de transporte e entrega de material genético,
podem ser obtidas nanoparticulas com capacidade de transportar e entregar diversos outros
agentes terapéuticos, como por exemplo: farmacos, pro-farmacos, proteinas e farmaco em
simultdaneo com material genético. O transporte de farmaco pode ser realizado com o mesmo
aprisionado nas nanoparticulas, ou sendo conjugado com o polimero, ligando o farmaco
covalentemente ao polimero (Yi et al., 2000; Choi et al., 2014; Banik et al., 2016). Para o transporte
de farmacos, geralmente sdo usados polimeros hidrofébicos que, ao formar as particulas, tém a
capacidade de aprisionar farmacos hidrofébicos (Banik et al., 2016). E possivel também o
transporte de farmacos hidrofilicos, mas para tal ser possivel, € necessario conjugar um polimero
hidrofébico com um polimero hidrofilico, geralmente o polimero hidrofilico usado é o PEG. Outra

alteracdo necessaria é a adicdo de um surfactante de carga oposta ao do farmaco, que ao
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ligarem-se, electrostaticamente, formem um complexo hidrofdbico, e s6 posteriormente é que
este complexo é encapsulado. No entanto, em nanoparticulas poliméricas, a eficiéncia de
encapsulacao de farmacos hidrofilicos é inferior a de farmacos hidrofébicos. Nos farmacos
hidrofilicos, a libertacdo de farmaco ao longo do tempo é mais dificil de controlar pois, a libertacao

do mesmo é muito rapida, e o tempo de armazenamento também é limitado (Poudel et al., 2016).

Um dos objetivos deste trabalho é a encapsulagdo de um farmaco hidrofébico recorrendo a
nanoparticulas poliméricas produzidas através de um polimero hidrofdbico, a policaprolactona
(PCL). A policaprolactona é obtida através de uma reacao de polimeriza¢do da caprolactona com
recurso a um catalisador, sendo um poliéster (Figura 8). Este polimero ja demonstrou ser
biodegradavel em condicdes fisioldgicas. Para além disso, demonstrou ter baixa imunogenicidade
e citotoxicidade, e que as suas propriedades fisico-quimicas e mecanicas podem ser adaptadas
consoante a finalidade do mesmo (Enayati et al., 2010; Banik et al., 2016). In vitro este polimero
pode ser degradado na presenca da enzima lipase (Chawla & Amiji, 2002). Devido as suas diversas
propriedades, ja foi aprovado pela FDA para aplicacées biomédicas, inclusive ja é usado na clinica
sobre a forma de pequenos implantes, fios de sutura, entre outros (Banik et al., 2016). Como
sistema de transporte, este polimero tem sido estudado para o transporte tanto de farmacos
como de material genético. No entanto, poucos sdo os estudos sobre o transporte de ambos os
agentes terapéuticos em simultaneo, estando pouco explorado até ao momento. As metodologias
usadas para a producdo de nanoparticulas de PCL geralmente produz nanoparticulas com baixa

capacidade de carga de farmaco (Chawla & Amiji, 2002; Enayati et al., 2010; Banik et al., 2016).

Caprolactona Policaprolactona

Figura 8 — Polimerizagdo da policaprolactona (PCL) a partir da caprolactona.
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1.2.3. Lipossomas

Os lipossomas sao vesiculas esféricas de bicamada lipidica, com diferentes didmetros que, podem
transportar material genético e/ou farmacos. A superficie dos lipossomas pode ser modificada de
forma a ter determinadas moléculas que vao interagir com as proteinas de superficie das células
alvo, conferindo assim especificidade. Existe uma grande diversidade destes nanossistemas,
podendo ser construidos com lipidos sintéticos e/ou naturais, geralmente fosfolipidos (Magalh3es
et al., 2014; Bozzuto & Molinari, 2015). Os fosfolipidos sdo moléculas anfifilicas que possuem um
grupo polar (hidrofilico) e uma cadeia apolar (hidrofdbica) (Li & Huang, 2000; Perrie et al., 2001).
Os lipossomas subdividem-se em lipossomas catidnicos e lipossomas sensiveis a pH. Na maior
parte dos casos, os lipossomas utilizados no transporte de material genético sdo lipossomas
catidnicos. Estes tém a capacidade de complexar o material genético, levando a formacao de
nanoestruturas designadas de lipoplexos, e tém a funcdo de proteger o material genético da
degradacdo enzimatica e de entrega-lo de forma eficiente as células alvo (Yi et al., 2000). As
principais vantagens destes sistemas de transporte sdo a grande versatilidade e capacidade de
transporte de material genético, a elevada biocompatibilidade e biodegradabilidade, e a baixa
citotoxicidade. No entanto, apresentam baixa eficiéncia de transfecdo quando comparado com
sistemas de transporte virais, e a possibilidade de formacdo de agregados apds interacao com

proteinas plasmaticas (Yi et al., 2000; Bozzuto & Molinari, 2015).

Para construir um lipossoma catidnico é utilizado, na maior parte dos casos, um lipido cationico e
um lipido auxiliar. Como lipidos catiénicos, mais usados, temos o DOTAP [1,2-dioleoil-3-
(trimetilamdnio)propano] e o EPOPC (1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-etilfosfocolina), tendo este
ultimo menor citotoxicidade (Faneca et al., 2004; Magalh3es et al., 2014). Como lipidos auxiliares,
mais usados, temos o DOPE (dioleoilfosfatidiletanolamina) e o colesterol, estando o colesterol
associado a uma maior capacidade de transfe¢do dos lipoplexos (Kim et al., 2015; Chiang et al.,

2018).

Por forma a aumentar a eficiéncia e especificidade dos lipoplexos tem sido utilizadas diferentes
estratégias como a associacdo de proteinas, péptido ou anticorpos que se ligam a um recetor,
sobre-expresso ou expresso especificamente nas células alvo, resultando numa maior capacidade
de transfecao e direcionamento do material genético para as células (Farinha et al., 2014; Lee et

al., 2017).
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Figura 9 — Esquema representativo de lipossomas sem (A) e com (B) ligando para conferir especificidade. (Spuch &
Navarro, 2011).

1.2.4. Nanoparticulas hibridas

Em 2007, Al-Jamal e Kostarelos apresentaram um novo conceito de sistemas de transporte, as
nanoparticulas hibridas (Al-Jamal & Kostarelos, 2007). Estas surgem numa tentativa de eliminar
as limitagdes das nanoparticulas inorganicas e organicas, combinando as vantagens das duas.
Varias combinagdes sdo possiveis, sendo que o objetivo é sempre melhorar as propriedades do
sistema de transporte final, como mais comuns temos as nanoparticulas polimero-lipido. Em
alguns estudos, realizaram a ligacdo de um polimero a um lipido para posteriormente criar o
sistema de transporte. Noutros estudos, é construido um sistema de transporte com um nucleo
polimérico (nanoparticula polimérica), que é revestido por uma bicamada lipidica. Sendo que a
escolha dos lipidos a usar depende da fungdo do sistema de transporte, a superficie da bicamada
lipidica pode ser modificada para melhorar as propriedades do sistema de transporte final. Desta
forma, obtém-se uma nanoparticula com maior estabilidade fisica, maior biocompatibilidade e
biodegradabilidade, baixa citotoxicidade e imunogenicidade. Para além disso, apresentam uma
maior eficiéncia de entrega e maior capacidade de libertagao controlada (Al-Jamal & Kostarelos,

2011; Hadinoto et al., 2013; Bozzuto & Molinari, 2015).

Na ultima abordagem de nanoparticulas hibridas apresentada no paragrafo anterior, a parte

polimérica é normalmente constituida por PLGA [poli(acido latico-co-acido glicélico)], por PCL
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(policaprolactona) ou por PLA (poliacido lactico) (Enayati et al., 2010; Banik et al., 2016). A carga
do nucleo polimérico pode ser modificada para ser positiva e assim permitir a interacdo com o
material genético. Complexar material genético com o nucleo polimérico pode nao proteger
completamente os acidos nucleicos da degradacdo enzimdtica, sendo usada a bicamada lipidica
para aumentar a prote¢do do mesmo (Al-Jamal & Kostarelos, 2011; Hadinoto et al., 2013). Esta
bicamada lipidica é normalmente constituida por DOPE (1,2-dioleoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina), DOTAP (1,2-dioleoil-3-trimetilamdnio-propano), colesterol, entre outros
(Faneca et al., 2004; Kim et al., 2015; Chiang et al., 2018). Por ultimo, a nanoparticula hibrida pode
ser modificada por forma a inserir-se um ligando que confira especificidade para as células-alvo

(Hadinoto et al., 2013; Mandal et al., 2013).
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1.3. Motivagao e objetivos

O cancro do figado é a sexta neoplasia maligna mais comum no mundo e a quarta com maior
mortalidade. Como é assintomatico, em estadios iniciais, leva a um diagndstico tardio, onde os
tratamentos atuais ndo tém uma resposta satisfatdria. Deste modo, é fundamental encontrar
estratégias alternativas, tais como as mediadas por nanossistemas que sejam capazes de
transportar e entregar de forma eficiente farmaco e material genético as células alvo,
minimizando os efeitos adversos associados aos tratamentos convencionais, como a
guimioterapia convencional. Os recursos a estes sistemas de transporte tém demonstrado
elevado potencial, no entanto apresentam ainda algumas limitacdes que estdo relacionadas

principalmente com a baixa eficiéncia de entrega dos agentes terapéuticos.

Como referido anteriormente, j& existem sistemas de transporte de base polimérica que
transportam eficientemente farmacos, no entanto a sua capacidade de carga é baixa, sendo
importante o melhoramento desta carateristica. Até ao momento é uma das limitagdes dos
sistemas de base polimérica para o transporte de farmaco. Existe também poliplexos, sistemas de
transporte de base polimérica com a capacidade de complexar material genético e protegé-lo. O
transporte destes dois agentes terapéuticos, fdrmaco e material genético em simultaneo, ndo esta
muito explorado. No entanto, os estudos in vitro demonstram que a combinacdo destes agentes
terapéuticos leva a uma maior eficiéncia antitumoral, do que quando administrados em separado,
pois conseguem atuar em diferentes vias de sinalizagdo em simultaneo, aproveitando o efeito

sinérgico.

Pretende-se com este trabalho desenvolver um nanossistema, de base polimérica, capaz de
transportar em simultaneo fdrmaco e material genético até as células alvo, de forma a poder ser
usado para mediar uma estratégia terapéutica combinada contra o carcinoma hepatocelular.
Desta forma, avaliaram-se algumas propriedades fisico-quimicas, deste sistema, e a sua
capacidade de condensacdo e protecdo do material genético. Mais concretamente, serd usado um
polimero hidrofébico, a policaprolactona (PCL), que ja demonstrou ser biocompativel e ter a
capacidade de encapsular farmacos hidrofébicos, no entanto pretende-se aumentar a capacidade
de carga de farmacos, comparando com a literatura existente. O farmaco usado neste estudo sera
o sorafenib, que é um farmaco de primeira linha no tratamento do carcinoma hepatocelular. Para
concluir o projeto, pretende-se que este sistema também transporte material genético. Para tal,
é importante que a superficie desta nanoparticula tenha carga positiva, para complexar com o

material genético, desta forma a nanoparticula serd revestida por um surfactante catiénico, o
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CTAB (brometo de hexadeciltrimetilamdnio). Com uma carga superficial positiva, é espectavel a
complexa¢do do material genético, no entanto é necessario realizar ensaios para avaliar se o
material genético fica protegido e se o farmaco fica retido no interior das nanoparticulas. Sera
usado um plasmideo para a proteina verde fluorescente (pGFP). Serdo realizados varios ensaios
no sentido de avaliar as dimensdes das particulas, a carga superficial, a capacidade de encapsular

farmaco, a estabilidade das mesmas e, também serdo realizados ensaios no sentido de avaliar a

complexacdo e protecao do material genético.
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2. Materiais e métodos

2.1. Reagentes

Os seguintes compostos foram adquiridos a Sigma-Aldrich: a agarose, o azul de bromotimol (BTB),
o coumarin-6 (C6, > 98%), a desoxirribonuclease | (DNase |, = 2000 unidades/mg proteina), a
policaprolactona (PCL, peso molecular:~ 14 000), o acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA, 2
99%), o acido etilenodiamino tetra-acético dipotdssico dihidratado (EDTA potassio, > 98%),
brometo de etidio (EtBr) e o fosfato monopotdssico (KH:POs, > 99%). O brometo de
hexadeciltrimetilamdnio (CTAB, > 98%), o fosfato dipotdssio (K;HPO4, = 99%) e D-(+)-glucose e o
acido bdrico foram adquiridos a Merck. A acetona foi comprada a Acros organics. O hidréxido de
sédio (NaOH, > 98%) foi adquirido a PanReac AppliChem ITW Reagents. Os seguintes reagentes
foram obtidos através da ThermoFisher: etanol absoluto, dimetilsulféxido (DMSO, = 99,7%), acido
cloridrico (HCl, 37%), e tris-base (> 99%). A dgua ultrapura usada foi obtida através do sistema de
purificagdo Milli-Q (Millipore). O farmaco usado, tosilato de sorafenib, foi gentilmente cedido pela

Bayer (Bay 54-9085; Bayer).

2.2. Producgdo de particulas de base polimérica

A producdo das particulas foi realizada através da adaptagao do método de nanoprecipitagao
descrito por Barichello e colaboradores (Barichello et al., 1999). Resumindo, o polimero é
dissolvido num solvente organico, sendo hidrofébico quando é feita a difusdo desta solugdo numa
solugcdo aquosa, o polimero precipita e formam-se nanoparticulas. O surfactante é adicionado
numa concentracdo inicial superior a concentragdo micelar critica (CMC). Este surfactante pode
ser adicionado na fase aquosa (protocolo 1) ou na fase organica juntamente com o polimero
(protocolo 2). Este método é adequado para encapsular farmacos hidrofdbicos, adicionando os

mesmos ao solvente organico.
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Neste projeto, o polimero usado foi a policaprolactona (PCL), o surfactante foi o brometo de

hexadeciltrimetilamonio (CTAB) e o farmaco foi o sorafenib.

2.2.1. Protocolo 1

A PCL foi dissolvida em acetona e etanol, na propor¢do 85:15, a uma concentracdo de 2,5 mg/mL
de polimero. Foi injetada gota a gota 2 mL desta solucdo numa solucdo aquosa de CTAB a
8% (m/v), num récio fase orgénica/fase aquosa de 1:5. Este processo foi realizado num baldo, em
banho de agua a 37°C, sobre agitacdo magnética (1500 rpm), com tempos de agitacdo diferentes
(entre 4 a 24 horas), para evaporacado do solvente orgéanico. No final desse tempo, realizou-se uma
centrifugacdo a 2000 g, durante 5 minutos, numa centrifuga de eppendorfs (Eppendorf™
centrifuge 5810R, Eppendorf™, DE), para eliminacdo dos agregados. O sobrenadante recolhido foi
centrifugado durante 1 hora, a diferentes forgas centrifugas (entre 9000 e 40 000 g) (Centrifuge
avanti J-26 XPI, Beckman Coulter Inc, CA, USA), para otimizac¢do da recolha das particulas. No final
da centrifugacdo, foi descartado o sobrenadante (eliminando o surfactante que se encontrava em
excesso) e aproveitado o pellet, que foi posteriormente ressuspendido em 5 mL de agua ultrapura.
Tendo sido realizado também o scale-up, mantendo-se todas as concentra¢des e racios, no

entanto os volumes das solu¢Ges foi o dobro, 4 mL da fase organica e 20 mL da solugdo aquosa.

Todas as alteragdes do protocolo, nomeadamente tempos de agitacdo e diferentes forgas
centrifugas, realizadas durante o desenvolvimento das nanoparticulas, foram efetuadas tendo em

consideracgdo os resultados obtidos na caraterizagao fisico-quimica das mesmas.

2.2.2. Protocolo 2

A PCL foi dissolvida em acetona e etanol, na proporg¢do 1:1, em duas concentracdes diferentes de
polimero (17 mg/mL ou 10 mg/mL) e, posteriormente foi adicionado o CTAB num racio de
polimero/CTAB de 17:3. Foi injetada gota a gota 2 mL desta solugdo em agua, num racio fase
organica/fase aquosa de 1:10. Este processo foi realizado num baldo, em banho de 4dgua a 37°C,
sobre agitacdo magnética (500 rpm), com tempos de agitagdo diferentes (entre 16 e 24 horas),
para evaporacao do solvente organico. Apds o término do tempo de agitacdo, em algumas

formulagGes, testaram-se diferentes condi¢des de centrifugagdo (entre 25 000 g e 100 000 g,
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durante 30 minutos), para recolha das particulas de forma a obter uma amostra o mais

homogénea possivel e eliminar o surfactante em excesso, caso existisse.

Todas as alteragdes do protocolo, nomeadamente tempos de agitacdo, diferentes condi¢des de
centrifugacdo e a concentracdo de polimero na fase organica, realizadas durante o
desenvolvimento das nanoparticulas, foram efetuadas tendo em consideragdo os resultados

obtidos na caraterizagdo fisico-quimica das mesmas.

2.3. Encapsulagdo de farmaco ou sonda fluorescente

O farmaco utilizado neste projeto foi o sorafenib. Este esta descrito como sendo um farmaco
hidrofdbico, tendo como tal sido adicionado a fase organica. Foi preparada uma solucdo de
concentracdo conhecida de farmaco em etanol. Quando foi preparada a fase organica,
adicionou-se o polimero, a acetona e a solucdo de etanol com o farmaco dissolvido. O restante
protocolo de produc¢do das nanoparticulas manteve-se como descrito anteriormente. Aquando da
precipitacdo do polimero, o farmaco fica retido no interior da particula polimérica devido as suas

propriedades hidrofdbicas. O racio de massa polimero/farmaco utilizado foi 10:1.

Em fases iniciais do projeto, durante o desenvolvimento da formulacdo, foi usada a sonda
fluorescente coumarin-6. Trata-se de um composto quimico hidrofdbico, que foi utilizado para

mimetizar o carregamento do farmaco, tendo também a vantagem de ser facil de quantificar.

Figura 10 — Estrutura quimica do farmaco em estudo, Sorafenib.
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2.4. Caraterizacao fisico-quimica das particulas

2.4.1. Anadlise da difusdo dinamica da luz (DLS) e potencial zeta (ZP)

O diametro médio e o potencial zeta das diferentes formulacdes de nanoparticulas foram
determinados utilizando um Zetasizer Nano-ZS (Malvern Instruments Ltd., UK), com recurso a uma
célula indicada para os parametros desejados (DTS1070, Malvern Instruments Ltd., UK). A
distribuicdo do tamanho das particulas, o diametro hidrodindmico médio das particulas (z-médio),
o indice de polidispersdao (Pdl) e o potencial zeta (ZP) foram determinados com o software

Zetasizer.

O tamanho das particulas foi analisado por difusdo dindmica da luz (DLS), método baseado no
movimento browniano das particulas em suspensdo num liquido, movimento este que provoca
uma dispersdo da luz com diferentes intensidades, quando sobre a amostra incide um feixe de luz.
Através da andlise dessas intensidades, é possivel medir a velocidade de movimento das particulas
e, por conseguinte, o seu tamanho. A intensidade da difusdo da luz é detetada usando um detetor
de fotodiodo (Fankhauser, 2010; Bozzuto & Molinari, 2015). A medicdo foi realizada com as

particulas suspensas em agua a pH 7, a 25°C e a um angulo de dispersao oposto de 173°C.

O potencial zeta é uma medida da carga de superficie de uma particula, sendo suscetivel aos tipos
de ides em solugao e as suas concentragdes. A medi¢do do potencial zeta baseia-se na mobilidade
eletroforética das particulas resultante da aplicacdo de um campo elétrico. A carga de superficie
é determinada medindo a velocidade do movimento das particulas por um laser de eletroforese
doppler que estd acoplado ao equipamento referido anteriormente, sendo depois aplicado o
modelo Smoluchowski (Ankerhold et al., 2005; Zholkovskij et al., 2007). A medicdo foi realizada

com as particulas suspensas em agua a pH 7 e a 25°C.
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Figura 11 — Equipamento utilizado na andlise de DLS e potencial zeta. (A) Equipamento de medi¢do de DLS e ZP
(Zetasizer ZS, Malvern Instruments Ltd., UK); (B) Célula para medi¢do de DLS e ZP (DTS1070, Malvern Instruments Ltd.,
UK).

2.4.2. Quantificacao da sonda fluorescente

A quantificagcdo do coumarin-6 foi realizada através do método de fluorometria. Esta técnica tem
por base a incidéncia de um feixe de luz, a um comprimento de onda especifico (comprimento de
onda de excitacdo — A«), de forma a absorver energia suficiente para excitar a molécula. Esta
energia é posteriormente libertada e detetada a fluorescéncia a um comprimento de onda
também especifico e superior ao anterior (comprimento de onde de emissdo — Aem) (Marshall &
Johnsen, 2017). Para tal, realizou-se uma curva padrdo de concentra¢bes conhecidas de
coumarin-6 em DMSO (0; 0,0244; 0,0488; 0,0977; 0,1953; 0,3906; 0,7813; 1,5625; 3,125; 6,25
ug/mL), pipetou-se 100 pL das solucbes de concentracdo conhecida, para realizagdo da curva
padrdo, e das amostras pretendidas para uma placa de 96 pogos, adequada para fluorescéncia, e
efetuou-se a leitura num fluorimetro (Fluorimeter SpectraMax Gemini EM Molecular Devices, CA,
USA). Partindo de valores da literatura, realizou-se um espetro de excitagdo e outro de emissao,
para aferir os melhores comprimentos de onda a usar, tendo-se determinado para os ensaios de

guantificagdo do coumarin-6 o Aex de 470 nm e Aem de 510 nm.

Para avaliar a eficiéncia de encapsulagdo da sonda (% EE), a suspensdo de particulas foi

centrifugada para recolha do pellet que foi liofilizado e ressuspendido em DMSO, para posterior
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quantificacdo da sonda encapsulada pelas nanoparticulas. A férmula matematica usada, para

obtencao do valor pretendido foi a seguinte:

massa de sonda encapsulada

(1) %EE = x 100

massa de sonda adicionada

2.4.3. Quantificagao do farmaco

A quantificacdo do farmaco foi realizada através do método de espetrofotometria. Esta técnica
baseia-se na quantificacdo da luz absorvida pela amostra (absorvancia) apds a incidéncia de um
feixe luz a um determinado comprimento de onda. Tendo em consideragao que o composto
quimico apresenta grupos aromaticos na sua composicao, realizou-se um espetro de absorgao que

incluia a zona dos ultravioletas (UV), para aferir o comprimento de onda mais adequado.

Para a quantificagdo do farmaco, recorreu-se a um espetrofotometro (Spectrophotometer
Spectramax plus 384, Molecular Devices, CA, USA) e a placas de 96 pogos, adequadas para leitura
na zona dos UV. Realizou-se uma curva padrdo de concentracGes conhecidas de sorafenib em
DMSO (0; 0,391; 0,781; 1,563; 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50 pg/mL), pipetou-se 100 pL das solugdes de
concentragdo conhecida, para realizacdo da curva padrdo, e das amostras pretendidas, e fez-se a

leitura a um comprimento de onda de 275 nm.

Figura 12 — Espetrofotémetro UV/VIS usado para leitura das amostras (Spectrophotometer Spectramax plus 384,
Molecular Devices, CA, USA).
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Para avaliar a eficiéncia de encapsula¢do (% EE) e a capacidade de carga (% CC) foi necessario
centrifugar a suspensao de particulas, apds a ultima centrifugacao, as particulas foram liofilizadas
para se obter a massa e para a quantificacdo de fadrmaco encapsulado. As formulas matematicas

usadas, para obtencdo dos valores pretendidos foram as seguintes:

massa de farmaco encapsulado

0 =
(1) % EE massa de farmaco adicionado X100
0 — massa de farmaco encapsulado
(2) % CC massa de particulas carregadas %100
2.4.4. Quantificagao de aminas quaternarias

A guantificacdo de aminas quaternarias do CTAB existente a superficie das particulas, permite
obter o nimero de moles de cargas positivas a superficie das NPs, valor importante para definir
0s racios para a complexagdo com o material genético. Este valor foi determinado pela
quantificacdo de CTAB no sobrenadante, através do método de Lowry modificado (Lowry, 1979).
Esta metodologia tem como base a interagdo idnica entre as aminas quaterndrias e o azul de
bromotimol a pH controlado (Lowry, 1979; El-Khateeb & Abdel-Moety, 1988; Gossmann et al.,
2015).

Preparou-se uma curva padrdo de concentragdes conhecidas de CTAB em agua: 0, 25, 50, 100 e
200 pL/mL. A 160 pL de amostra ou curva foram adicionados 25 pL de NaOH (1 M) e colocou-se a
incubar, durante 15 minutos a 60°C, sobre agitacdo. Depois adicionou-se 25 pL de HCI (1 M),
140 pL da solugdo de azul de bromotimol (600 pg/mL em etanol) e 1650 pL de tamp3o fosfato a
pH 7,5 (0,25 M de iGes fosfato: 0,125 M de K;HPO4 e 0,125 M de KH,PQ,), fez-se vértex da solugdo
e colocou-se a agitar num agitador rotativo, durante 1 hora, a temperatura ambiente. De seguida,
procedeu-se a quantificacdo do azul de bromotimol que estava em excesso e ndo reagiu. Para tal,
fez-se uma centrifugacdo a 13 800 rpm durante 10 minutos (20 000 g; Centrifuge 5417R
Eppendorf; rotor de angulo fixo F-45-30-11, Eppendorf™, DE), recolheu-se o sobrenadante, e

realizou-se a leitura das absorvancias a 610 nm, num espectrofotémetro (Spectrophotometer
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Spectramax plus 384, Molecular Devices, CA, USA) (Lowry, 1979; El-Khateeb & Abdel-Moety, 1988;
Gossmann et al., 2015). A adicdo da solucdo tampdo permite que a reagdo ocorra a pH 7.5, onde
o indicador de pH é azul e forma um complexo laranja, quando reage com as aminas quaternarias.

Este complexo é eliminado durante a centrifugacao.

2.5. Estabilidade da suspensao das particulas

A estabilidade das particulas foi analisada ao longo do tempo com base em quatro parametros
diferentes: o didametro médio hidrodinamico, o indice de polidispersado (Pdl), o potencial zeta e a
quantidade de farmaco encapsulado. Apés obtidas as particulas, a suspensao foi aliquotada e
armazenada em duas condig¢des diferentes: a -20°C e a 4°C. As aliquotas continham o volume
desejado para cada ponto da leitura, esta questdo é mais critica nas amostras que estdo
congeladas, pois pretendia-se evitar descongelar a amostra na totalidade, desta forma apenas
eram descongelados os eppendorfs necessarios para os diferentes ensaios desse dia. Os diferentes
parametros foram avaliados, utilizando as metodologias descritas nos pontos anteriores, nos

tempos: 0 (apds a obtencdo das particulas), 7, 15, 30 e 60 dias.

Para além da avaliagdo da estabilidade da suspensdao das particulas, também foi realizada a
liofilizacdo das mesmas. Apds o término do tempo de evaporacdo, aliquiotou-se, congelou-se a
-80°C, colocou-se no liofilizador que esta a -54°C e ligou-se o vacuo, a liofilizagdo decorreu durante
16 horas. A liofilizacdo baseia-se na eliminacdo do solvente através da sublima¢do do mesmo,

recorrendo a temperaturas e pressdes baixas.

2.6. Preparacao dos complexos

Preparou-se uma solugdo de plasmideo de ADN, que contém o gene que codifica para a proteina
verde fluorescente (pGFP), e determinou-se a sua concentracdo utilizando o NanoDrop

(NanoDrop™ 2000 Spectrophotometers, ThermoFisher, DE).

As nanoparticulas foram diluidas em dgua Milli-Q, a diferentes concentragdes, de acordo com as
razdes de carga particulas/pADN (+/-) pretendidas, e adicionou-se 1 pug de pGFP, de forma a

manter constante a quantidade e concentra¢dao de ADN na mistura. Apds a adi¢ao do plasmideo,
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as amostras foram gentilmente homogeneizadas/agitadas e incubadas a temperatura ambiente,
durante 15 minutos, para permitir a formacdo dos complexos. Os diferentes ensaios foram

realizados imediatamente a seguir.

Neste estudo testou-se as seguintes razdes de carga [particulas/ADN (+/-)]: 1/2,2/1,4/1,8/1, 10/1
e 25/1.

2.7. Caraterizagao dos complexos

2.7.1. Ensaio de intercalacao do brometo de etidio

A condensacao e protecdo do material genético conferida pelos complexos formados foi analisada
através do ensaio de intercalacdo do brometo de etidio (EtBr). O EtBr é uma molécula catidnica
monovalente com a capacidade de intercalar com o material genético. Ao fazé-lo, emite muito
mais fluorescéncia, podendo avaliar-se a condensagdo/protecdo do material genético conferida

pelos complexos através da quantificacdo da fluorescéncia emitida.

Preparou-se os complexos como referido no ponto 2.6, pipetou-se 100 pL de cada amostra em
triplicado para uma placa de 96 pocos preta, adicionou-se 100 uL de uma solucdo de EtBr a
800 nM, de forma a que o EtBr no pogo esteja a uma concentragdo de 400 nM, tendo cada poco
0,5 pg de ADN. Deixou-se incubar durante 10 minutos e mediu-se a fluorescéncia no fluorimetro
SpectraMax Gemini EM (Molecular Devices, CA, USA) utilizando o Aex de 518 nm e Aem de 605 nm.
Como branco, ou seja, para medir a fluorescéncia residual do EtBr foi adicionado, em vez de
amostra, 100 pL da dgua Milli-Q usada para preparar os complexos. O valor de florescéncia
maximo é corresponde-te ao ADN livre (0,5 pg de ADN), pois desta forma o ADN esta
completamente acessivel ao EtBr, considerando-se este como o controlo (100%). Os resultados
sdo apresentados em termos de percentagem de acesso do EtBr ao controlo (ADN livre), apds

subtracdo do valor de fluorescéncia residual aos valores obtidos para as amostras e controlo.
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2.7.2. Ensaio de eletroforese em gel de agarose — com DNase |

Para avaliar o grau de protecdao e condensacao do ADN conferida pelos complexos, recorreu-se
também a um ensaio de eletroforese em gel de agarose com digestdao com a DNase |. Neste caso,
apos a preparacgao dos complexos, estes foram incubados com DNase | ativa e inativa, de forma a
perceber se o material genético nos complexos estava ou ndo protegido da degradacdo

enzimatica.

Preparou-se um gel de agarose de 1% (m/v), num volume de 90 mL de TBE (89 mM tris-base,
89 mM acido bérico e 2,5 mM EDTA a pH a 8.6). A mistura foi aquecida até uma completa
dissolucdo da agarose, deixou-se arrefecer ligeiramente e adicionou-se 9 pL de uma solucdo de
EtBra 1% (m/v), com o intuito de se obter um gel com uma concentragdo final de EtBr de
1 pg/mL. Homogeneizou-se bem a mistura e verteu-se para um suporte apropriado para fazer o
gel com os pocgos desejados, deixou-se arrefecer até ficar completamente solidificado e colocou-
se numa tina de eletroforese com a solucdo de TBE a cobrir todo o gel. Aliquotou-se 20 pL de cada
condicdo preparada previamente, incluindo de ADN livre na mesma concentragao, e adicionou-se
5 uL do loading buffer [15% (v/v) de Ficol 400, 0.05% (m/v) de azul bromofenol, 11% (m/v) de SDS
e 0,1 M de EDTA a pH 7,8]. Desta mistura, adicionou-se 20 pyL de cada amostra ao poco
correspondente e deixou-se correr o gel a uma diferenca de potencial de 80 V, durante 45
minutos. A andlise do gel foi efetuada no equipamento GelDoc (Bio-Rad, USA), recorrendo-se ao

software QuantityOne (Bio-Rad, USA).

Para realizar este ensaio, os complexos foram preparados nas diferentes razdes de carga e, apds
os 15 minutos de incubacdo, aliquotou-se 100 pL de cada condi¢do e submeteu-se ao tratamento
com DNase | (10 U/ug de ADN) durante 30 minutos a 37°C. Apds a incubagdo, a enzima foi
inativada com uma solugdo de EDTA potéssio a 0.5 M (1 mL/U de DNase I). O mesmo procedimento
foi realizado com ADN livre. Em paralelo, fez-se a incuba¢do dos complexos com a DNase |
previamente inativada. Foram estas amostras que foram usadas depois para adicionar o loading

buffer e fazer o carregamento dos pogos no gel.
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2.7.3. Andlise da difusdo dinamica da luz (DLS) e potencial zeta (ZP)

Preparou-se os complexos e, apds a incubacdo de 15 minutos, adicionou-se 800 pL de agua
Milli-Q a pH 7 para se obter volume suficiente para a realizagdo do ensaio. O ensaio, na sua
totalidade, encontra-se descrito no ponto 2.4.1 [Andlise da difusdo dindmica da luz (DLS) e

potencial zeta (ZP)].
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3. Resultados e discussao

Nesta seccdo serdao apresentados e discutidos os resultados obtidos ao longo deste projeto.
Comecando pela caraterizagao fisico-quimica das particulas, ndo carregadas e carregadas, e sua
estabilidade ao longo do tempo. Posteriormente, serdo apresentados os resultados referentes a

capacidade de protecao do material genético conferida pelas nanoparticulas.

Esta seccao do trabalho serd dividida em duas partes pois foram realizados dois procedimentos
diferentes para a producdo das particulas. Deste modo serdo apresentados e discutidos os

resultados referentes ao Protocolo 1 e posteriormente ao Protocolo 2.

3.1. Protocolo 1

3.1.1. Caraterizacao fisico-quimica das particulas

Como referido anteriormente, a produc¢do das nanoparticulas realizou-se através da adaptagao do
método de nanoprecipita¢do descrito por Barichello e colaboradores para o polimero em estudo,
pois os autores usaram o polimero PLGA no seu trabalho e, por isso, foram necessarias algumas
otimizacGes do protocolo (Barichello et al., 1999). Entre as diferentes formulacGes, as
modificacbes realizadas tiveram em conta os resultados obtidos para o diametro médio e

potencial zeta.

Para a producdo das nanoparticulas foram preparadas duas soluc¢des: a fase aquosa, que continha
8% (m/v) de CTAB, e a fase organica, que continha uma concentragdo de polimero de 2,5 mg/mL.
Nas primeiras duas formulagdes, usou-se 10 mL da solucdo aquosa e adicionou-se 2 mL da fase
organica, ambas foram realizadas em duplicado. Para as formulagGes seguintes, realizou-se um
aumento de escala para o dobro, com o intuito de no final se obter o dobro da massa de particulas.

As condig¢des usadas na preparagao das diferentes formulagGes estdo apresentadas na Tabela 3.
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Em duas formula¢cdes independentes, realizou-se uma centrifugacao adicional, de forma a

adicionar uma lavagem as particulas e remover o excesso de surfactante ainda existente.

Tabela 3 — Resumo das condigdes das diferentes formulag6es (Protocolo 1).

Fase aquosa Fase organica Centrifugagdes

x Tempo de

Formulacdo e w3l cEmrEs
% (m/v) Volume [PCL] m (PCL) Volume oumarin a . . a . ~

CTAB il i) T (mL) ou 12 centrifugagdo 22 centrifugacdo
Sorafenib
PCL1.1 8 10 2,5 5 - 4 horas 2000 g x 5 min 9000gx1h

PCL1.2 8 10 2,5 5 - 4 horas 2000 g x 5 min 20000gx1h
PCL1.3 8 20 2,5 10 - 4 horas 2000 g x 5 min 20000gx1h
PCL1.4 8 20 2,5 10 Sorafenib 4 horas 2000 g x5 min 20000gx1h
PCL1.5 8 20 2,5 10 - 4 horas 2000 g x 5 min 40000gx1h
PCL1.6 8 20 2,5 10 - 16 horas 2000 g x 5 min 25000gx1h
PCL1.7 8 20 2,5 10 - 24 horas 2000 g x 5 min 25000gx1h
PCL1.8 8 20 2,5 10 Coumarin-6 24 horas 2000 g x 5 min 25000gx1h
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Relativamente a primeira formulagdo (PCL 1.1), verificou-se que as particulas apresentavam um
tamanho hidrodindmico médio de aproximadamente 150 nm, com uma carga superficial
manifestamente positiva (superior a +50 mV). No entanto, aquando da recolha das particulas,
percebeu-se que a for¢a centrifuga usada ndo tinha sido suficiente, pois o sobrenadante ainda
continha particulas. Para aumentar a quantidade de particulas recolhidas, na segunda preparagao
(PCL 1.2) aumentou-se a forga centrifuga da 22 centrifugacdo, resultando numa redugdo do
tamanho médio hidrodinamico das nanoparticulas. Esta observac¢do pode ser explicada pelo facto
de na formulagdo anterior (PCL 1.1) algumas particulas mais pequenas ndo terem sedimentado,
pois apresentam uma massa diferente e necessitam de sofrer uma forga centrifuga superior para
serem recolhidas. Na segunda formulacdo (PCL 1.2) obteve-se particulas com um didmetro médio

de 125 nm e potencial zeta de +50 mV (Figura 13).

200 A - 60 Diametro hidrodinamico

- % médio (nm)

S é g ® Potencial zeta (mV)
£ 1504 —+ ®

o L >

- —F— 40 (@]

© —_

NO) Q_J

£ 100 - N

° ®

o] »

5 F20 2

E 504 3

< <

S -

O 1 1 0
PCL 1.1 PCL 1.2

Formulacgéo

Figura 13 — Tamanho e potencial zeta das formulagées PCL 1.1 e PCL 1.2 (Protocolo 1). Estas formulacGes foram
preparadas nas mesmas condi¢des com a exceg¢do da ultima centrifugagdo, que na formulagdo PCL 1.2 foi realizada com
uma forga centrifuga superior. Os resultados apresentados correspondem a média + desvio padrao obtidos a partir de
triplicados.

Tendo em conta que estas formulagbes foram desenvolvidas para transportar farmaco e material
genético, considerou-se que o tamanho e o potencial zeta das mesmas era adequado. Por forma
a diminuir o nimero de sinteses a realizar, para se obter uma quantidade suficiente de particulas,
realizou-se um aumento de escala, neste caso para o dobro, para aumentar a massa de particulas
produzidas em cada formulag¢do. Analisando os resultados apresentados na Figura 14, verifica-se
gue aumentando a escala se obtém particulas com as mesmas dimensdes e com um potencial zeta

ligeiramente superior (+60 mV). Tendo em conta o tamanho e a carga superficial obtidos, foi
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produzida uma quarta formulacdo desta vez com farmaco (PCL 1.4). Desta forma foi possivel
verificar se a incorporacdo do farmaco alterava as carateristicas fisico-quimicas da formulacao e,

por outro lado, analisar a eficiéncia de encapsulacdo e a capacidade de carga das nanoparticulas.
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Figura 14 — Tamanho e potencial zeta das formulagées PCL 1.2 e PCL 1.3 (Protocolo 1). Estas formulagdes foram
preparadas nas mesmas condi¢des, no entanto, a formulagdo PCL 1.3 corresponde a um aumento da escala para o
dobro, de forma a obter-se mais particulas por cada sintese. Os resultados apresentados correspondem a média + desvio
padrdo obtidos a partir de triplicados.

A formulacdo PCL 1.3 e PCL 1.4 sdo semelhantes, a Unica diferenca é que na formulacdo PCL 1.4
foi adicionado farmaco a fase organica para proceder a sua encapsulagdo. Os resultados
apresentados no grafico permitem verificar que tanto o didametro médio como o potencial zeta se
mantém constantes, ndo sendo alterados com a encapsulagdo do farmaco (Figura 15). No entanto,
quando foi quantificado o farmaco encapsulado, verificou-se que o valor era muito baixo,
aproximadamente 4,5% de EE, o que ndo era expectdvel, uma vez que esta descrito que o método
de nanoprecipita¢do apresenta boa eficiéncia de encapsulagdo de farmacos hidrofébicos, que é o

caso do farmaco usado (Neves et al., 2011; Gao et al., 2015).

Adicionalmente, aquando da recolha das nanoparticulas destas duas formulag¢des, a eficiéncia de
recolha foi reduzida, possivelmente devido a sedimentacdo incompleta que levou a eliminagdo de
particulas aquando do descarte do sobrenadante, tendo-se produzido as formulagées PCL 1.5 e
PCL 1.6 onde se aplicaram duas forgas centrifugas diferentes. Relativamente a formulagdo PCL 1.5,
nao sdo apresentados resultados, uma vez que a forga centrifuga foi excessiva, tendo resultado

na formacdo de agregados de particulas que impossibilitaram a sua analise. Apds a producdo da
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formulagdo PCL 1.5 e antes de avancgar para a PCL 1.6, percebeu-se que o solvente organico
adicionado a solucdo nao tinha sido completamente evaporado, nas formulacdes anteriores, e
que podia ser uma das hipdteses para a baixa encapsulacao de fdrmaco, sendo a outra hipdtese o
facto de haver micelas na fase aquosa e o fadrmaco ficar retido nas mesmas. Deste modo,
considerou-se importante aumentar o tempo de evaporagdo para 16 horas que, até ao momento,
tinha sido sempre de 4 horas. Na formulag¢do PCL 1.6, foi aumentado o tempo de evaporacgdo para
as 16 horas e fez-se uma centrifugacao de 25 000 g, ligeiramente superior as primeiras (20 000 g),
tendo-se obtido resultados de diametro médio semelhantes, mas um potencial zeta inferior ao
obtido com as formulagGes PCL 1.3 e PCL 1.4. Este resultado pode ser devido a uma melhor
separacdo entre o pellet e o sobrenadante, removendo-se assim com maior eficiéncia o
surfactante (que confere carga positiva as particulas). Mesmo com esta altera¢do de protocolo
verificou-se a existéncia de vestigios de solvente organico. Deste modo, preparou-se a formulacao
PCL 1.7, que é em tudo igual a PCL 1.6, com excecdo do tempo de evaporacao que passou para as
24 horas. Apds terminar esse periodo, verificou-se que o problema do solvente organico tinha sido
resolvido e que os resultados, em termos de caracterizacdo fisico-quimica, eram semelhantes aos

obtidos com a formulagdo PCL 1.6 (Figura 15).
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Figura 15 — Tamanho e potencial zeta das formulagdes PCL 1.3, PCL 1.4, PCL 1.5, PCL 1.6, PCL 1.7 e PCL 1.8 (Protocolo
1). As formulagdes PCL 1.3 e PCL 1.4 foram preparadas usando o mesmo protocolo, mas a PCL 1.4 foi preparada na
presenca de farmaco. Na formulagdo PCL 1.6 e PCL 1.7 foram testados diferentes tempos de evaporagdo do solvente
organico. A formulagdo PCL 1.8, é semelhante a formulagdo PCL 1.7, no entanto, foi adicionada uma sonda fluorescente
(coumarin-6). Os resultados apresentados correspondem a média + desvio padrdo obtidos a partir de triplicados.
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Como referido anteriormente, era importante realizar uma centrifugacao extra para eliminar o
possivel surfactante que se encontrasse em excesso no sobrenadante. Nesse sentido,
realizaram-se diferentes centrifugacdes, tendo sido considerada a melhor opc¢ao a centrifugacao
a 25 000 g, durante 15 minutos, a 4°C (formula¢do PCL 1.7). Os resultados obtidos mostram que
apesar do diametro médio ser semelhante, o potencial zeta sofreu uma ligeira diminuicao,
possivelmente devido a eliminagdo de surfactante (Figura 16). No entanto, a eficiéncia de recolha
das particulas foi baixa, tendo, por isso, sido testadas centrifuga¢des adicionais, realizadas durante
mais tempo ou com uma forga centrifuga superior. Contudo, verificou-se ser dificil ressuspender
o pellet e o potencial zeta ficou negativo, devido muito provavelmente ao facto do surfactante
ndo estar ligado covalentemente as particulas e ser removido em condicdes de centrifugacdao mais

intensas. Deste modo, a centrifugacao adicional ndo foi incluida no procedimento de recolha das

particulas.
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Figura 16 — Tamanho e potencial zeta da formulagdo PCL 1.7 antes e apds a centrifugacdo adicional (Protocolo 1).
Apds a primeira centrifugagdo, o pellet foi ressuspendido, e fez-se uma centrifugagdo adicional a 25 000 g durante 15
minutos, a 4°C, que corresponde aos dados da coluna da direita. Os resultados apresentados correspondem a média +
desvio padrdo obtidos a partir de triplicados.

Otimizado o protocolo de producdo das particulas, seguiu-se para a encapsulacdo. Neste caso, foi
usada uma sonda fluorescente, o coumarin-6, pois é de facil quantificacdo e como apresenta cor
verde é possivel analisar qualitativamente se houve ou ndo encapsulagao. Esta é a formulagdo
PCL 1.8, que foi realizada nas mesmas condi¢des da formulagdao PCL 1.7, mas com a adi¢do da
sonda fluorescente a fase organica. Podemos verificar, pelos resultados apresentados na

Figura 15, que o didametro médio se mantém e existe uma ligeira redu¢do do potencial zeta.
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Contudo, relativamente a eficiéncia de encapsulagdo da sonda, verificou-se que a % de EE foi
inferior a 1%, colocando-se assim a hipdtese de que os compostos hidrofébicos possivelmente
ficavam retidos nas micelas de surfactante, que se encontravam na solugcdo aquosa, em vez de

ficarem retidos no interior das nanoparticulas.

Tabela 4 — Resumo dos valores de Pdl de todas as formulagées (Protocolo 1).

Formulagdo Pdi
PCL1.1 0,111
PCL1.2 0,083
PCL1.3 0,100
PCL1.4 0,072
PCL1.5 -
PCL1.6 0,072
PCL1.7 0,077
PCL1.8 0,085

Por outro lado, a analise do indice de polidispersdo (Pdl) das varias preparagdes de nanoparticulas
(Tabela 4) mostrou que este parametro ndo apresentava diferencas significativas entre as
diferentes formulagdes, sendo que o valor mais elevado que foi registado foi de 0.111, o que indica
gue as amostras obtidas com as diferentes condigdes de preparagdo eram homogéneas

(Tabela 4) (Figura 17).
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Figura 17 — Diferenca entre as curvas de distribuicdo de tamanho das preparagoes PCL 1.3 e PCL 1.7 (Protocolo 1).
Ambas as formulagGes apresentam o mesmo valor de didmetro hidrodindmico médio e um indice de polidespersdo (Pdl)
semelhante.

Este protocolo mostrou ser reprodutivel em termos de tamanho médio e potencial zeta das
nanoparticulas obtidas. No entanto, o objetivo deste projeto era desenvolver particulas que
tivessem capacidade de transportar acidos nucleicos e um farmaco hidrofébico com potencial
antitumoral, o que ndo se verificou, provavelmente porque o farmaco ficou retido nas micelas de
surfactante, que foram posteriormente removidas por centrifugacdo. Tendo em conta estes
factos, testou-se um novo protocolo para preparagdo das nanoparticulas, sendo que os resultados

obtidos serdo apresentados e discutidos no ponto seguinte.

3.2. Protocolo 2

3.2.1. Caraterizagdo fisico-quimica das particulas

O novo protocolo teve como base o mesmo método mas com uma abordagem diferente, o
surfactante foi adicionado, em quantidades muito inferiores, na fase organica junto com o
polimero, e ndo na fase aquosa (Barichello et al., 1999; Neves et al., 2012). Com esta nova

abordagem, na fase organica passaram a existir micelas invertidas de surfactante que, no entanto,
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deixam de existir apds a adi¢cdo a solugdo aquosa, devido a concentracdo do surfactante ser
inferior a sua concentragdo micelar critica (0,92 mM). Esta nova abordagem foi adotada na
tentativa de resolver o problema da baixa taxa de encapsulacdo de farmaco verificada com o

protocolo anterior.

Neste protocolo, a fase organica continha os solventes etanol e acetona na propor¢do de 1:1, o
polimero PCL, o surfactante CTAB e, quando desejado, continha também o farmaco ou sonda,
sendo que esta solucdo era injetada gota a gota em d4gua Milli-Q. As condi¢cbes das varias
formulag¢Ges produzidas estdo apresentadas na Tabela 5, tendo-se averiguado a reprodutibilidade
do protocolo. As formulag¢des foram produzidas com a sonda hidrofébica, de forma a garantir que,
durante o procedimento de otimizacao, as particulas tinham capacidade de encapsular compostos
hidrofébicos, e sé depois se prepararam as nanoparticulas com farmaco. Durante o procedimento
de otimizacdo, os parametros avaliados foram: o didmetro hidrodinamico médio, o indice de

polidispersdo (Pdl), o potencial zeta e a % de EE da sonda fluorescente (coumarin-6).

Tabela 5 — Resumo das condi¢oes das diferentes formulagoes (Protocolo 2).

Fase aquosa Fase organica Coumarin-6
Formulagdo ou UEEDED
¢ Volume [PCL] m (PCL) Volume . €vaporagao
Sorafenib
(mL) (mg/mL) (mg) (mL)
PCL2.1 20 17 34 2 - 16 horas
PCL2.2 20 17 34 2 Coumarin-6 16 horas
PCL2.3 20 17 34 2 Coumarin-6 24 horas
PCL2.4 20 10 20 2 Coumarin-6 24 horas
PCL2.5 20 10 20 2 - 24 horas
PCL2.6 20 10 20 2 Sorafenib 24 horas
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3.2.1.1.Andlise da difusdo dinamica da luz (DLS) e potencial zeta (ZP)

Como referido anteriormente, realizou-se uma formulacdo com base no protocolo desenvolvido
por Neves e colaboradores (Neves et al., 2012), que corresponde a formulagdo PCL 2.1. Nesta
primeira formulagdo (PCL 2.1), obteve-se particulas com um didametro hidrodindmico médio de
cerca de 180 nm e um potencial zeta superior a +50 mV (Figura 18), de acordo com os resultados

apresentados no artigo referenciado (Neves et al., 2012).

Diametro hidrodinamico
250 - ®

® médio (nm)
E o
c 200 - PY 45 © @ Potencial zeta (mV)
~ — e U
o | =
S 150+ o
o © © t30 2
E < < N
© 100+ © < g
© = £ ~
IS o o 15 3
@ 507 c c <
S =
0 | | T 0
PCL 2.1 PCL 2.2 PCL 2.3

Formulacéao

Figura 18 — Tamanho e potencial zeta da formulagdo PCL 2.1, PCL 2.2 e PCL 2.3 (Protocolo 2). A segunda formulagdo
difere da primeira uma vez que foi adicionado uma sonda fluorescente a mesma (coumarin-6). A formulagdo PCL 2.3
difere da segunda no tempo de agitagdo, para evaporagdo do solvente organico, 24 horas neste caso. Os resultados
apresentados correspondem a média + desvio padrdo obtidos a partir de triplicados.

Para perceber se as particulas tinham capacidade de encapsular compostos hidrofébicos, foi
usado o coumarin-6 em algumas formulacdes, como é o caso da formulagdo PCL 2.2. Esta
formulagdo é igual a anterior (PCL 2.1) a excec¢do da adi¢do da sonda fluorescente, tendo-se obtido
um valor semelhante de tamanho médio das particulas e uma ligeira diminui¢cdo do potencial zeta,
mantendo-se, no entanto, substancialmente positivo. Percebeu-se que as 16 horas podiam nao
ser suficientes para eliminag¢do completa do solvente organico, por isso, produziu-se a formulagao
PCL 2.3, onde se aumentou o tempo de evaporag¢do para 24 horas. Em termos de resultados de
tamanho médio e potencial zeta mantiveram-se semelhantes as duas formula¢Ges anteriores,

particularmente a formulacdo PCL 2.1.
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No entanto, estas particulas apresentavam um didmetro hidrodindamico médio de
aproximadamente 180 nm. Sabendo que ainda seria adicionado fdrmaco as mesmas e complexado
material genético, o que provavelmente iria resultar num aumento do tamanho das particulas,
tentou-se modificar o protocolo de produgao por forma a que as particulas tivessem um diametro
inferior. Para atingir este objetivo, diminuiu-se a concentragao do polimero no solvente organico,
de modo a tentar que as particulas se formassem com um didmetro ligeiramente inferior, o que
se verificou com a formulagdo PCL 2.4. A Figura 19 compara os resultados obtidos para duas
formulagGes semelhantes, onde apenas se reduziu a massa de polimero adicionado ao solvente
organico e, consequentemente, a massa de surfactante para se manter o racio entre estes dois
compostos. Tal como se pode verificar, esta alteracdo resultou numa diminuicdo do didmetro
médio hidrodinamico de 180 nm para um tamanho ligeiramente inferior a 150 nm, acompanhada

de uma ligeira diminuicdo do potencial zeta de +54 mV para +47 mV.
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Figura 19 — Tamanho e potencial zeta da formulagdo PCL 2.3 e PCL 2.4 (Protocolo 2). Na formulagdo PCL 2.4 foi usada
uma concentragdo de polimero inferior a usada na PCL 2.3 na tentativa de diminuir o diametro hidrodindmico médio
das particulas. Os resultados apresentados correspondem a média + desvio padrao obtidos a partir de triplicados.

Como referido anteriormente, estas formulagdes foram produzidas com uma sonda fluorescente
no sentido de se poder confirmar se as particulas conseguiriam encapsular o farmaco com elevada
eficiéncia, o que se acabou por verificar, tal como sera discutido no ponto 3.2.1.2. Considerando
um didmetro médio de aproximadamente 150 nm, partiu-se entdo para a formacao de particulas
nestas condi¢des, mas vazias (formulacdo PCL 2.5), tendo-se verificado os mesmos resultados do

gue a mesma formulacdo com sonda (Figura 20). O passo seguinte, consistiu em verificar as
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carateristicas da formulagdo com o farmaco, incluindo a eficiéncia de encapsulagdo. Tal como é
possivel constatar pelos resultados apresentados na Figura 20, esta formulacdo (PCL 2.6)
apresentou um diametro hidrodinamico médio e um potencial zeta semelhante as formulacdes
anteriores, mostrando que o processo de encapsulacdo do farmaco ndo alterou de forma

significativa as suas propriedades fisico-quimicas.
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Figura 20 — Tamanho e potencial zeta das formulagées PCL 2.4, PCL 2.5 e PCL 2.6 (Protocolo 2). As trés formulagdes
apresentadas foram realizadas nas mesmas condig¢des, com a excec¢ao do que foi encapsulado. Na formulagao PCL 2.4
foi encapsulada a sonda fluorescente (coumarin-6), a formulagdo PCL 2.5 representa as particulas vazias e a formulagdo
PCL 2.6 foi encapsulado farmaco. Os resultados apresentados correspondem a média + desvio padrdo obtidos a partir
de triplicados.

Em algumas formulagdes, testaram-se diferentes condi¢des de centrifugacdo para tentar eliminar
o possivel surfactante em excesso, no entanto ndo houve sucesso nesse passo, uma vez que se
verificou a formacdo de agregados e, em simultaneo, particulas que ndo sedimentavam. Para se
obter um bom rendimento na sua recolha, era necessario uma forca centrifuga elevada, que
tornava as particulas invidveis para uso posterior devido aos agregados de dimensdes elevadas
(resultados ndo apresentados). Diminuindo a forga centrifuga levava a um rendimento muito
baixo de particulas recolhidas, o que também ndo satisfazia os objetivos. Considerou-se que o
surfactante em suspensao era insignificante, porque a quantidade adicionada era bastante baixa.
Adicionalmente, decidiu-se usar as particulas sem nenhum processo de separa¢do ou tentativa de
homogeneizagdo da populagdo (por exemplo usando a filtragdo), porque as formulagbes

mostraram ser bastante homogéneas, pois o Pdl foi sempre inferior a 0.130 (Tabela 6).
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Tabela 6 — Resumo dos valores de Pdl de todas as formulagdes (Protocolo 2).

Formulagdo Pdi
PCL2.1 0,126
PCL2.2 0,083
PCL2.3 0,130
PCL2.4 0,119
PCL2.5 0,114
PCL2.6 0,117

3.2.1.2.Eficiéncia de encapsulagcao do coumarin-6

Como referido acima, varias formulacdes foram preparadas com uma sonda fluorescente que
mimetiza o farmaco e que é facil de quantificar. Primeiramente, para perceber se o protocolo
inicial permitia encapsular compostos hidrofébicos com elevada eficiéncia e, em seguida, para
verificar se a % EE era alterada quando realizadas alteragdes ao procedimento. Foram produzidas
trés formulagdes com sonda fluorescente (formulagdo PCL 2.2, PCL 2.3 e PCL 2.4). Na formulagdo
PCL 2.2, verificou-se que o sobrenadante estava limpido e as particulas com uma coloragdo intensa
verde (cor da sonda), ou seja, que tinha existido encapsulacdo. No entanto, como se tinha
percebido que era necessario aumentar o tempo de evaporagao do solvente organico, ndo foi
realizada uma analise quantitativa da % EE nesta formulagdo (16 horas, sob agitacdo magnética).
Preparou-se assim a formulagdo PCL 2.3, com mais tempo de agitacdo (24 horas) para garantir a
evaporagdo do solvente organico. Realizou-se uma curva padrdo, tal como se pode verificar pela
Figura 21, e efetuou-se a quantificagao da sonda para se proceder aos cdlculos de % EE, tendo-se
determinado um valor de encapsulacdo de aproximadamente 94% (Figura 22). No entanto, este
valor parecia poder ser melhorado se fosse usada uma forc¢a de centrifuga¢do superior, de forma
a garantir que nao ficavam particulas no sobrenadante, o que foi tido em conta nas formulagdes

seguintes, tanto para a quantificagdo da sonda como para o farmaco.
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Curva padrdo do Coumarin-6
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Figura 21 — Curva padrdo do coumarin-6 determinada por fluorescéncia. Curva realizada em DMSO. Pontos da curva:
0; 0,0244; 0,0488; 0,0977; 0,1953; 0,3906; 0,7813; 1,5625; 3,125 pg/mL.

Com a formulacdo PCL 2.4, que foi produzida com a finalidade de diminuir o tamanho das
particulas, tal como discutido anteriormente, verificou-se que o valor da % EE aumentou
ligeiramente, o que possivelmente se deveu a uma melhor recolha das nanoparticulas durante a
centrifugacdo. Na formulagdo PCL 2.4, a média das duas sinteses deu um valor de 99,75% de
eficiéncia de encapsulagdo (Figura 22), valor superior aos valores apresentados na literatura

(Neves et al., 2011).
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Figura 22 — Eficiéncia de encapsulagdo da sonda fluorescente (coumarin-6). Os resultados apresentados correspondem
a média + desvio padrdo obtidos a partir de triplicados.
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Os resultados obtidos mostram que a formula¢do PCL 2.4 apresenta um diametro hidrodinamico
e um potencial zeta adequados, e uma de eficiéncia de encapsulacdao elevada, justificando a

utilizacdo deste protocolo na tentativa de encapsulacdo do farmaco.

3.2.1.3.Eficiéncia de encapsulacdo de sorafenib e capacidade de carga

das nanoparticulas

Otimizado o protocolo da producdo das nanoparticulas, realizou-se o protocolo de forma igual
mas desta vez com o farmaco em estudo. Tal como se pode verificar pelos resultados
apresentados na Figura 23, o valor de % EE é elevado, tendo sido sempre superior a 96% e nao
apresentando diferencas significativas entre as diferentes sinteses, de referir que em uma das
réplicas a % EE é de 98,3%. Também a capacidade de carga (% CC) foi constante, nas diferentes
sinteses realizadas, oscilando entre 9,9% e 10,0%. Os resultados de % EE deste projeto, sdo
superiores aos encontrados na literatura (Neves et al., 2011; Pinto et al., 2019). Os resultados de
% CC sdo da mesma ordem de grandeza de alguns estudos encontrados na literatura (Neves et al.,
2011), havendo outros estudos em que o valor obtido neste projeto é muito superior (Pinto et al.,
2019). No entanto, esse valor pode possivelmente ser aumentado, alterando a razdo
polimero/farmaco no sentido de aumentar a quantidade de farmaco usado na formulagdo. Seria
necessdrio realizar ensaios nesse sentido, pois existe a possibilidade das particulas ja estarem na
sua maxima capacidade de encapsulagdo de farmaco. Por outro lado, este aumento da quantidade
de farmaco inicial, face a quantidade de polimero, pode levar a uma diminui¢ao da % de EE. Estes
dois parametros estdo muito dependentes do récio polimero/farmaco usado na formulagéo, e por
vezes, tentar aumentar a % CC leva a uma diminuigdo significativa da % EE. Os resultados obtidos
mostram que ambos os valores, % EE e % CC, sdo muito promissores, o que faz destas particulas

excelentes nanossistemas para encapsular farmacos hidrofdbicos, como o sorafenib.
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Figura 23 - Eficiéncia de encapsulagdo e capacidade de carga de sorafenib. Os resultados apresentados correspondem
a média £ desvio padrdo obtidos a partir de triplicados.

3.2.1.4.Estabilidade da suspensao de particulas ao longo do tempo

Um outro parametro de grande importancia é a estabilidade das particulas, ou seja, o tempo
durante o qual as particulas mantém as suas carateristicas como seja, o didmetro médio, o Pdl, o
potencial zeta e a quantidade de farmaco encapsulada. Este parametro é de elevada importancia
do ponto de vista de uma possivel aplicacdo clinica, pois é fundamental perceber se as
formulagbes sdo estaveis e se existe necessidade de as armazenar congeladas, para elas
manterem as suas carateristicas, ou se é suficiente armazenar a 4°C. Para realizar este estudo,
algumas formula¢des foram armazenadas a 4°C e a -20°C. Foram avaliadas as caracteristicas

referidas no dia de obtencdo das particulas (dia 0) e nos dias 7, 14, 30 e 60.

As condi¢des de armazenamento, correspondentes a cada formulagdo, estdo resumidas Tabela 7.
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Tabela 7 — Resumo das condicbes de armazenamento das diferentes formulagées usadas para os ensaios de
estabilidade ao longo do tempo.

Armazenamento
- Composto
ASIIRED encapsulado
¢ 20°C 4C
PCL2.5 - Sim Sim
PCL2.6 Sorafenib Sim Sim

A formulacdo PCL 2.5 corresponde a particulas vazias, enquanto que a formulacdo PCL 2.6
corresponde a formulagdo com farmaco. As formulagdes em estudo (PCL 2.5 e PCL 2.6) foram
divididas em duas partes, uma parte foi armazenada a 4°C e a outra parte foi armazenada a -20°C.
Na formulag¢do PCL 2.5 foram realizadas aliquotas apenas para a leitura do tamanho médio e do
potencial zeta das nanoparticula. Enquanto que na formulacao PCL 2.6, para além das aliquotas
para o tamanho médio e potencial zeta das nanoparticulas, aliquotou-se também amostra para a

quantificacdo do farmaco.

3.2.1.4.1. Analise da difusdo dinamica da luz (DLS) e potencial zeta (ZP)

As amostras armazenadas a 4°C apresentaram valores de didmetro hidrodinamico médio e de
potencial zeta constantes ao longo de 60 dias, tal como se pode verificar pelos resultados
apresentados na Figura 24, mostrando que as nanoparticulas desenvolvidos sdo estdveis nestas
condigdes de armazenamento. Também é importante referir que o parametro que avalia o nivel
de homogeneidade das formulagdes (Pdl), como seria de esperar pelos resultados anteriores,
também se manteve constante ao longo do tempo (Figura 25). As mesmas observag¢des foram

verificadas aquando do armazenamento a -20°C (Figura 26 e Figura 27).
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Figura 24 — Tamanho e potencial zeta das nanoparticulas ao longo do tempo. Foram realizadas andlises de didametro
hidrodinamico médio e potencial zeta das particulas armazenadas a 4°C ao longo de 60 dias, nos diferentes tempos: 0,
7, 14, 30 e 60 dias. (A) corresponde a formulagdo de particulas vazias. (B) é correspondente a particulas que contém
farmaco encapsulado. Os resultados apresentados correspondem a média + desvio padrdo obtidos a partir de
triplicados.
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Figura 25 — indice de polidispersdo (Pdl) das formulag¢des ao longo do tempo. As amostras foram armazenadas a 4°C.

Ao contrario do verificado na literatura, onde o Pdl das formulagGes de nanoparticulas, produzidas
com a mesma metodologia, sofre um ligeiro aumento, apds o armazenamento de 7 dias, que se
acentua bastante ao longo do tempo (Neves et al., 2013), as formulagGes desenvolvidas no
presente trabalho apresentaram um Pdl constante, tendo-se apenas verificado um ligeiro

aumento, no tempo de 30 dias, na amostra com farmaco armazenado a -20°C (Figura 27). As
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amostras mostraram ser estaveis tanto em condi¢Bes de armazenamento diferentes como com

formulagdes diferentes, com e sem farmaco.
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Figura 26 — Tamanho e potencial zeta das nanoparticulas ao longo do tempo. Foram realizadas andlises de diametro
hidrodinamico médio e potencial zeta das particulas armazenadas a 4°C ao longo de 30 dias, nos diferentes tempos: 0,
7, 14 e 30. (A) corresponde a formulagdo de particulas vazias. (B) é correspondente a particulas que contém farmaco
encapsulado. Os resultados apresentados correspondem a média + desvio padrdo obtidos a partir de triplicados.
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Figura 27 — indice de polidispers3o (Pdl) das formulagdes ao longo do tempo. As amostras foram armazenadas a -20°C.

Nos estudos encontrados na bibliografia, a estabilidade é realizada com as amostras armazenadas

a 4°C ou a temperatura superior (Neves et al., 2013). Ndo foram consideradas temperaturas
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superiores, pois o farmaco, quando em suspensdo, deve ser armazenado no frio e a uma

temperatura constante.

Também foram realizados ensaios em que as particulas foram previamente liofilizadas, para o caso
das suspensdes ndo fossem estdveis ao longo do tempo. No entanto, a liofilizagcdo de particulas
poliméricas leva a formagdo de agregados de dimensdes consideraveis que, apds voltar a
suspender, esses agregados ndo se desfazem, tal como ja demonstrado em alguns estudos (Saez
et al., 2000; Bozdag et al., 2005). Para contornar esse problema, em alguns trabalhos foram
adicionados agucares a suspensao no sentido de manter as carateristicas das particulas, apds a
liofilizacdo. De acordo com os trabalhos publicados, o aglcar que, para este fim, apresenta
melhores resultados € a glucose numa concentracdo de 5% (m/v) (Saez et al., 2000; Bozdag et al.,
2005). Nesse sentido, realizou-se a liofilizacdo de uma amostra com e sem 5% (m/v) de glucose,
ressuspendeu-se a amostra e realizou-se as analises de DLS e potencial zeta. Os resultados
mostraram que, em ambas as condicdes de liofilizacdo, o potencial zeta ndo se altera, mas quando
a formulacdo foi liofilizada sem acgucar, o didmetro médio aumentou substancialmente. No
entanto, quando a mesma formulagdo foi liofilizada com 5% (m/v) de glucose, o didmetro
hidrodindmico médio apresentou-se muito semelhante ao inicial, apenas com um ligeiro aumento

do PdI (Figura 28).

Diametro hidrodinamico

25007
. médio (nm)
£ 22501 60 g
£ = ® Potencial zeta (mV)
o 2000 o >
° ® [ ) °.
O I

1750 == =40 —
1S - N
o 1504 . o
= ®
(] —~
= 100 20 3
« =
A  50-

0 ! T T 0
Antes Liofilizado Liofilizado

5% glucose

Figura 28 — Tamanho e potencial zeta de particulas liofilizadas. Foi realizada a analise de particulas ndo liofilizadas
(antes), de particulas liofilizadas e de particulas liofilizadas na presenga de 5% (m/v) de glucose. Os resultados
apresentados correspondem a média + desvio padrdo obtidos a partir de triplicados.
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3.2.1.4.2. Percentagem de farmaco retido nas nanoparticulas

Realizou-se uma curva padrdo (Figura 29) para quantificacdo do farmaco que se mantinha

encapsulado nas particulas durante o armazenamento.
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Figura 29 — Curva padrdo do sorafenib obtida por absorvancia. Curva realizada em DMSO e quantificada a um
comprimento de onda de 275 nm. Pontos da curva: 0; 0,391; 0,781; 1,563; 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50 pg/mL.

As amostras foram centrifugadas e separadas do sobrenadante, em cada tempo pré-definido (O,

7, 15, 30 e 60 dias ap6s a sua sintese), para a quantificacdo do farmaco, tendo-se verificado que o

farmaco se mantinha no interior das particulas e ndo era libertado ao longo do tempo (Figura 30).
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Figura 30 — Percentagem de farmaco que fica retido nas particulas ao longo do tempo. O armazenamento das
particulas foi feito a -20°C e a 4°C (Formulagdo PCL 2.6).
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3.2.2. Complexos

Um outro objetivo do projeto era avaliar a capacidade que as particulas tinham para complexar
material genético e protegé-lo das endonucleases. A condensacdao do material genético com a
particula efetua-se através das interagdes electroestaticas estabelecidas entre os grupos amina
existentes no surfactante (carga positiva), que se encontra a superficie da particula, e os grupos
fosfatos do ADN (carga negativa). Para tal, foi complexado material genético com as particulas,
em varias razBes de carga (+/-) particulas/pADN, tais como: 1/2; 2/1; 4/1; 8/1; 10/1; 25/1. Com
estas amostras, complexos nanoparticulas/ADN, foram realizados trés ensaios diferentes, cujo os

resultados obtidos serdo apresentados e discutidos neste ponto.

3.2.2.1. Ensaio de intercalagcao do brometo de etidio

Apds a produgao dos complexos, adicionou-se o brometo de etidio e deixou-se incubar durante
10 minutos. Considerando o acesso total do brometo de etidio (100% de acesso), quando
adicionado ao material genético sozinho (controlo), calculou-se a percentagem de acesso da
sonda ao ADN dos complexos relativamente ao controlo. Como se pode verificar pelos resultados
apresentados na Figura 31, observou-se uma diminuicdo da fluorescéncia do brometo de etidio
com o aumento da razdo de carga dos complexos, o que significa que, com o aumento da
quantidade de particulas e consequente aumento das cargas positivas, existe uma diminuicado do
acesso do brometo de etidio ao ADN, que se traduz numa maior condensacdo e protecdo do

material genético.
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Figura 31 — Acesso do brometo de etidio ao material genético dos complexos. Os resultados sdo apresentados em
percentagem relativamente ao controlo. O controlo corresponde a mesma quantidade de ADN livre e, submetido as
mesmas condigdes, que representa 100% de acesso do brometo de etidio. Os resultados apresentados correspondem
a média + desvio padrdo obtidos a partir de triplicados.

3.2.2.2.Ensaio de eletroforese em gel de agarose com DNase |

Como ensaio complementar para avaliar a condensagao e protecao do material genético
realizou-se o ensaio de eletroforese em gel de agarose. Neste caso, realizado com incubagdo com
DNase | ativa e inativa, para assim avaliar a protecdo do ADN conferida pelos complexos a acdo
enzimatica. Quando a condensacdo é muito reduzida, a DNase | degrada o ADN e ndo aparecem
bandas no gel, face a incubagdo com a DNase | inactiva. Nas razGes de carga em que a condensacgao
do ADN é eficiente, ndo se espera ver diferencas entre as amostras incubadas com DNase | ativa
e DNase | inativa, podendo o ADN manter-se complexado com particula no poco sem
deslocamento ao longo do gel, devido a elevada condensac¢do/protecdo. O ADN corre no gel pois

tem carga negativa e, aplicando uma diferenca de potencial, tende a migrar para o elétrodo

positivo.
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Figura 32 — Ensaio de eletroforese em gel de agarose dos complexos incubados com DNase | ativa e inativa. As
amostras foram incubadas, durante 30 minutos, a 37°C com DNase | activa (+) ou previamente inativada (-).

Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 32 e, como seria de esperar, na condicdo
apenas com material genético (ADN), quando adicionada a DNase | ativada, ndo se vé nenhuma
banda, o que significa que o material genético foi completamente degradado enzimaticamente e
0s seus componentes migraram para fora do gel, durante a corrida. O mesmo aconteceu nas
razbes de carga (+/-) 1/2 e 2/1. Na razdo de carga (+/-) 4/1 verificou-se uma menor degradacdo do
material genético, indicando que existe alguma protecdao, mas que ainda nao é suficiente, face a
diferenga das bandas entre a incubagdo com a DNase | activa e DNase | inactiva. Nas razdes de
carga (+/-) seguintes, 8/1 e 10/1 observou-se uma maior prote¢do do material genético, sendo
que se existe uma menor diferenca de intensidade das bandas entre os complexos incubados com
a DNase | ativa e inativa. Na razdo de carga (+/-) 25/1, de acordo com o esperado, foi onde se
verificou o maior nivel de protecdo, sendo esta praticamente total, uma vez que ndo se verificou
diferenca de intensidade das bandas entre a incubag¢do com a DNase | activa e DNase | inactiva.
Um dado importante a referir é o facto de pouco material genético se encontrar no po¢o, o que
se deve provavelmente a uma ligagao electroestatica que ndo é excessivamente forte e, quando
aplicado um campo elétrico, permite que grande parte do ADN se liberte da particula. No entanto,
pelo facto de ter sido realizado o ensaio com DNase | ativa, podemos concluir que o material

genético na razdo de carga (+/-) 25/1 estd completamente protegido.

Os resultados obtidos neste ensaio foram concordantes com os obtidos no ensaio de intercalagdo
do brometo de etidio. Considerando que os complexos desenvolvidos, nomeadamente na razao
de carga (+/-) 25/1, sdo bastante promissores no que diz respeito a condensacdo e protecdo do
material genético, foi importante verificar que dimensGes e que potencial zeta é que estas

formulagGes apresentavam, tal como sera apresentado e discutido no ponto seguinte (3.2.2.3).
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3.2.2.3.Andlise da difusdo dinamica da luz (DLS) e potencial zeta (ZP)

A complexacdo de material genético com nanossistemas geralmente resulta num aumento do
diametro hidrodindmico médio. Esse aumento pode ser mais acentuado quando estamos na
presenca de complexos preparados em razdes de carga (+/-) em que o potencial zeta se aproxima
da neutralidade, pois nessas razbes de carga (+/-) existem menos repulsdes electroestaticas
aumentando assim a probabilidade de haver a formacdo de agregados. Relativamente ao
potencial zeta, é esperado que em razBes de carga (+/-) baixas este seja substancialmente
negativo e, a medida que se aumenta a razdo de carga (+/-), se aproxime da neutralidade e se

torne positivo.

Os complexos preparados na razdo de carga (+/-) 1/2 apresentaram um didmetro médio
semelhante ao das particulas sozinhas, enquanto que na razdo de carga (+/-) 2/1 se verificou um
aumento de cerca de 30 nm (Figura 33). Estas duas razdes de carga (+/-) apresentaram um
potencial zeta negativo, devido provavelmente a presenca de material genético a superficie das
nanoparticulas. Os complexos preparados na razdo de carga (+/-) 4/1 apresentaram um potencial
zeta ainda bastante negativo, a rondar os -22 mV, e um didmetro hidrodinamico médio superior a
800 nm, o que ndo seria de esperar, pois as particulas ainda apresentam um potencial zeta
significativamente negativo. Os sistemas produzidos nas razdes de carga (+/-) 8/1 e 10/1
apresentaram um potencial zeta préoximo da neutralidade e diametros médios das particulas
elevados, provavelmente devido a formagdo de agregados justificada pelas repulsdes
electroestaticas reduzidas (Figura 33). Relativamente aos complexos preparados na razao de carga
(+/-) 25/1, evidenciaram um didmetro hidrodindmico médio semelhante ao das nanoparticulas
sem ADN e apresentaram um potencial zeta manifestamente positivo de +38.5 mV, muito
possivelmente devido a quantidade de cargas positivas ser substancialmente maior que nas
restantes razbes de carga (+/-). Ainda assim, este valor é inferior ao das particulas sem ADN,

devido a existéncia de material genético complexado (Figura 33).
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Figura 33 — Tamanho e potencial zeta dos complexos preparados nas diferentes razdes de carga (+/-). (A) Didmetro
hidrodinamico médio dos complexos. (B) Potencial zeta dos complexos. Os resultados apresentados correspondem a
média + desvio padrdo obtidos a partir de triplicados.

Considerando os resultados obtidos nos trés ensaios realizados com os complexos, é possivel
verificar que a formulagdo preparada na razdo de carga (+/-) 25/1 foi a que apresentou os
melhores resultados, em todos os ensaios, evidenciando ser a razdo de carga (+/-) mais promissora

para prosseguir os estudos de transporte e entrega de material genético.
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4. Conclusao e perspetivas futuras

O carcinoma hepatocelular tem elevada incidéncia e esta no top 5 dos tipos de cancro mais
mortais. A sua elevada taxa de mortalidade estd associada ao facto de ser uma doenca
assintomatica, em estadios iniciais, o que leva a um diagndstico tardio. Normalmente, quando é
realizado o diagndstico, os tratamentos disponiveis ja ndo sao eficientes o suficiente para reverter
a doenca, embora existam alguns casos de sucesso. Infelizmente, estes casos estdo associados a
uma elevada taxa de recorréncia da doenca a posteriori. Para além disso, os efeitos adversos da
terapia convencional sdo graves e muito frequentes, principalmente quando nos referimos a
guimioterapia. Considerando o prognéstico da doenca, os tratamentos limitados para os estadios
mais avancados e os efeitos adversos associados aos tratamentos existentes, levou a que se

tornasse imprescindivel estudar abordagens terapéuticas alternativas as convencionais.

Os sistemas de transporte de agentes terapéuticos surgiram nos ultimos anos para colmatar
alguns problemas dos tratamentos convencionais, sendo promissores para o tratamento de
diversas doencas, inclusive do cancro. Nestes sistemas, podem ser transportados diferentes
agentes terapéuticos em simultaneo, podendo ter um efeito sinérgico quando administrados ao
mesmo tempo. Podem ser transportadas proteinas, farmacos, material genético ou mais do que
um dos agentes terapéuticos referidos, de forma a obter-se uma terapia combinada e sinérgica.
Para além disso, os sistemas de transporte podem ser modificados, de modo a incorporarem um
ligando especifico para um determinado tipo de células, ou de forma a que a libertagdo do agente
terapéutico seja feita de forma controlada. Quando se fala de sistemas de transporte nao virais,
pretende-se particulas biocompativeis, com baixa citotoxicidade e imunogenicidade, elevada

especificidade e elevada eficiéncia de entrega do agente terapéutico ao alvo desejado.

Com o conhecimento existente desta alternativa terapéutica, surgiu este projeto que visa
desenvolver nanossistemas de base polimérica capazes de transportar eficientemente farmaco e

material genético em simultaneo até as células do carcinoma hepatocelular.

A policaprolactona foi aprovada pela FDA para ser usada em aplicacdes biomédicas devido,
principalmente, a sua biocompatibilidade e a sua biodegradabilidade. Este polimero foi escolhido
face as carateristicas promissoras que apresenta enquanto potencial sistema de transporte.

Foram realizados dois procedimentos diferentes para a produgao das particulas, sendo que o
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primeiro foi descartado devido as carateristicas das nanoparticulas ndo satisfazerem o objetivo do
projeto, as particulas eram incapazes de transportar fdrmaco. O segundo procedimento, que surge
de uma nova abordagem, demonstrou a capacidade de gerar particulas de dimensdes e carga de
superficie desejadas para a complexacdo do material genético, diametro hidrodinamico médio
proximo de 150 nm e potencial zeta substancialmente positivo. Adicionalmente, a formulacdo
desenvolvida apresenta uma eficiéncia de encapsulacao de fadrmaco de aproximadamente 100%
e uma capacidade de carregamento a rondar os 10%. Demonstrou também uma elevada

estabilidade, ao longo de pelo menos 60 dias.

Seguiu-se para o segundo objetivo do projeto, avaliar a capacidade destas mesmas particulas
complexarem com o material genético e protegé-lo. Para avaliar a complexacdo e a capacidade
das particulas condensarem o material genético, de modo a conseguirem protegé-lo da
degradacdo enzimatica, foram realizados dois ensaios complementares, o ensaio de intercalacdo
do brometo de etidio e o gel de agarose com e sem DNase | ativa. Adicionalmente, foram
realizados os ensaios de DLS e potencial zeta. Os resultados obtidos nos dois primeiros ensaios
revelaram-se concordantes, demonstrando que a formulacdo preparada na razdo de carga (+/-)
25/1 é muito promissora em termos de condensacdo e protecdo do material genético.
Relativamente aos ensaios de DLS e potencial zeta, esta formulacdo preparada nesta mesma razao
carga (+/-) apresentou valores de didmetro médio de aproximadamente 150 nm e um potencial
zeta positivo, sendo estas propriedades benéficas a interacdo e internalizacdo celular dos

nanossistemas.

Concluindo, neste projeto foi possivel produzir nanoparticulas que possuem elevada capacidade
de transporte de um farmaco hidrofébico, com propriedades antitumorais, e material genético,

apresentando caracteristicas favoraveis a sua aplicagdo em estratégia terapéuticas.

Considerando que estas particulas tém carateristicas muito promissoras, como perspetivas
futuras, serd importante avaliar a sua biocompatibilidade, a sua interagao com as células alvo e os
mecanismos de internalizacdo celular. Do mesmo modo, serd fundamental verificar se os
nanossistemas desenvolvidos tém a capacidade de libertar o farmaco e o material genético nas
células alvo de forma eficiente, e avaliar o efeito antitumoral resultante quer das estratégias
individuais quer da estratégia combinada. Adicionalmente, em termos de desenvolvimento futuro
de formulagdo, poder-se-a revestir o nanossistema gerado com uma bicamada lipidica e/ou um

polimero hidrofilico, de forma a mascarar a carga positiva do nanossistema e assim reduzir a sua
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potencial interacdo inespecifica com os componentes do sangue. Esta modificacdo devera ser
acompanhada da incorporacdo de um ligando especifico para as células alvo, por exemplo para o
recetor das asialoglicoproteinas que estd sobre-expresso no carcinoma hepatocelular, de modo a

aumentar a eficiéncia e especificidade de entrega dos agentes terapéuticos as células alvo.
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