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Resumo

O cancro é uma das causas mais comuns de mortalidade no mundo.

Parte da grande mortalidade associada ao cancro reside no facto de que a eficacia dos
tratamentos correntes na pratica clinica, como a quimioterapia, radioterapia, cirurgia, terapia
hormonal e imunoterapia, ou a sua combinacdo, sdo ainda limitados e estio associados a
elevadas taxas de resisténcia. Para além disso, estes tratamentos induzem uma elevada taxa
de efeitos colaterais significativos devido a sua agdo em células saudaveis. Como tal, de
forma a ultrapassar tais problemas, esforcos atuais tém sido focados no desenvolvimento de
novas plataformas de entrega de farmacos, como é o caso de terapias direcionadas, que
permitem aumentar o efeito do farmaco nas células cancerigenas, poupando os tecidos
saudaveis.

Estas novas terapias dirigidas a um alvo, como os nanossistemas, permitem um
tratamento mais especifico no sitio alvo enquanto permitem transportar, simultaneamente,
dosagens mais elevadas do agente anti-cancerigeno, com redugio significativa dos efeitos
secundarios comparativamente ao tratamento convencional. Para além disso, particulas
lipidicas, nomeadamente os lipossomas, sdo suficientemente biocompativeis e estaveis no
sangue, tornando-os num sistema de entrega altamente atrativo.

Neste contexto, nanoparticulas PEGuiladas de base lipidica com um ligando especifico
(peptideo F3) incorporado a superficie foram desenvolvidas com o propoésito de encapsular
e promover a entrega da doxorrubicina - um agente citostatico que atua como farmaco de
primeira linha no tratamento de muitos cancros - em linhas celulares de leucemia
representando diferentes linhagens: leucemia linfoblastica aguda (CCRF-CEM), leucemia
mieldide croénica (K562) e células de leucemia mieloblastica (monocitica) aguda (THP-1).

Desta forma, com o intuito de se compreender os mecanismos inerentes a
formulagdo desenvolvida, analisaram-se as caracteristicas da nanoparticula, incluindo o
tamanho da particula lipidica e a sua homogeneidade, bem como a eficiéncia de encapsulagio
do farmaco. Foram ainda realizados estudos quanto a especificidade do ligando F3 para o
recetor nucleolina que se encontra sobreexpresso nas células do cancro, a internalizagio da
nanoparticula, entrega celular e atividade citotoxica. A expressio do recetor nucleolina foi
confirmada por imunocitoquimica, indicando o potencial clinico desta abordagem

terapéutica.



Verificou-se que a internalizagdo da nanoparticula aumentou com a presenga do
ligando F3 nalgumas das linhas utilizadas nos estudos. Contudo, apesar da internalizagio do
lipossoma ter aumentado, a taxa de morte celular induzida pela doxorrubicina contida na
particula funcionalizada foi semelhante a taxa de morte causada pelas particulas lipossémicas
sem ligando a superficie ou com um ligando inespecifico.

Em suma, conclui-se que o desenvolvimento destas particulas vetorizadas nio
representa uma eficacia superior quando incubadas em células tumorais desta natureza,
comparativamente as particulas usadas como controlo, embora possam, contudo, reduzir

efeitos secundérios inerentes aos tratamentos convencionais.



Abstract

Cancer is one of the most common causes of death worldwide.

Part of the high mortality associated with cancer resides in the fact that the
effectiveness of current treatments such as chemotherapy, radiation, surgery, hormone
therapy and immunotherapy, or their combination, is still limited and is associated with a
high rate of resistance. Moreover, these treatments induce high rates of significant side
effects due to their action on healthy cells. Therefore, to overcome these problems, current
efforts focus on the development of novel drug delivery platforms, such as targeted
therapies, than can increase the effect of the drug on cancer cells, while sparing healthy
tissue. These novel targeted therapies include nanosystems, which allow a more specific /n
situ treatment while simultaneously carrying higher dosages of anticancer drugs, with a
significant reduction in side effects, compared to conventional treatment. In addition, lipidic
particles, including liposomes, are sufficiently biocompatible and stable in the blood to be an

attractive delivery system.

In this context, lipid-based PEGylated nanoparticles functionalized with a specific
ligand (F3 peptide) on the surface have been developed for the encapsulation and delivery of
doxorubicin - a cytostatic agent used as the first line treatment of many cancers - to
leukemia cell lines representing different lineages: acute lymphoblastic leukemia (CCRF-
CEM), chronic myeloid leukemia (K562) and acute myeloblastic (monocytic) leukemia (THP-
.

Thus, in order to understand the mechanisms inherent to the developed formulation,
we analysed the characteristics of the developed formulation, including the size of the lipidic
particle and its homogeneity, as well as the drug encapsulation efficiency. We studied the
specificity of the F3 ligand for the nucleolin receptor that is overexpressed on cancer cells,
the internalization of the nanoparticle, its cell delivery and its cytotoxic activity. The
expression of the nucleolin receptor in the different cell lines was confirmed by
immunocytochemistry, indicating the potential clinical advantage of this therapeutic

approach.

We found that the internalization of this nanoparticle was increased by the presence
of the F3 ligand in some of the studied cell lines. However, although the internalization of

the liposome was increased, the rate of cell death induced by doxorubicin contained in these



specific particles was similar to the death rate caused by liposomal particles without a
surface ligand or with a non-specific ligand.

In summary, it is concluded that the development of these particles does not have a
higher efficacy when administered in this kind of cancer cells, compared with the particles
used as control. However, they may reduce side effects inherent to the conventional

treatments.
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|. Introdugio

I.1. Cancro - Evolugédo e Progressio

O cancro é um dos maiores problemas de saude publica no mundo e uma das
doencas de maior incidéncia na sociedade atual, com mais de 10 milhées de novos casos por
ano (Diao et al, 2011, Hu et al, 2012, Peer et al, 2007). Nas ultimas décadas, tém sido
descritos grandes avancos cientificos na compreensdo das bases moleculares do cancro e no
seu diagnéstico e tratamento (Martinez et al,, 2003).

As doengas oncoldgicas sdo a principal causa de morte nos paises economicamente
desenvolvidos, e a segunda causa de morte nos paises em desenvolvimento (American
Cancer Society 201 1). Estima-se que ocorreram cerca de |4,] milhdes de novos casos de
cancro e 8,2 milhdes de mortes, a nivel mundial em 2012, de acordo com a World Health
Organization (Ferlay et a/, 2012). Devido ao envelhecimento e crescimento da populagdo e a
uma progressiva adogao de habitos de risco de desenvolvimento da doenga, a incidéncia

mundial de cancro tem vindo a aumentar (Donaldson, 2004).

O cancro caracteriza-se por ser um disturbio hiperproliferativo, no qual se verifica
um crescimento e proliferagio descontrolados de células anémalas, induzidos por fatores
externos (como radiagdes e exposi¢do a compostos quimicos) e/ou por fatores internos
(como o perfil genético e epigenético, mutagdes e microambiente imunolégico), fatores
esses que podem atuar em conjunto ou em sequéncia, promovendo e iniciando a
tumorigénese (Kumar et al/, 2010, Martinez et a/, 2003, Subramaniam et a/, 2010). A elevada
capacidade de crescimento e divisdo celular, a invasdo dos tecidos adjacentes e possiveis
metastizacdes para outros Orgios s3o caracteristicas que estdo associadas ao
comportamento das células cancerigenas (Coleman et al, 2006, Weinberg, 1994, Weinberg,
1988). Atualmente, sabe-se que o cancro estd claramente associado a um aumento do
numero de células devido a alteracdes nos mecanismos de regulacio e proliferacio celular,
bem como a uma diminuicdo da taxa de morte celular programada ou apoptose das células
(Dai et al, 2009b).

Todos os cancros envolvem uma disfungiao genética (American Cancer Society 201 1).
Milhares de mutagdes pontuais, translocacdes, amplificagdes e delecdes contribuem para o
desenvolvimento do cancro (Cairns et al,, 201 1). A desregulagido de genes pode induzir a sua
sobreexpressio bem como a sua supressido, o que proporciona a diminuicio da apoptose e

o aumento da proliferagio e invasio celular (Coleman &Tsongalis, 2006). A ativagio de
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oncogenes (genes que contribuem para um aumento da proliferacdo celular e redugio da
apoptose) e a inativacdo de genes supressores tumorais (genes que, direta ou indiretamente,
regulam o crescimento das células) sio exemplos de mecanismos de alteragio de genes
essenciais nos processos de regulagio celular (Crans et al, 2001, Vanneman et al/, 2012).
Um dos casos representativos de mutacdo em oncogenes € a ativacio do oncogene RAS, o
qual é responsavel pela proliferacio, diferenciacio e sobrevivéncia celular (Fernandez-
Medarde et al, 2011). Mutagdes de ganho de fungio neste gene condicionam um aumento
exagerado da taxa proliferativa das células (Fernandez-Medarde &Santos, 201 1).

A acumulagio de diversas mutagdes proporciona uma vantagem competitiva das
células tumorais comparativamente as outras restantes, induzindo um crescimento clonal

daquelas e, consequentemente, um processo de tumorigénese (Polyak, 2007).

Segundo Hanahan and Weinberg (2011), o cancro manifesta-se através de 6
alteracdes essenciais na fisiologia celular, responsaveis pelo seu comportamento
desregulado: auto-suficiéncia em relacdo a sinais de crescimento, insensibilidade a inibidores
proliferativos e de crescimento, capacidade de contornar a morte celular programada
(apoptose), potencial replicativo ilimitado, sustentagio do tumor por indugdo da angiogénese
(no caso de tumores sélidos) e, por ultimo, evasio e metastizacdo tecidular (Hanahan et al/,
2000, Hanahan et al, 2011). A perda da resposta apoptoética devido as alteragdes na
maquinaria celular tem um papel crucial na resisténcia das células tumorais a uma ampla

variedade de terapias anti-cancerigenas correntes (Dai et a/, 2009a).

Apesar dos recentes avangos cientificos na area da oncologia, as caracteristicas
moleculares da maioria dos cancros ainda ndo estdo claramente estabelecidas e, até ao
momento, n3ao existem marcadores validados para uma detecdo precoce e,
fundamentalmente, uma terapia dirigida (Nass et a/, 2007). Desta forma, a identificacio de
fatores que contribuem para o desenvolvimento do cancro e a elucidagio de mecanismos de
agdo tornam-se importantes e essenciais na medida em que nio sé permitem explicar as
caracteristicas fenotipicas exibidas pelas células cancerigenas mas também proporcionam
alvos para o desenvolvimento de agentes terapéuticos com vista a uma maior eficacia de

tratamento (Martinez et al/, 2003, Polyak, 2007).



|.2. Hematopoiese

A hematopoiese é um processo complexo e altamente regulado na medula éssea,
caracterizado por uma renovagdo continua de células sanguineas a partir de um numero
reduzido de células estaminais percursoras pluripotentes, de acordo com as necessidades do
organismo (Guarnerio et al, 2014, Jung et al, 2014, Kiel et a/, 2008). Estas células estaminais
hematopoiéticas (CEH) definem-se pelo seu elevado potencial proliferativo, elevada
capacidade de auto-renovacio e multipoténcia para gerar todas as diferentes linhagens
hematopoiéticas linféides e mieldides (Belov et al, 2001, Roshal et al, 2013). Moléculas
sinalizadoras e fatores de crescimento coordenados induzem as células estaminais a
manterem o seu estado indiferenciado ou, pelo contrério, a diferenciarem-se (Hoffbrand et
al, 2006). As CEH produzem progenitores imaturos que, gradual e progressivamente,
através de uma série de eventos de proliferagio e diferenciacdo, originam as diferentes
linhagens (Crans &Sakamoto, 2001) (Figura I.1). Nos adultos, as CEH sdo responsaveis por
gerar | x 10’ glébulos vermelhos e | x 10° de glébulos brancos por hora no sangue (Wang
et al, 2011).

Fatores de transcricdo sdo essenciais na regulacdo do crescimento, desenvolvimento
e diferenciacdo celular no sistema hematopoiético. Alteragdes nos mecanismos que
controlam todas estas funcdes, como uma falha no controlo do mecanismo de produgdo ou
da morte celular programada das células hematicas, podem originar neoplasias

hematoloégicas, onde se incluem as leucemias (Crans &Sakamoto, 2001, Pokharel, 2012).
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Figura I.1. Hierarquia hematopoiética.

As células estaminais hematopoiéticas estdio na origem da hierarquia, sendo responsaveis pela
producio de células do sangue maduras; CEH: células estaminais hematopoiéticas; CMP: progenitor
comum para a linhagem mieldide; MLP: progenitor mieldide/linféide; MEP: progenitor
etritroide/megacariécito; GMP: progenitor mondcito/granulécito; MDP:  progenitor de células
dendriticas e de macrofagos; CDP: progenitor comum de células dendriticas; CLP: progenitor
comum para a linhagem linfoide; ETP: percursor timico precoce; B/NP: progenitor de células B e de

células Natural Killer. Adaptado de (Hayden et al, 2011).

|.3. Neoplasias Hematolégicas

Os inumeros estadios de diferenciagio hematopoiética podem dar origem a
diferentes tipos de cancro, bioldgica e clinicamente distintos, devido ao diferente fenétipo da
célula envolvida e as diversas alteragdes genéticas que adquirem (Nass &Moses, 2007).

Nas ultimas décadas, o conhecimento biolégico acerca destas doengas tem sido
crescente, permitindo uma classificagdo mais sofisticada que incorpora ndo sé as
caracteristicas morfologicas “tradicionais” e ja conhecidas, como também caracteristicas

imunofenotipicas, genéticas e clinicas (Nass &Moses, 2007).



1.3.1. Leucemias

O termo leucemia (do grego: /eukos branco, aima sangue) foi descrito pela primeira
vez por Rudolf Virchow (Geary, 2000, Reckzeh et al, 2010).

A leucemia é uma doenca maligna e progressiva caracterizada por uma proliferacao
clonal e excessiva, com bloqueio maturativo e disfuncdo celular, de células das linhas
mieldide ou linféide, ou dos seus percursores, na medula éssea e/ou sangue (Crans
&Sakamoto, 2001). Estima-se que em 2012 ocorreram |5] 317 mortes em individuos do
sexo masculino e cerca de |4 144 mortes relativamente ao sexo feminino a nivel mundial
devido a estas patologias (Ferlay et al, 2012) que atingem todas as faixas etarias, com um
pico de incidéncia no idoso e outro nas criangas e adolescentes com idades inferiores a 15
anos (American Cancer Society 2011). Apesar da alta taxa de mortalidade, as leucemias
representam uma pequena fragio (<5%) de todos os cancros no Homem (Howlader et al/,

2013).

Os diferentes tipos de leucemia sio classificados de acordo com a célula envolvida e
o tempo de evolugdo, condicionado pela taxa de crescimento celular (Crans &Sakamoto,
2001). Esta classificacdo permite agrupa-las em 4 grandes tipos, de acordo com a linhagem
afetada (Leucemia Linféide e Leucemia Miel6ide) e a fase de bloqueio maturativo e indice
proliferativo (Leucemia Aguda e Leucemia Crénica) (Hamerschlak, 2008, Saha et a/, 1998).

A maioria das leucemias é diagnosticada no idoso, sendo as mais comuns a Leucemia
Linfocitica Crénica (LLC) e as Leucemias Mieloblasticas Agudas (LMA) (American Cancer
Society 2014). Na idade pediatrica predominam as Leucemias Linfoblasticas Agudas (LLA)
(Shah et al, 2013).

Nas leucemias agudas, a célula neoplasica é uma célula imatura em estadios precoces
da diferenciagio hematopoiética, designada blasto, que se tornam independentes
relativamente aos mecanismos de controlo da hematopoiese e, como tal, permanecem
indefinidamente em divisio (Pokharel, 2012). A continuada proliferagio de blastos, sem
capacidade de diferenciagio em células hematopoiéticas maduras, resulta na acumulagio de
células imaturas disfuncionais, substituindo os elementos normais da medula e levando a
progressiva deplecio de células maduras no sangue (Morais et al, 2014). Como
consequéncia, podem ocorrer infecdes por falta de glébulos brancos maduros funcionais,

anemia por falta de glébulos vermelhos, e hemorragias por falta de plaquetas (Pokharel,

2012).



Nas leucemias croénicas a célula neoplasica ja tem caracteristicas de maturagido, com

menor capacidade proliferativa sendo, contudo, funcionalmente anémala (Pokharel, 2012).

|.3.1.1. Leucemia Linfoblastica Aguda

A Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) (Figura 1.2.) é o tipo de leucemia mais comum

nas criangas, sendo rara em adultos (Marnitz et al, 2014).

A terapéutica da LLA passa pela utilizagio de protocolos quimioterapicos com a
utilizacdo sincrona e/ou sequencial de varios farmacos, incluindo antraciclinas como a
doxorrubicina. Em casos selecionados, podem ser utilizados inibidores de tirosina cinase e
anticorpos monoclonais, podendo ainda haver indicagdo para o transplante alogénico de
medula 6ssea ou de progenitores hematopoiéticos de sangue periférico (Hamerschlak, 2008,

Inaba et al, 2013).

Acute Lymphocytic Leukemia
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Figura 1.2. Leucemia Linfoblastica Aguda. As células hematopoiéticas estaminais (CHE) produzem
percursores de granulocitos (G) e de linfocitos (L) que irdo gerar células diferenciadas. Modificagdes
genéticas e/ou epigenéticas nas células estaminais (S) ou nos percursores de linfocitos (L) (células
listradas) induzem uma acumulagdo neoplasica das células devido a uma hiperproliferacio e

decréscimo da apoptose. Adaptado de (Buzzeo et a/. 2007).

1.3.1.2. Leucemia Mieléide Crénica

A Leucemia Mieloide Croénica (LMC) é uma neoplasia maligna mieloproliferativa
clonal e progressiva, na qual se observa uma producdo excessiva de globulos brancos
maduros e seus progenitores intermédios (Doepfner et al, 2007, Radich, 2010). Na grande

maioria dos casos, a causa envolve uma translocagido que origina o cromossoma Philadelphia
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(Cortes et al, 1996, Deininger et al., 2000, Savage et al, 2002), que sera desenvolvido mais
adiante.

A célula neoplasica da LMC desenvolve-se a partir de células estaminais
hematopoiéticas multipotentes primitivas (Buzzeo et a/, 2007) (Figura 1.3.). Verifica-se,
ainda, um aumento da populacdo de células estaminais causado, possivelmente, pela redugio
na diferenciacio ou apoptose, com aumento de auto-renovagio celular (Goldman et al,
2003). O aumento da taxa de proliferacdo reflete a insensibilidade dos progenitores celulares
hematopoiéticos aos reguladores negativos da proliferagdo, contribuindo para a inibigio da
maturagdo normal das células e para a uma vantagem proliferativa das células leucémicas
(Goldman &Melo, 2003, Gordon, 1999).

Em consequéncia da expansio medular de progenitores em estadios intermédios,
células progenitoras de todas as linhagens surgem na circulagio em nimero elevado, um
fenomeno denominado mielémia (Gordon 1999).

A LMC caracteriza-se por apresentar trés fases distintas: |. A fase crénica, em que ha
a caracteristica expansio clonal massiva de células mieloides, acima descrita; 2. A fase
acelerada, caracterizada pela perda progressiva da capacidade de diferenciagio dos clones
leucémicos, com aumento do indice proliferativo e do numero de progenitores mais
imaturos (blastos); 3. A crise blastica, em que a preponderdncia de blastos origina um
comportamento sobreponivel ao de uma leucemia aguda (Druker et a/, 2001, Hamerschlak,

2008, Hirji et al, 2013).

Chronic Myeloid Leukemia

Figura |1.3. Leucemia Mieldide Croénica. Modificacbes genéticas e/ou epigenéticas (células
listradas) nas células estaminais (S) ou nas células progenitoras de granulécitos (G) induzem
uma acumulagio de células neoplasicas devido a uma proliferagio excessiva e a um
simultdneo decréscimo da apoptose. Adaptado de (Buzzeo et a/ 2007).

O tratamento passa pela quimioterapia e/ou irradiacdo intensiva e, para uma minoria

de doentes, pelo transplante de medula 6ssea alogénica (Clarkson et a/, 2003).



- Biologia da neoplasia: Cromossoma Philadelphia

A ativagido dos fatores de transcrigio que controlam a diferenciacio hematopoiética
e a ativacdo constitutiva de componentes de recetores de tirosina cinase sido as duas
principais alteracdes genéticas responsaveis pelo desenvolvimento da LMC (Clarkson et a/,
2003).

A proteina abl funciona como tirosina cinase, transferindo um grupo fosfato
proveniente da molécula ATP para residuos tirosina de outros substratos (Zhu et al/, 2014).
Esta enzima inicia uma cascata de eventos e vias de sinalizagio intracelulares incluindo vias de
proliferacdo e sobrevivéncia celular (Bellodi et a/, 2009).

Uma das translocagdes presentes em cerca de 95% das LMC e nalgumas LLA (cerca
de 20-25%) ocorre entre os cromossomas 9 e 22 (Hirayama et al, 2008, Izraeli et al, 2014,
Radich, 2010, Rowley, 1973). Parte do proto-oncogene ABL é removida do cromossoma 9,
sendo inserido no cromossoma 22, adjacente ao gene BCR. Da mesma forma, parte do
cromossoma 22 é removida distalmente ao ponto de quebra e translocada para o
cromossoma 9. Esta translocacdo origina um gene quimérico BCR-ABL e consequente
diminuicio do tamanho do cromossoma 22, originando um derivado do 22 designado
cromossoma Philadelphia (Druker et a/, 2001, el-Shami et a/, 2008, Karimiani et a/, 2013)
(Figura 1.4.). A proteina de fusdo bcr-abl codificada pelo gene quimérico tem a actividade de
tirosina-cinase da ABL mas encontra-se constitucionalmente ativada, originando
perturbagdes no ciclo celular, diminuicio da apoptose e aumento da divisio e proliferagio
celular que conferem uma vantagem proliferativa sobre os elementos hematopoiéticos ndo-
mutados, e subjazem ao desenvolvimento da LMC (Aloisi et al, 2006, Buzzeo et al, 2007,
Deininger et al, 2000). Basta uma Unica célula estaminal hematopoiética pluripotente
adquirir o cromossoma Philadelphia e, com isso, uma vantagem proliferativa para
proporcionar a formagio gradual de clones Ph-positivos que substituem os elementos

hematopoiéticos normais (Goldman &Melo, 2003).
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Figure 1.4. Formagio do cromossoma Philadelphia (Ph). Translocagdo entre os cromossomas

9 e 22, levando a formagao do cromossoma Philadelphia (Ph) e posterior agdo do oncogene

BCR-ABL na patogénese da CML (Lydon, 2009).

Os inibidores da tirosina-cinase BCR-ABL sido o tratamento indicado para a LMC
(Savage &Antman, 2002). O imatinib, o primeiro farmaco da classe com aprovagio para uso
humano, é um inibidor seletivo da tirosina-cinase BCR-ABL, utilizado como terapéutica de
primeira linha na LMC (Buzzeo et al, 2007, Hamerschlak, 2008, Mendonca et al, 2010).
Contudo, tém sido descritas cada vez mais mutacdes que conferem resisténcia a este

farmaco (Baselga, 2006, Nass &Moses, 2007).

1.3.1.3. Leucemia Mielobléstica Aguda: LMA-M5 ou Leucemia
Monocitica Aguda

A Leucemia Monocitica Aguda (LMC), ou Leucemia Mieloblastica Aguda tipo M5, é
um subtipo de LMA definido pelo grupo FAB (Tallman et a/, 2004). Neste subtipo, as células
de linhagem monociticos ou monoblastica/monocitica apresentam-se em elevada
percentagem no sangue periférico, excedendo os 5 x 10°/L (Belov et a/, 2001, da Fonseca et
al, 2003, Tallman et al, 2004), e associa-se frequentemente a translocagdes cromossémicas

como a translocagdo 11923 (Ferrara et al, 2013, Tallman et al,, 2004).



|.3.2. Tratamento

Quimioterapia, radioterapia, excisio cirdrgica, imunoterapia, terapia hormonal e
transplante alogénico de células estaminais sdo os tratamentos possiveis para a maior parte
dos tipos de leucemia (Goldman &Melo, 2003). No caso especifico da LMC, como
previamente descrito, ja foram desenvolvidos farmacos dirigidos, como o imatinib, as
anomalias genéticas que a caracterizam (Radich, 2010, Savage &Antman, 2002).

Contudo, o tratamento representa um desafio dificil devido a elevada taxa de
recaidas e complicagbes associados ao mesmo (Doepfner et al, 2007).

A quimioterapia € um dos tratamentos mais utilizados no tratamento do cancro
(Diao et al, 2011) e visa a eliminacdo de células que possuem uma taxa de crescimento mais
acelerada, como é o caso das células cancerigenas, nio sendo, contudo, especifica para estas
altimas (Brannon-Peppas et al, 2004). A resisténcia a quimioterapia, que passa pela multipla
resisténcia intrinseca a farmacos e a eficicia limitada de estratégias de tratamento
convencionais no tratamento das leucemias, quer pela incapacidade de fornecer
concentragdes terapéuticas do farmaco no tecido-alvo, quer por efeitos secundarios severos
sobre os 6rgios e tecidos normais, gera um consideravel interesse e necessidade no
desenvolvimento de novas terapéuticas com melhor especificidade celular, dirigida ao alvo
molecular subjacente a leucemogénese (Doepfner et al, 2007, Gomes-da-Silva et al, 2012b,
Gubernator, 201 I, Hamerschlak, 2008, Morais et a/, 2014, Soundararajan et a/,, 2009).

O verdadeiro desafio atual centra-se no desenvolvimento de uma medicina “precisa”
e dirigida para os diferentes subtipos de leucemia, com redugio dos efeitos secundarios
(Napper et al, 2013, Savage &Antman, 2002).

O desenvolvimento de novas plataformas em nanoescala oferece um grande potencial
nos avancos no tratamento de doentes com cancro (Cuenca et al,, 2006). Estudos anteriores
utilizando lipossomas sensiveis ao pH em células de neoplasias hematoldgicas obtiveram
resultados promissores. Estudos liderados por Ishida et a/ (2001) em linhas celulares de
linfoma B comprovaram o aumento da citotoxicidade da doxorrubicina encapsulada, in vitro
(Ishida et al, 2001). Também Fonseca et al (2005) demonstraram existir uma facilidade de
associacdo celular entre uma particula sensivel ao pH e a membrana celular de células T

leucémicas humanas (Fonseca et a/, 2005).

Assim, o direcionamento de farmacos para alvos especificos presentes apenas nos

orgaos, tecidos ou células afetadas pela doenga, inclusive em combinacdo com a
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quimioterapia convencional, tem vindo a ser proposto como uma estratégia promissora para
o aumento da eficicia dos tratamentos correntes, resultando no aumento da sobrevivéncia e
da qualidade de vida do doente (Andresen et al, 2005, Dai et a/, 2009a, Vanneman
&Dranoff, 2012).

|.4. Novas estratégias terapéuticas lipossémicas: nanoparticulas de base lipidica

A utilizagdo de dosagens tradicionais de agentes anticancerigenos apresenta alguma
limitacdo devido a barreiras com que os farmacos se deparam antes de atingirem o tecido-
alvo; uma delas é o grande volume de distribuicdo apés a administracdo intravenosa (Celano
et al, 2004). Esta situagio desencadeia uma elevada toxicidade nos tecidos saudaveis,
acompanhada de efeitos adversos e de um baixo indice terapéutico ([dose letal do farmaco
para 50% da populacio (LD50)]/[dose efetiva minima para 50% da populacio (ED50)]) (To et
al., 2003).

Os sistemas de entrega nio baseados em virus tém vindo a ser estudados como uma
alternativa atrativa, tendo como principais vantagens a reduzida imunogenicidade, facilidade
de manuseamento, controlo das suas propriedades e caracterizagdo estrutural e molecular
(Allen, 1998, Ambegia et al, 2005, Fonseca et a/, 2005, He et a/, 2013, Mokhtarieh et al,
2012). Nas dltimas décadas, tém-se alcangado grandes avangos no desenvolvimento de
sistemas de libertagdo de agentes terapéuticos através de vetores lipossomicos, os quais tém
vindo a ser aplicados em diversos campos, desde a quimioterapia a terapia genética (Fenske
et al., 2005, Simoes et al,, 2004).

Devido a sua elevada estabilidade no sangue e a sua composicao fosfolipidica, que lhes
permite serem biocompativeis e biodegradaveis, os lipossomas sdo sistemas de entrega
promissores e adequados a uma variedade de aplicagdes em areas como a terapia celular ou
terapia do cancro (Fonseca et al/, 2014, Immordino et al, 2006). Estas nanoparticulas de base
lipidica tém sido o método de entrega de quimioterapia mais estudado, permitindo
ultrapassar limitagdes quanto a biodistribuicdo sistémica do farmaco livre, solubilidade de
agentes quimioterapéuticos hidrofébicos e sua toxicidade (Gomes-da-Silva et al/, 2012a,
Gomes-da-Silva et al, 2012b, Pathak et a/, 2014).

Os requisitos para uma estabilidade e internalizagdo vantajosa destas formulages
lipidicas na célula-alvo, com vista a uma aplicagédo clinica, incluem ainda um pequeno tamanho

da particula, uma elevada eficiéncia de encapsulagdo, e uma farmacocinética e biodistribuigao
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favoraveis (Andresen et al, 2005, Brannon-Peppas &Blanchette, 2004, Klimuk et a/, 2000,
Monck et al/, 2000). A encapsulagio de diversas moléculas de tamanho reduzido pelos
lipossomas (< 200 nm) tem demonstrado eficicia em humanos em ensaios clinicos de Fase |
e Il (Pathak et al, 2014). Ainda um aumento da associacdo celular com uma acumulagio do
farmaco no tumor entre 50 a 100 vezes superior ao agente terapéutico livre tem sido

verificado com a utilizagdo destas nanotecnologias (Jeffs et al, 2005).

Em ordem a maximizar a entrega intracelular do seu conteldo, estas particulas
devem interagir especificamente com as células tumorais e serem internalizadas por estas
(Haley et al, 2008, Wheeler et al, 1999). Idealmente, no interior das células as particulas
destabilizardo no compartimento endossomal, induzindo a libertagdo do agente encapsulado
para o citoplasma (Fenske &Cullis, 2005, Santos et al, 2010). Estes sistemas de entrega
deverio ser seguros e bem tolerados ap6s repetigdes de administragio sistémica, de modo a
permitir a administracdo ciclica dos quimiofairmacos (Gomes-da-Silva et al, 2012a), de

acordo com os protocolos terapéuticos actuais.

A principal limitacdo da administracdo intravenosa das nanoparticulas é a interagio da
sua carga positiva com a carga negativa das proteinas do soro, levando a formagio de
agregados que se acumulam nos pulmdes, figado e bago, sendo rapidamente eliminadas, de
seguida, pelo Sistema Reticuloendotelial (SRE) (Abraham et al, 2005, Cuenca et al.,, 2006).

Novas formulacdes tém sido desenvolvidas com o intuito de modular diferentes
propriedades da particula, adequada a utilizagdo clinica, nomeadamente através da
incorporagio de derivados lipidicos de poli(etileno glicol) (PEG) na superficie dos lipossomas
(Moreira et al, 2001, Sawant et a/, 2010). A natureza hidrofilica do PEG permite diminuir a
imunogenicidade da particula lipidica ao permitir “mascarar” a sua superficie, diminuindo a
agregacdo e o reconhecimento daquela pelo Sistema Reticuloendotelial (Ishida et a/, 2001,
Lasic, 1998, Song et al, 2002) (Figura 1.5.). Permite, ainda, uma estabilizacdo da particula e
uma farmacocinética favoravel a acumulagio tumoral, melhorando o perfil de biodistribuicdo
dos agentes terapéuticos com a redugio das doses a serem administradas (Fonseca et al/,
2014, Semple et al, 2005, Zhang et al/, 1999).

A funcionalizagio adicional com ligandos especificos para o tumor, suscetiveis de
promover a internalizagdo das nanoparticulas mediante interagio especifica com proteinas
de membrana sobreexpressas na superficie das células-alvo tumorais, incluindo as células

cancerigenas em circulacio, melhora a eficacia destes sistemas de entrega de farmacos
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(Malam et al, 2009), otimizando o racio dos farmacos desde o local de administragio até ao
sitio-alvo (Moura et al, 2012, Peer et al, 2007, Xing et al, 2012) (Figura 1.6.). Estas
nanoparticulas aumentam, ainda, o tempo de circulagio e semi-vida do farmaco no sangue
ap6s a administracio sistémica, verificando-se que uma concentragdo significativa dos
lipossomas permanece no sangue 24 h ap6és a administragio (Mendonca et a/, 2010, Moura

et al, 2012).

Hydrophillic e
polymer (e.g. PEG)

which attracts water
layer to liposome surface

Opsonin absorption is inhibited by
water layer at liposome surface

Figura 1.5. Lipossomas com poli(etileno glicol) (PEG) incorporado na sua superficie. Opsoninas do
sangue s3o repelidas devido a presenca de PEG e das moléculas de agua que este atrai em redor da
particula. Uma diminui¢io da extensio de opsonizagio dos lipossomas leva, por sua vez, a uma
diminuicdo da extensdo de captacdo de lipossomas pelo Sistema Reticuloendotelial, resultando no

aumento do tempo de meia-vida da particula em circulacdo (Allen, 1998).
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Figura 1.6. Terapia direcionada para o tratamento do cancro. A internalizacio da particula com o
farmaco encapsulado ocorre através da ligagio do recetor ao ligando presente na superficie da célula,
permitindo a entrega do contetdo lipossomico intracelularmente. Adaptado de (Koumoutsakos et

al, 2013).

| .4.1. Lipossomas sensiveis ao pH

A preparacio dos lipossomas pode ser feita de forma a torna-los sensiveis a uma
diversidade de estimulos quimicos e fisicos, nomeadamente a temperatura, luz ou pH,
potenciando a sua aplicagdo terapéutica (Hafez et a/, 2000a).

Os lipossomas que podem ser “ativados” e destabilizados para libertar os seus
conteudos em resposta a estimulos de pH sio de particular interesse, uma vez que podem
responder a ambientes acidos /in vivo, como é o caso do microambiente tumoral (Simoes et
al, 2004). Lipossomas sensiveis ao pH sdo constituidos por uma mistura lipidica, contendo o
lipido dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE) e o lipido colesterol hemisuccionato (CHEMS). O
DOPE adota uma estrutura hexagonal invertida e tem a capacidade de permitir o aumento
da hidrofobicidade da membrana lipidica, o que favorece as interagdes com a membrana
celular (Cullis et a/, 1978, Simoes et al, 2004). Lipidos aniénicos como CHEMS, um éster de
colesterol acidico, sdo frequentemente utilizados com o DOPE com o objetivo de formar
particulas sensiveis ao pH (Hafez et al/, 2000b). A valores de pH acima de 6,0,
aproximadamente, a carga negativa do CHEMS induz a estabilidade do DOPE na bicamada
lipidica (Ishida et a/, 2001). Contudo, quando ha uma diminuigdo do pH no ambiente celular
ocorre a protonagio do CHEMS, com redugido da estabilidade do DOPE na organizacio

lipidica (Lai et al, 1985). Ou seja, o conjugado CHEMS/DOPE ¢ estavel a pH neutro
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(incluindo o pH fisiolégico 7,35 a 7,45) e basico mas instavel a pH acido (Hafez &Cullis,
2000b). Assim, nestes lipossomas sensiveis ao pH, quando sujeitos ao ambiente acidico da via
endocitica, o CHEMS ¢é protonado, o que inicia um comportamento fusogénico da particula
lipidica, levando a libertagdo intracelular do farmaco encapsulado e ao seu acesso a alvos
terapéuticos no citoplasma e no nucleo (Fonseca er al, 2005, Moura et al, 2012). E
igualmente devido a esta caracteristica que o lipossoma consegue libertar-se do
aprisionamento feito pelo endossoma antes deste se fundir e ser destruido pelo lisossoma
(Simoes et al, 2004) (Figura 1.7.).

A utilizacdo do complexo CHEMS/DOPE, bem como o uso de lipidos como DSPC,
CHOL e PEG, é frequentemente selecionada para plataformas nanotecnoldgicas de
libertagdo de agentes terapéuticos devido a favoravel reten¢do do farmaco e razoavel tempo
de circulagdo (Fenske &Cullis, 2005).

Verifica-se, assim, que formulagdes lipidicas sensiveis ao pH sdo estratégias

terapéuticas competentes capazes de aumentar a eficacia do tratamento (Ishida et al, 2001).

Encapsulated
mialerial

early endosome (pH= 6.5)
2-53 min

late endosome (pH=5.06.0)
10=1% min

lysosome (pH= 4.0-5.0)
30-35 min

Figura 1.7. Esquematizagdo do principio de funcionamento dos lipossomas sensiveis ao pH e
funcionalizados com ligandos. Mecanismo de endocitose, seguido de inclusdo da nanoparticula nos
endossomas numa fase precoce, maturando, posteriormente, em endossomas tardios com
diminuicdo do pH. Tal processo induz a destabilizagido dos lipossomas direcionados devido ao
comportamento fusogénico de CHEMS/DOPE e consequente libertagio do seu contetdo no interior

da célula antes de se fundirem com o lisossoma (Simoes et al/, 2004).



|.4.2. Lipossomas com doxorrubicina

Doxorrubicina (DXR) é o farmaco anticancerigeno do grupo das antraciclinas mais
comumente utilizado na clinica (Ichikawa et a/, 2014), em resultado do seu amplo espetro de
atividade e excelente mecanismo de agdo antineoplasica contra multiplos cancros humanos,
nomeadamente, no tratamento das leucemias (Diao et a/, 201 |, Fenske &Cullis, 2005).

As antraciclinas intercalam-se no acido desoxirribonucleico (ADN) celular e inibem a
topoisomerase |l, interferindo com a funcionalidade da enzima para religar o ADN (Pinto et
al., 2009).

Contudo, a elevada toxicidade do firmaco apresenta-se como uma barreira ao
tratamento devido aos efeitos adversos limitantes de dose (Malam et al/, 2009) como
mielossupressdo, toxicidade gastrointestinal, cardiotoxicidade, vomitos e alopécia (Brannon-
Peppas &Blanchette, 2004). Em muitos casos, a terapéutica tem de ser descontinuada antes
do cancro poder ser erradicado, devido aos efeitos toxicos severos decorrentes do mesmo
(Brannon-Peppas &Blanchette, 2004).

Com o aumento da incidéncia da resisténcia a quimioterapia, o uso de lipossomas
oferece um tratamento mais efetivo (Malam et a/, 2009). Tem sido demonstrado que o
farmaco encapsulado em lipossomas, mesmo em concentragdes mais reduzidas, tem um
indice terapéutico mais elevado, com uma diminui¢do dos efeitos adversos associados ao

agente livre (Fonseca et al, 2005).

Desde o desenvolvimento dos lipossomas no inicio da década de 80 do século XX, a
tecnologia tem feito consideraveis avancos; formulacdes para o tratamento de diversas
doencgas atingiram ja o mercado (Tabela 1) (Immordino et al, 2006). Formulagdes
lipossébmicas de doxorrubicina estdo atualmente aprovadas para uso humano em cancro da
mama metastatico, Sarcoma de Kaposi e LMC, nomeadamente o Myocet® (aprovado pela
EMA- European Medicines Agency), Doxil® e Marqibo® (aprovados pela FDA- Food and

Drug Administration), respetivamente (Fonseca et al,, 2014, Haley &Frenkel, 2008).



Tabela I. Formulagdes lipossomicas comercialmente disponiveis. As formulagdes
aprovadas caracterizam-se por diferirem nos seus constituintes e nas suas aplicagdes

terapéuticas a diferentes doencas. Adaptado de (Immordino et al 2006).

Active agent Composition Stealth Company, year of Application Trial phase
(product name) product marketing

DaunoXome® DSPCICHOL no Nexstar Pharmaceuticals, ~ Kaposi's sarcoma Approved
(daunorubicin) 1995

DOXIL®/Caelyx® SoyHPC/ICHOL/DSPE-PEG  yes Sequus Pharmaceuticals, Kaposi's sarcoma Approved
(doxorubicin) 1997

Myocet®/Evacer® EPC/CHOL no Elan Pharma, 2000 Metastatic breast cancer Approved

(doxorubicin)

Depocyt DOPCIDPPG/CHOUtriolein  no SkyePharma 1999 Lymphomatous meningitis Approved
Ambisome® SoyHPC/DSPPC/ICHOL no Fujisawa USA Inc.and Fungal infections in Approved
(amphotericin) Nexstar Pharm 1997 immuno-compromised patients

A doxorrubicina sob a forma neutra é internalizada nos lipossomas, difundindo-se no
interior acidico da vesicula (Gubernator, 201 1). Na sequéncia da criagdo de um gradiente de
sulfato de amoénio entre o exterior e o interior dos lipossomas, ocorre uma diminuicdo dos
valores de pH de 7,4 para 5,5, sensivelmente, tornando o ambiente intravesicular acidico
mesmo que no exterior dos lipossomas permanega um pH neutro (Celano et a/, 2004). Ao
adquirir carga positiva, o agente fica protonado e ocorre a sua precipitagio, ficando o
mesmo retido no interior hidrofilico do lipossoma, devido a baixa permeabilidade
membranar apés a entrada do agente, com elevada eficiéncia de encapsulagio e sem difusio
do farmaco para o exterior do mesmo (Fritze et al, 2006, Gubernator, 2011, Ishida et al,

2001).

|.4.3. Recetor Nucleolina

A nucleolina é uma proteina multifuncional expressa em células de crescimento
exponencial que estd envolvida na transcricdo, proliferagio e crescimento celular (Ginisty et
al, 1999, Hovanessian et al/, 2010). Esta proteina encontra-se em diversos compartimentos
celulares: no nucléolo, onde controla parte do metabolismo do ADN e ARN; no citoplasma
onde induz o transporte de proteinas para o nucleo, controlando a regulagdo pos-
transcricional; e na superficie onde funciona como proteina de fixagdo para diversos ligandos
(Hovanessian, 2006, Otake et a/, 2007, Storck et al., 2007).
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Recentemente, Moura et al (2012) propuseram uma nanoparticula de base lipidica
sensivel ao pH dirigida para a entrega eficiente de agentes quimoterapéuticos, utilizando o
ligando F3 que reconhece especificamente a nucleolina que se encontra sobreexpressa em
diversas células cancerigenas, incluindo no cancro da mama, e endoteliais (Fonseca et al,
2014, Moura et al, 2012). A capacidade que este recetor tem em permitir a internalizagio
de moléculas que se ligam a si, faz da nucleolina um alvo potencial e atrativo no

desenvolvimento de estratégias terapéuticas anti-tumorais (Christian et a/, 2003).
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|.5. Objetivos

No seguimento do que foi descrito anteriormente, e tendo em conta a necessidade
de novas terapéuticas com o intuito de dirigir especificamente os tratamentos apenas a
células cancerigenas sem afetar células saudaveis, e sem comprometer a sua eficacia, este
trabalho experimental foi realizado com o intuito de desenvolver e caracterizar uma
nanoparticula de base lipidica, tendo como alvo células leucémicas (de leucemia linfoblastica
aguda, leucemia mieléide crénica e leucemia mieloblastica aguda de linhagem monocitica).

Com a perspetiva futura de desenvolver uma possivel estratégia terapéutica
lipossémica para o tratamento das leucemias, este projeto teve como objetivo compreender
os mecanismos de associagdo, internalizagio e citotoxicidade de uma nanoparticula
PEGuilada sensivel ao pH, funcionalizada com o peptideo F3 e contendo doxorrubicina. O
ligando F3 é um peptideo de 3| aminoécidos especifico para o dominio N-terminal do
recetor nucleolina que se encontra sobreexpresso na superficie das células cancerigenas

(Barel et al, 2008).

Serda expectavel que a formulagio funcionalizada, composta por lipidos que
permanecem estaveis a pH fisiolégico ou basico mas que destabilizam a pH acido, possam
aumentar a concentragdo intracelular do agente quimioterapéutico nas células de leucemia,

e, consequentemente, aumentar a eficacia da terapéutica.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Materiais

2.1.1. Materiais

Para a preparagdo da nanoparticula foram utilizados diferentes constituintes lipidicos
fornecidos pela empresa Avanti Polar Lipids (Alabaster, Alabama, EUA).

Os peptideos NS (ARALPSQRSR) e F3
(KDEPQRRSARLSAKPAPPKPEPKPKKAPAKK) foram obtidos a partir da firma Genecust
(Luxemburgo) e o agente quimioterapéutico doxorrubicina foi adquirido a IdisPharma (Reino

Unido).

2.1.2. Culturas Celulares

As linhas celulares MDA-MB-435s (células de melanoma), CCRF-CEM (células de
leucemia linfoblastica aguda), K562 (células de leucemia mieldide crénica), THP-1 (células de
leucemia mieloblastica aguda de linhagem monocitica) e MOLT-3 (células de leucemia
linfoblastica aguda) foram fornecidas pela American Type Culture Collection (Virginia, EUA).

As culturas dos diversos tipos celulares foram preparadas em meio RPMI-1640
(Sigma), suplementado com 10% (v/v) de Soro Fetal Bovino (FBS) (Invitrogen), 100 pg/mL de
estreptomicina e 100 U/mL de penicilina. As células foram mantidas a 37°C numa atmosfera

himida a 90%, contendo 5% de CO,.

2.2. Métodos

2.2.1. Preparagdo de lipossomas

2.2.1.1. Ativagdo dos peptideos
Para a realizagdo dos estudos, foram preparadas trés particulas lipidicas, em duas das

quais foi incorporado um peptideo na superficie dos lipossomas sensiveis ao pH
(DOPE:CHEMS:DSPC:CHOL:DSPE-PEG,4:2:2:2:0.8 racio molar) através do método de poés-
insercdo (Gomes-da-Silva et a/, 2012b, Moreira et a/, 2001, Santos et al,, 2010).

Inicialmente, procede-se a ativagio dos ligandos, ndo especifico (NS) e especifico (F3),
a partir da tiolacdo dos peptideos apos reacio com o reagente 2-iminotiolano (Sigma) em
HBS a pH 8, durante | h a temperatura ambiente. Esta metodologia foi realizada por ser
descrita como uma das mais eficientes reagdes de bioconjugacdo, que resulta numa ligacdo

estavel (Fonseca et al, 2005). Apos este periodo de tempo, os peptideos ja tiolados foram
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acoplados a micelas de DSPE-PEG-MAL, preparadas previamente a 50 °C, em tampao MES
salino pH 6,5. Posteriormente, estes conjugados (peptideo-micelas) foram deixados a reagir
durante 16 - I8 h a temperatura ambiente. As micelas correspondentes aos lipossomas sem
ligando foram preparadas utilizando o lipido DSPE-PEG. Apdés |2 h a 24 h, as diferentes
formulagdes foram sujeitas ao método injecdo de etanol (Maurer et al, 2001, Semple et al,

2001), abaixo descrito.

2.2.1.2. Preparacido de lipossomas pelo método de Injecdo de Etanol e pés-
insercao
A mistura lipidica utilizada para a preparagdo de lipossomas foi preparada através do

método de injegdo de etanol, caracterizado pela formagio das particulas em 40% de etanol e
60% de tampao de sulfato de aménio sob agitacio e prévio aquecimento, mantendo, no final,
as formulagdes ressuspendidas em etanol a 60 °C. A utilizacdo de etanol permite uma maior
solubilidade lipidica e uma reducdo do tamanho das particulas, caracteristica fundamental
para a utilizagio da terapia /in vivo (Semple et al, 2001).

Quarenta microlitros de solugdo organica lipidica foram adicionados ao tampéo de
sulfato de amoénio, gota a gota, sob 30 segundos de vértex, seguido do aquecimento das
formulagdes a 60 °C durante | min. Todo este procedimento foi repetido até que todo o
lipido fosse adicionado ao tampéo.

Apés a adigio dos lipidos ao sulfato de amoénio, as formulagdes foram
sequencialmente passadas 2| vezes através de membranas de policarbonato de 50 nm de
didametro de porosidade, utilizando um extrusor LipoFast Basic (Avestin, Canada)
previamente aquecido. Tal extrusio permite obter uma distribuicio uniformizada do
tamanho das particulas (Semple et a/, 2001).

Apos a formagio dos lipossomas, o tampao foi trocado recorrendo a cromatografia
de exclusio molecular através de uma coluna Sephadex G-50 (Sigma), para permitir a
encapsulacido da doxorrubicina.

A doxorrubicina foi encapsulada ativamente na auséncia de luz, durante 1,5 h a 60 °C
(Bolotin et al, 1994). A remocio do farmaco que n3o foi encapsulado (farmaco livre) foi
realizada através de cromatografia de exclusio molecular usando uma coluna G-50
equilibrada com 25 mM de HEPES e 140 mM de NaCl (tampao salino HEPES, HBS), a pH 7 4.

Apobs a passagem dos lipossomas pela coluna de cromatografia, os lipossomas ja
formados foram submetidos ao processo de poés-insergdo. Este método caracteriza-se pela

incorporagdo dos ligandos a superficie dos lipossomas a 50 °C em todas as formulagdes
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preparadas, com uma proporgio lipido total/conjugado de 2 mol%. Os lipossomas nao
direcionados, embora sem peptideo, foram também sujeitos a | h de incubacdo a mesma

temperatura.
2.3. Caracterizagdo de Lipossomas

2.3.1. Tamanho, indice de Polidispersio e Eficiéncia de encapsulagio

A média do didmetro dos lipossomas preparados, bem como o indice de
Polidispersao, foi determinada por dynamic light scattering usando o analisador de tamanhos
N5 (Beckman Coulter, Califérnia, EUA).

A fim de aferir a concentragio final de lipido, foi quantificado o fosfolipido colina
através do kit Phospholijpids C (Wako Chemicals, EUA).

A absorvancia do farmaco encapsulado foi determinada a 492 nm por interpolagio
em curva padrdo sob solubilizagdo dos lipossomas em 90% de etanol absoluto, de forma a
determinar a  eficiéncia de  encapsulagio (%) através da  equagio:

[(Farmaco/LT);,./(Farmaco/LT),,..]x100.

2.3.2. Estudos de Imunocitoquimica

Com o intuito de verificar a presenca da nucleolina nas células utilizadas, realizaram-
se ensaios de imunocitoquimica para trés das linhas celulares de leucemia (CCRF-CEM, K562
e THP-1). Para tal, 500 000 células de cada linha foram preparadas em meio de cultura sem
soro, até atingirem 80%-90% de confluéncia, em placas de cultura de 12 pogos previamente
revestidos com gelatina 0,1% (Sigma, G1890-100G), para potenciar a adesdo das células.
Posteriormente, as células foram fixadas com etanol a 96% para permitir a aplicagdo do
método de marcagdio com estreptavidina biotina (LSAB) (Kammerer et al, 200I).
Inicialmente foi adicionado peréxido de hidrogénio 3% durante |5 min, seguido de 5 min
com soro de cabra (Ultravision Protein Block -125 mL- TA-125-PBQ, Kit ThermoScientific).
Ao anticorpo primario monoclonal (anticorpo de ratinho anti-nucleolina humana- Bond
Primary Antibody Diluent - 500 mL - AR9352, Leica Bond- diluigdo de |:50 por lamina) foi
de seguida adicionado o anticorpo secundario biotinilado (Biotinylated Goat Anti-Polyvalent
- 125 mL - TP-125-BNK, Kit ThermoScientific) durante |5 min e, logo apos, a estreptavidina-
peroxidase (Streptavidin Peroxidase - 125 mL - TS-125-HR) também durante |5 min. Foi

adicionado o revelador colorimétrico 3,3'-diaminobenzidina (DAB- Novocastra DAB
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Substrate Buffer - 30 mL - RE7106; Novocastra DAB Chromogen - 30 mL - RE7105, Leica
Microsystems) durante 5 min e contrastado com hematoxilina, permitindo a detegdo do
complexo anticorpo-antigénio.

As imagens de microscopia foram obtidas utilizando um microscoépio ético composto
com uma camara digital DXM [1200F (Nikon, Germany) com uma ampliagio de 400x,
detetando o complexo anticorpo-antigénio por bright field microscopy, e utilizando um
microscopio morfolégico Carl Zeiss Axioskop 2 plus, com objetiva Plan-Neofluar de

ampliagdo 40%/1.25.

Streptavidin
v // Enzyme Complex
Biotinylated "‘x“
Secondary A
Antibody >

Mouse/Rabhbit

Antibody > /Jk\
N\

Figura 2.1. Reacdo entre anticorpo-antigénio visualizado em imunocitoquimica por microscopia por

+—— Antigen

aplicagdo do revelador clorimétrico DAB. Ao antigénio de interesse, neste caso a nucleolina, é
adicionado o anticorpo primario, seguido do anticorpo secundario biotinilado. E adicionado,
posteriormente, o complexo estreptavidina-peroxidase que se liga a biotina do anticorpo secundario,

visualizando-se a presenga da proteina. Adaptado de (Kumar et a/, 2009).

2.3.3. Estudos de entrega intracelular por citometria de fluxo

Duzentas mil células das linhas celulares MDA-MB-435s, CCRF-CEM, K562, THP-le
MOLT-3 foram incubadas em tubos de citometria a 4°C e a 37°C, durante | h, com
lipossomas ndo direcionados e direcionados sensiveis ao pH com 0,4 mM de lipido total,
marcados com rodamina-PE (Rhod-PE) (0,78 mM) (Avanti Polar Lipids).

Apos a hora de incubagio, as células foram centrifugadas a 300 g durante 5 min e
lavadas com 500 pL de tampio fosfato salino (PBS, pH 7,4), novamente centrifugadas

durante 5 min a 300 g e lavadas, pela segunda vez, com 300 pL de PBS. Imediatamente
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depois, as células foram analisadas por citometria de fluxo, utilizando um citbmetro
FACScalibur (BD Biosciences).

A fluorescéncia correspondente a RhoD-PE foi avaliada por FL2, num total de 20 000
eventos registados. Os resultados obtidos foram analisados pelo software CellQuest Pro
(BD Biosciences) e normalizados contra células ndo sujeitas a incubacdo com lipossomas. Os
resultados foram ainda comparados com células da linha MDA-MB-435s usadas como

controlo positivo nos ensaios com os lipossomas preparados.

2.3.4. Estudos de Viabilidade Celular

De forma a avaliar as diferentes subpopulagdes existentes nas linhas celulares, 200
000 células foram incubadas com lipossomas sem doxorrubicina, duplamente marcados com
RhoD-PE e 7-aminoactinomicina D (7-AAD) (Sigma) (Santos et al, 2008). Controlos
celulares nio incubados com lipossomas e sem terem sido sujeitos a execugdo do protocolo,
também marcados com 7-AAD, foram utilizados como controlo para identificar as diferentes
populagbes e a respetiva taxa de morte verificada nos ensaios de citometria de fluxo
(Zembruski et al, 2012).

O 7-AAD ¢é um composto fluorescente que se intercala no ADN de células com a
membrana celular danificada ou permeabilizada, permitindo a detecdo da perda da
integridade membranar associada aos eventos de morte celular, quer seja por apoptose
precoce ou tardia, quer por necrose (Khan et al, 2005, Lecoeur et al, 2001, Mancuso et a/,
2009, Zembruski et al, 2012). O seu nivel de incorporagio depende da extensio da
alteragdo da membrana durante o processo de morte celular, sendo que, quanto maior o
grau de destruigdo e consequente permeabilizagio da membrana, maior sdo os niveis de 7-

AAD no interior da célula (Lecoeur et al, 2001).

2.3.5. Estudos de Citotoxicidade

De forma a avaliar a capacidade citotdéxica de cada uma das formulacées com o
farmaco encapsulado, foram realizados estudos de citotoxicidade. Neste ensaio, procedeu-se
a incubagio das linhas celulares com diferentes concentragdes de doxorrubicina encapsulada
nas particulas lipidicas (10 uM; 2,5 pM; 0,625 uM; 0,156 pM; 0,039 uM; 0,00976 pM; 0,00244
pM; 0,000610 uM; 0,000153 pM). Neste sentido, de acordo com as curvas de crescimento
determinadas para cada linha celular, 32 000 células CCRF-CEM, 14 000 células K562 e 32
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000 células THP-| foram incubadas quer com lipossomas direcionados com os ligandos NS e
F3, quer com lipossomas n3o direcionados durante |, 4 e 24 h. Apds os respetivos tempos
de incubagdo, o meio de cultura das células foi renovado com novo meio, sem lipossomas, e
as células foram mantidas até 96 h (no caso das linhas CCRF-CEM e K562) e 144 h (para a
linha THP-1), para que completassem 3 a 4 ciclos de crescimento celular apés as incubagdes.

Apo6s este periodo de tempo, a viabilidade celular foi avaliada pelo método de
resazurina (Alamar Blue), a qual é reduzida apenas pelas células metabolicamente ativas,
permitindo avaliar a funcio metabdlica celular e a citotoxicidade induzida pelo farmaco
(O'Brien et al, 2000, Pinto et a/, 2009, Rampersad, 2012). A absorvancia das microplacas foi

medida a 570-600 nm, permitindo a elaboracdo de curvas de dose-resposta.

2.3.6. Anilise Estatistica

Os dados foram analisados através do calculo da média + SEM e as diferencas
estatisticas foram avaliadas por analise de varidncia (one-way ou two-way ANOVA),
constando os niveis de significincia nas respectivas figuras (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

Considerou-se como estatisticamente significativo um valor de p< 0,05.
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3. Resultados e Discussio



3.1. Caracterizagdo das propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas

Segundo os resultados verificados na Figura 3.1.A, o tamanho médio das trés
formulacdes varia entre 70 a 90 nm, sensivelmente, sendo que a particula lipidica sem ligando
(lipossomas SL_NT) apresenta um tamanho ligeiramente inferior comparativamente aos
lipossomas sem ligando especifico (SL_NS) e aos lipossomas direcionados especificamente
(SL_T). O menor tamanho associado aos lipossomas nio vetorizados estara associado a
auséncia de ligando na superficie da particula lipidica. Contudo, apesar dos tamanhos
variarem ligeiramente entre as trés formulagdes, as diferengcas ndo sdo estatisticamente
significativas e todas elas apresentam um tamanho inferior a 100 nm, o que representara
uma vantagem terapéutica comparativamente a particulas de maiores dimensées (>200 nm)
quanto a administragdo sistémica (Fenske &Cullis, 2005, Simoes et al,, 2004).

Esta descrito que o método por injegdo de etanol tem um impacto na média final do
tamanho das particulas, proporcionando uma reducao significativa do mesmo (Semple et al,
2001) e, ap6s a utilizagdo deste método, os nossos resultados pareceram confirmar a sua
utilidade.

No que diz respeito ao indice de polidispersio (Figura 3.1.B), que reflete a
heterogeneidade das amostras quanto ao tamanho dos lipossomas preparados, verifica-se
ndo existirem diferengas significativas entre as 3 formulagdes lipossomicas. No entanto, é
possivel observar um ligeiro aumento da heterogeneidade referente a formulacio SL NT.
Isto podera indicar que as duas restantes formulagdes, ambas vetorizadas, poderio
apresentar uma estabilidade adicional e superior devido a presenca dos peptideos NS e F3, o
que lhes podera possivelmente permitir, comparativamente a particulas sem ligando, adquirir

uma maior homogeneidade lipidica quanto ao tamanho.

31



A B
- g 0.6+
100 o
| o
— 80~ g .
g 5 0.4 -1
~ 60- a
2 k=
: —
. o
g 40 o 0.2-
@ @
[ ©
20' Q
L2
0 : : 2 oo N T
N £ ) ) vl
o’ o’ v’ % %
C Lipossomas Lipossomas
2 200-
o
ug
S —_—
= 1504
723
-3
3
u:.l 1004 -1T—
@
T
o 504
©
c
o
g e L] T
H $ & >
9\,/ %\,/ G.J\’/
Lipossomas
Figura 3.l. Caracterizacio fisico-quimica das nanoparticulas ndo funcionalizadas (SL_NT),

funcionalizadas com peptideo nio especifico (SL_NS) e com o peptideo F3 (SL_T), contendo
doxorrubicina. (A) Representagio do tamanho médio (nm) de nanoparticulas lipidicas preparadas
pelo método de injecio de etanol descrito em Materiais e Métodos. (B) indice de Polidispersio (PDI)
como medida de homogeneidade de tamanho das nanoparticulas. (C) Eficiéncia de encapsulagio (%)
da doxorrubicina em cada uma das trés formulagdes (ndo vetorizada e vetorizadas com ligando). Os
dados estatisticos sdo referentes a média + SEM de 3 experiéncias independentes. One-way ANOVA
foi o teste estatistico utilizado. Nenhuma das diferencas observadas foram estatisticamente

significativas.
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Pela observagio do grafico da Figura 3.1.C verifica-se que a eficiéncia de encapsulagdo
do farmaco no interior dos lipossomas é ligeiramente diferente entre as trés formulagdes,

embora, também, sem diferencas consideraveis e significativas.

3.2. Estudos de Imunocitoquimica nas linhas celulares de leucemia

A imunocitoquimica constitui uma importante ferramenta que permite a visualizagdo
da morfologia celular individual e uma localizacdo /in situ de proteinas sub-celulares (Paciorek
et al, 2006, Sauer et al, 2006). Embora apresente algumas limitagdes, esta técnica alcanga
uma sensibilidade semelhante a citometria de fluxo por proporcionar uma detegio
amplificada, simples e direta, sendo estas duas técnicas complementares (Risberg et al,
2000).

Para comprovar a presenga da nucleolina, realizaram-se estudos de imunocitoquimica
nas células CCRF-CEM, K562 e THP-I. Confirmou-se a presenga da proteina nestas linhas
celulares leucémicas (demarcada com cor mais escura acastanhada), como ¢é possivel
verificar nas imagens abaixo representadas (Figura 3.2.).

Apesar de confirmada a presenga da nucleolina no citoplasma e nucleo, a presenga
deste recetor a superficie celular torna-se dificil de validar. No entanto, a auséncia ou a
reduzida observagao da nucleolina na membrana néo ¢é indicador de que esta ndo possa estar
presente na superficie celular, uma vez que este recetor caracteriza-se pela sua capacidade
de se deslocar entre os diferentes compartimentos da célula, nomeadamente entre a
superficie e o nucleo (Christian et al, 2003, Said et al, 2002, Shibata et a/, 2002), estando
presente a superficie durante apenas uma fracdo da sua semi-vida (Hovanessian et al,, 2010).

Adicionalmente, as técnicas de imunocitoquimica nio sio especificas para a detecdo
de proteinas a superficie celular, visto que a fixacdo das células pode ter sido feito no
momento em que a nucleolina n3o estivesse disponivel em quantidades suficientes a

superficie celular para que fosse possivel a sua detecao.
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Figura 3.2. Observagdo da expressio do recetor nucleolina em linhas celulares leucémicas, por
imunocitoquimica. De forma a verificar a existéncia do recetor nucleolina nas linhas celulares CCRF-
CEM (A), K562 (B) e THP-1 (C), 500 000 células foram preparadas. De seguida, procedeu-se ao
bloqueio, a incubacio com os anticorpos primario e secundario e, por fim, a revelagio da reagio
entre anticorpo-antigénio, utilizando um composto colorimétrico (DAB). A visualizagio da proteina
foi observada através de um microscopio 6tico composto (400 X) para as linhas CCRF-CEM e K562

e de um microscopio morfologico (40%) para a linha THP-I.

Nos nossos ensaios, embora nio seja possivel quantificar a nucleolina nos diferentes
compartimentos nas trés linhas, foi possivel deteta-la qualitativamente, o que permitiu

avancar para a realizagdo dos estudos de associagdo celular.

3.3. Estudos de associagdo celular por citometria de fluxo

Os estudos de associacio celular foram realizados com o intuito de se analisar a
entrega intracelular das nanoparticulas produzidas. As células foram incubadas durante | h
com as diferentes formulagdes sem farmaco, de forma a avaliar se a presenga do peptideo F3
a superficie das nanoparticulas e se a utilizagio de diferentes peptideos (NS e F3) altera a
especificidade para as diferentes linhas celulares leucémicas.

Nestes estudos de associagdo celular avaliou-se ndo s6 a ligagdo dos lipossomas a
superficie da célula mas também a sua internalizagdo pela andlise da fluorescéncia da sonda
de rodamina-PE (RhoD-PE) que se insere na bicamada lipidica dos lipossomas. A distincdo
entre estes dois mecanismos confirma-se pela diferenga verificada nos resultados obtidos
quanto aos valores do sinal de fluorescéncia da RhoD-PE nas experiéncias realizadas a duas

diferentes temperaturas: 4 °C e 37 °C. Como se sabe, os mecanismos biolégicos,
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nomeadamente os de endocitose mediados por recetores (mecanismo pelo qual a particula
internaliza na célula), estdo inativos a 4 °C e, como tal, ocorre apenas a ligacdo da particula a
célula (Moura et al/, 2012). Pelo contrario, a 37 °C a maquinaria celular estd normalmente
ativa e ocorre a ligacdo bem como a internalizacio do lipossoma no interior da célula, o que
sugere que este processo ocorre de uma forma dependente de energia (Gomes-da-Silva et
al, 2012b, Moura et al, 2012).

Desta forma, tentou determinar-se se a variagdo na constituigdo das particulas
desenvolvidas poderia influenciar a ligagdo e entrada dos lipossomas em cada uma das linhas
celulares: CCRF-CEM, K562, THP-1 e MOLT-3. Como controlo, foram utilizadas células
MDA-MB-435s (células de melanoma) por demonstrarem ser uma linha com uma extensa
internalizagdo celular (Gomes-da-Silva et a/, 2012b, Moura et al, 2012).

Como se pode observar no grafico da Figura 3.3., os valores do sinal de fluorescéncia
da RhoD-PE sdo, de uma forma geral, ligeiramente mais baixos a 4 °C que a 37 °C devido as
razGes anteriormente mencionadas.

A excecio da linha MDA-MB-435s (Figura 3.3.A), caracterizada pela elevada
expressio de nucleolina a superficie da célula, as linhas CCRF-CEM (p<0,05*) (Figura 3.3.B),
THP-1 (p<0,001**¥) (Figura 3.3.D) e MOLT-3 (p<0,001**) (Figura 3.3.E) sdo as que
apresentam uma internalizacdo da nanoparticula significativamente maior a 37°C quando
incubadas com os lipossomas SL_T, comparativamente as incubagdes com lipossomas SL_NT
e SL_NS. Ja a linha K562 (Figura 3.3.C) nio demonstraram aumento da internalizagdo com
os mesmos lipossomas.

Pelos dados obtidos, percebe-se a existéncia de diferengas quanto a utilizagdo de um
ligando nio especifico e de um ligando especifico, como é o caso do peptideo F3. Os dois
peptideos apresentam especificidades diferentes, sendo que a associacio celular é maior
quando utilizados lipossomas com ligando F3 (SL_T), o qual demonstra ser mais especifico
para o recetor nucleolina presente nas células leucémicas, de que resulta uma maior
extensdo da internalizagio celular da nanoparticula correspondente.

A diferenca de valores que se observa entre as linhas celulares, no que diz respeito as
incubacdes com lipossomas SL T, podera estar relacionada com a expressdo do recetor
nucleolina a superficie de cada tipo celular. Perante os resultados adquiridos, o maior valor
de fluorescéncia de RhoD-PE atribuida as células THP-1, MOLT-3 e CCRF-CEM podera
relacionar-se com o facto destas trés linhas celulares apresentarem uma maior sobre-
expressdo do recetor comparativamente as células K562. Este facto podera ter reflexos na

eficacia do tratamento com nanoparticulas dirigidas para nucleolina na leucemia mieldide
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crénica. De facto, segundo Soundararajan et al (2009), as células K562 apresentam uma
expressdo diminuida da nucleolina a sua superficie e, como tal, menor podera ser a ligagio
dos lipossomas a membrana celular e, consequentemente, a sua internalizagdo no citoplasma
da célula leucémica (Soundararajan et al, 2009).

Outras hipéteses podem explicar a diminuida internalizagdo das nanoparticulas na
linha K562. Para além das possiveis variagdes na expressio e na presenga da nucleolina nas
células, a propria especificidade do peptideo F3 podera contribuir para os resultados
verificados, uma vez que a sua especificidade podera variar de acordo com as linhas utilizadas
(Moura et al., 2012). Moura et al. (2012) também comprovaram a diferenca de expressio da
nucleolina em diferentes células utilizadas nos seus estudos, tendo-se observado uma
sobreexpressdo do recetor nas linhas celulares cancerigenas MDA-MB-435s, MDA-MB 231
e Hs578T e uma reduzida expressdo em linhas T47D e MCF-7 (Moura et al, 2012).

Também o facto de poder ocorrer uma rapida saturagido dos recetores a superficie
por ligacdo a nanoparticula, uma vez que a sua presenga se encontra diminuida, juntamente
com um tempo reduzido da presenga da proteina na superficie da célula poderj,
eventualmente, impedir uma internalizacdo significativa. Segundo Hovanessian et a/ (2010) a
semi-vida da nucleolina a superficie celular nalgumas células cancerigenas ¢é de,
aproximadamente, 45 min enquanto que no nucleo é possivel detetar a sua presenga durante
cerca de 8 h (Hovanessian et al, 2010). Possivelmente para esta linha celular podera ocorrer
algo semelhante e, como tal, havera uma menor captagido da nanoparticula para o interior da
célula, uma vez que a disponibilidade da nucleolina na membrana celular podera ser reduzida
apos saturagdo e internalizagdo.

Ainda uma outra hipoétese para a baixa eficiéncia da internalizacdo das formulagdes
SL_T neste tipo de células podera relacionar-se com mecanismos moleculares intracelulares
que regulam a expressdo da nucleolina a superficie. Segundo Payne & Dovat (2014) e
Yamada et al. (2014), algumas proteinas presentes nas células de leucemia mieléide crénica
tém a capacidade de ser ligar a nucleolina, causando a sua retengdo no citosol e bloqueando
tanto as suas fungdes pro-proliferativas no nicleo, como a sua expressdo a superficie celular

(Payne et al, 2014, Yamada et al, 2014).
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Figura 3.3. Estudos de associagdo celular de lipossomas funcionalizados (SL NS e SL T) e nio
funcionalizados com diferentes linhas celulares de melanoma ((A) MDA-MB-435) e de leucemia ((B)
CCRF-CEM; (C) K562; (D) THP-I; (E) MOLT-3). Para a realizagio dos estudos de entrega
intracelular da particula lipidica, 200 000 células foram incubadas com lipossomas a uma
concentragido de 0,4 mM de lipido total, marcados com rodamina-PE (RhoD-PE), a 4 °C e a 37 °C,
durante | h. Os dados representam a média + SEM, em que p<0,001** e p<0,05* representam a

significancia estatistica obtidas a partir do teste estatistico two-way ANOVA. Para a todas as linhas,
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foram feitas 3 ou mais experiéncias independentes a 37 °C. Para as linhas MDA-MB-435s, CCRF-
CEM e K562 foi feita apenas uma experiéncia a 4 °C; para as linhas THP-1 e MOLT-3, foram feitas 2

experiéncias a mesma temperatura.

Os resultados obtidos nas nossas experiéncias sugerem que, a excecdo das células
K562, a presenca do peptideo F3 podera trazer um ganho importante na quimioterapéutica
lipossoémica e, portanto, que se torna necessaria e vantajosa uma terapéutica direcionada e

especifica para células cancerigenas de forma a aumentar a eficacia do tratamento.

3.3.1. Estudos de associagdo celular de diferentes subpopulagdes

No decorrer dos estudos de associacdo celular, foi verificada em todas as linhas a
presenca de duas subpopulagdes celulares com caracteristicas distintas quanto ao seu
tamanho e complexidade citoplasmatica, interpretadas como correspondendo a uma
subpopulagio de células vivas e a uma subpopulagido de células mortas, sendo que as células
aparentemente nio viaveis pareciam possuir um sinal de fluorescéncia de RhoD-PE superior
ao emitido pelas células viaveis. Para clarificar estes resultados, foram realizados ensaios de
associagao celular analisando separadamente as duas subpopulagdes.

Como é demonstrado no grafico da Figura 3.3.1., as células consideradas nao viaveis,
em virtude da elevada expressio de 7-AAD (R1), das linhas CCRF-CEM, K562 e MOLT-3
nio apresentaram um aumento significativo de internalizacdo apés a incubacio com a
formulagdo SL T, quando comparada com a internalizagio induzida pelas duas restantes
formulagdes lipidicas. Pelo contrario, nas células da linha THP-I observou-se uma associacio
celular marcadamente aumentada com a incubagdo com lipossomas especificos. Tais
resultados poderdo indicar que existe, nesta linha (THP-1), uma subpopulagio que apresenta
uma maior sobreexpressio do recetor nucleolina. Nenhuma das subpopulages celulares
consideradas viaveis pela auséncia de marcagio pelo 7-AAD (R2) das restantes linhas
apresentou um valor tdo elevado do sinal de associacdo celular como o observado na
subpopulagido nio viavel da linha THP-1.

Recordando que os lipossomas usados nestas experiéncias nio continham farmaco,
foi colocada a hipétese de que algumas subpopulagdes presentes nas linhas celulares
poderiam estar a internalizar a nanoparticula numa extensdo superior do que outras

subpopulagdes e que, apés a endocitose, estas células poderiam ter entrado em apoptose
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por elevada sensibilidade aos lipidos constituintes dos lipossomas ou, até mesmo, aos
procedimentos inerentes aos ensaios de associagdo celular.
Assim, estudou-se, em seguida, o impacto da nanoparticula livre de farmaco sobre a

viabilidade celular.
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Figura 3.3.1. Estudos de associagdo celular das subpopulagdes observadas nas linhas celulares de
leucemia. Para avaliar o comportamento entre as populacdes consideradas nido viaveis, positivas para
7-AAD (R1), e viaveis, negativas para 7-AAD (R2), presentes em todas as linhas celulares (CCRF-
CEM, K562, THP-1 e MOLT-3), foram incubadas 200 000 células com lipossomas ndo vetorizados
(SL_NT) e vetorizados (SL_NS e SL_T) sem farmaco encapsulado. A incubagio decorreu durante | h
a 37 °C. Foram feitas, para todas as linhas, entre 4 a 6 experiéncias a 37°C. Os dados apresentados
no grafico representam a média + SEM, no qual p<0,00*** reproduz a significincia estatistica. 7wo-
way ANOVA foi o teste estatistico utilizado. Como controlo, foram usadas células ndo incubadas
com lipossomas. RI- células consideradas nio viaveis pela sua elevada expressio de 7-AAD. R2-

células consideradas viaveis pela auséncia de marcacao pelo 7-AAD.

3.4. Estudos de analise do impacto da nanoparticula na viabilidade celular

Como descrito acima, no decorrer da realizacio dos ensaios de citometria de fluxo,
observou-se a existéncia de duas subpopulagdes distintas de células em cada uma das linhas
celulares. Tal como esta demonstrado na Figura 3.3.1., as subpopulagdes caracterizadas
como n3o viaveis foram as que apresentaram um maior sinal de fluorescéncia de RhoD-PE,

embora nem sempre de forma significativa, em resultado, possivelmente, de uma maior
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ligagdo da particula. Considerando que as células ndo viaveis exibiram uma maior extensdo
de internalizagdo da nanoparticula, e que as células consideradas viaveis apresentaram uma
menor internalizacdo, poder-se-ia estar perante uma citotoxicidade provocada pelos
proprios lipossomas (pelos lipidos e/ou pelo ligando e/ou pela rodamina-PE), apés a entrada
das nanoparticulas nas células consideradas ndo viaveis. Por outro lado, os métodos de
preparacdo celular do protocolo experimental poderiam induzir uma suscetibilidade maior a
morte celular. Tornou-se, assim, necessario compreender o mecanismo de morte celular
ocorrida.

Efetuaram-se ensaios com 7-AAD, comparando células ndo incubadas com
lipossomas, células incubadas com as 3 formulagbes, sem encapsulagio do agente

terapéutico, e células ndo sujeitas aos procedimentos experimentais.

De acordo com a Figura 3.4., nio se verificam diferencas significativas em termos de
morte celular em nenhuma das linhas entre as amostras ndo sujeitas a incubagdo com as
particulas lipidicas (UNT), incubadas com lipossomas sem citostatico (SL NT, SL NS e
SL_T) e néo sujeitas a protocolo (UNT_NP). Tais resultados indicam que a morte observada
por citometria de fluxo ndo se deve nem a uma eventual citotoxicidade lipidica induzida
pelos lipossomas, nem ao manuseamento experimental. Foi demonstrada a existéncia de
subpopulagdes caracterizadas como niao viaveis (Rl) em percentagem sempre
significativamente inferior as viaveis (R2) em todas as amostras celulares, nio aumentando

com nenhuma das diferentes condiges a que as células foram sujeitas nesta experiéncia.

Uma vez que ficou demonstrado que a constituigio da nanoparticula e o
procedimento experimental ndo afetaram a viabilidade celular, a elevada fluorescéncia de
RhoD-PE verificada nas subpopulagdes ndo viaveis, em particular na linha THP-1, podera
estar relacionada com o mecanismo de morte celular, o qual podera induzir uma exposigao
elevada da nucleolina a superficie das células ou intracelularmente, apés disrupgio da
membrana. Ao haver uma elevada exposicdo dos recetores com a lise celular, estes estariam
mais disponiveis para que houvesse uma maior ligagdo da particula. Desta forma, poder-se-a
estar perante um mecanismo de morte celular e ndo perante um aumento de internalizagdo

da nanoparticula dirigida, como foi presumido inicialmente.
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Figura 3.4. Estudo de viabilidade celular utilizando 7-aminoactinomicinaD (7-AAD) como marcador
nuclear de necrose celular. Duzentas mil células foram preparadas e incubadas durante | h a 37 °C
sem farmaco encapsulado. Apdés o tempo de incubagio e de adicionado o marcador 7-AAD, as
amostras foram imediatamente analisadas por citometria de fluxo. Foram realizadas 3 ou mais
experiéncias para cada uma das linhas, a excegido da linha MOLT-3 em que foram efetuados 2
ensaios. Como controlo, foram utilizadas amostras de células sem que tenham sido sujeitas a
incubagdo com lipossomas e ao processo experimental. Os dados obtidos representam a média +
SEM. A diferenga estatistica entre Rl e R2, resultante do teste two-way ANOVA, foi significativa
(p<0,001). UNT, SL NT, SL NS, SL T e UNT_NP correspondem as células nio sujeitas a incubagio,
a células incubadas com lipossomas nio direcionados, células incubadas com lipossomas vetorizados
com ligando n3o especifico, células incubadas com lipossomas vetorizados com peptideo especifico e
células n3o sujeitas ao processo de experimentacio, respetivamente. Rl corresponde as

subpopulagdes nio viaveis, e R2 corresponde as subpopulages viaveis.

3.5. Estudos de citotoxicidade celular utilizando as formulages lipossémicas

com doxorrubicina encapsulada

3.5.1. Linha celular CCRF-CEM

Com o intuito de se avaliar o efeito do farmaco encapsulado nas nanoparticulas na
proliferacio celular, células na fase de crescimento exponencial foram incubadas com
diferentes concentragdes de farmaco, com diferentes tempos de incubagio.

Os resultados representados na Figura 3.5.1. A mostram que, apés | h de incubacdo
das células com o farmaco, a taxa de morte provocada pela particula ndo direcionada e pelas
particulas vetorizadas com ligandos é semelhante. Em diversas concentragdes de farmaco,

nomeadamente a 2,5 pM e a |0 pM, verifica-se a existéncia de desvios-padrio mais
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demarcados que poderio também indicar a existéncia de alguma variabilidade quanto ao
comportamento associado a este tipo de células apés a incubagio com as trés particulas
lipidicas, o que impede verificar quaisquer possiveis diferencas que poderiam ocorrer.
Apesar da variabilidade estatistica observada, os dados parecem demonstrar que a taxa de
morte celular maxima ao fim de | h, para todas as formulagdes, atinge um plateau de cerca
de 70% a 80%.

Quando as células sdo incubadas com o farmaco durante 4 h (Figura 3.5.1.B), ocorre
mais de 50% de morte celular com apenas um quarto da dose maxima (2,5 pM),
aproximadamente, aquando a incubagdo com os lipossomas SL_NT e SL NS, taxa que
alcanga os 80% a 90% com a concentragdo maxima (10 pM). Ao contrario do esperado, os
lipossomas SL T atingem taxas de morte ndo-superiores as provocadas pelas restantes
nanoparticulas. Contudo, os resultados obtidos com esta nanoparticula dirigida
especificamente apresentam, uma vez mais, desvios padrées no que diz respeito a morte
celular com um quarto da dose e até mesmo com a concentragdo maxima de doxorrubicina
encapsulada, essencialmente. Uma vez mais, tais resultados advém, possivelmente, da
variabilidade celular que é caracteristica destas células. Novamente, verifica-se que os
lipossomas direcionados com o ligando F3 apresentam um efeito semelhante que as
formulagdes ndo direcionadas e nio especificas, ja que a diferenga entre as trés formulages
€ minima.

Quando as células estio em contacto com o farmaco durante 24 h (Figura 3.5.1.C),
cerca de 80% da populagido torna-se ndo viavel, mesmo com concentragdes minimas do
agente quimioterapéutico, com todas as formulagdes. Esta taxa de morte manteve-se de
forma mais ou menos constante ao longo do ensaio mesmo para concentragdes de farmaco
mais elevadas, o que indica que existe um limiar a partir do qual a morte celular nio

aumenta de forma consideravel, mesmo com o aumento das concentra¢des do farmaco.
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Figura 3.5.1. Estudos de citotoxicidade dos lipossomas desenvolvidos contendo doxorrubicina
encapsulada na linha celular CCRF-CEM. Trinta e duas mil células foram incubadas com as trés
formulagées com doxorrubicina encapsulada. Foram realizados diferentes tempos de incubagées (1, 4
e 24 h) a 37 °C com diferentes concentragdes de farmaco obtidas através de diluigdes em série, a
partir dos 10 pM. Apés os diferentes tempos de incubagio, o meio foi substituido e, de acordo com
a curva de crescimento para esta linha celular, a experiéncia foi prolongada por um total de 96 h. A
inibicdo do crescimento celular foi analisada pelo método de resazurina a partir da leitura a 570-600
nm. (A), (B) e (C) representam a morte celular (%) da linha celular CCRF-CEM as |, 4 e 24 h,
respetivamente. A taxa de morte induzida apdés a exposi¢io ao farmaco encapsulado nas
nanoparticulas esta expressa relativamente a células ndo incubadas com lipossomas (% do controlo).
Os dados representam a média + SEM de 3 experiéncias realizadas. Os lipossomas sem ligando, com
ligando inespecifico e com ligando especifico para o recetor estio representados no grafico por
SL_NT, SL_NS e SL T, respetivamente. A linha a tracejado mais clara representa o valor ICy,, e a

linha a tracejado mais escura representa o valor ICy, do farmaco nestas células.

Nestes trés tempos de incubagio (I, 4 e 24 h), como ¢ possivel verificar pelas figuras
acima representadas e ao contrario do que seria expectavel devido aos resultados obtidos
pelos ensaios de associagdo celular, ndo é possivel inferir diferencas entre a incubagdo com
lipossomas sem ligando (SL_NT) e vetorizados com ligando (SL_NS e SL T), o que podera

sugerir a auséncia de maior eficacia da formulagio com o peptideo F3 utilizado a superficie
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do lipossoma para o recetor nucleolina presente nas células e, como tal, a auséncia de
vantagens na morte celular numa terapéutica direcionada desta natureza para estas linhas
celulares. Por outro lado, os resultados demonstram uma elevada sensibilidade das células a
doxorrubicina mesmo em baixas concentracdes, podendo ainda surgir a hipétese de que se
torna dificil de aumentar a qualidade de resposta obtida, mesmo com lipossomas
especificamente direcionados, pelo facto da eficacia da doxorrubicina lipossémica ser por si
s6 tdo elevada.

Para além disso, é possivel concluir que o efeito de citotoxicidade provocado pelo
farmaco, em qualquer uma das condi¢cbes, é um processo dependente do tempo de

incubacio e, simultaneamente, da dose.

3.5.2. Linha celular K562

Tal como se verificou na linha celular CCRF-CEM, também as células K562
apresentaram uma elevada sensibilidade ao farmaco (Figura 3.5.2.).

Apb6s a incubagdo ter sido prolongada até 4 h (Figura 3.5.2.A), a taxa de morte para
esta linha celular atingiu valores compreendidos entre 70% a 80% para concentragdes
superiores do farmaco em todas as particulas preparadas, sem haver maior eficicia dos
lipossomas SL T. Verifica-se, ainda, uma elevada sensibilidade das células a acdo da
doxorrubicina, mesmo em baixas concentracdes.

As 24 h apés a incubacio (Figura 3.5.2.B), a taxa de morte é semelhante 4 observada
ap6s 4 h de incubagio com o farmaco, uma vez que a morte celular maxima atingida é cerca
de 80%, o que parece indicar que a taxa de morte ndo aparenta aumentar de forma
consideravel com o prolongamento do tempo de incubagio.

Em todos os casos, a morte induzida pelas formulacdes SL NT, SL NS e SL T é
semelhante ao longo do ensaio, indicando que a nanoparticula desenvolvida com o ligando F3
ndo é superiormente eficaz, pois proporciona a mesma eficacia que as restantes formulagdes
desenvolvidas; e/ou que a eficiéncia da doxorrubicina encapsulada nesta particula lipidica é
tdo elevada que se torna dificil de obter taxas de morte consideravelmente superiores
mesmo com esta particula. A reduzida taxa de morte celular nesta linha, ao contrario do que
se observa na linha CCRF-CEM, comprova os resultados de associagio celular
anteriormente mencionados, pois em ambos os ensaios ndo se verificam diferencas entre os

lipossomas SL_NT, SL NSeSL T.
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Figura 3.5.2. Estudos de citotoxicidade dos lipossomas contendo doxorrubicina contra a linha celular
K562. Nos ensaios de citotoxicidade foram incubadas 14 000 células com cada uma das formulagdes
de lipossomas com o farmaco encapsulado. As células foram sujeitas a diferentes concentrages de
farmaco através de diluicdes em série realizadas a partir de 10 pM, durante 4 e 24 h a 37 °C. Apos as
incubagdes, o meio foi substituido e a experiéncia prolongada por um total de 96 h, de acordo com a
curva de crescimento desta linha celular. O método de resazurina permitiu averiguar a inibicio do
crescimento celular, efetuando-se a leitura a 570-600 nm. (A) e (B) representam a morte celular (%)
da linha celular K562 as 4 e 24 h, respetivamente. A citotoxicidade induzida apo6s a incubagdo esta
expressa comparativamente a células ndo sujeitas a incubagdo com lipossomas (% do controlo). Para
todas a linhas foram feitas 3 experiéncias, sendo que os dados representam a média + SEM. Os
lipossomas ndo direcionados, direcionados inespecificamente e direcionados de forma especifica
estio representados por SL NT, SL NS e SL T, respetivamente. A linha a tracejado mais clara
representa o valor ICs, enquanto que a linha a tracejado mais escura representa o valor ICy, do

farmaco nestas células.

Pode assim concluir-se que, nesta linha celular, os diferentes tempos de incubagio e
as particulas utilizadas ndo apresentam diferengas consideraveis entre si, ja que a taxa de
morte é semelhante e se mantém, de uma forma geral, constante com os diferentes tempos
de incubacio e para as diferentes formulacdes desenvolvidas, traduzindo a elevada

sensibilidade intrinseca da linha a doxorubicina.

3.5.3. Linha celular THP-1

No que diz respeito a linha THP-1 (Figura 3.5.3.), verifica-se uma elevada sensibilidade
das células a baixas concentragdes de doxorrubicina, tal como foi verificado nas duas linhas

celulares acima descritas.
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Figura 3.5.3. Estudos de citotoxicidade dos lipossomas contendo doxorrubicina encapsulada na linha
celular THP-1. Trinta e duas mil células foram incubadas com cada uma das formulagdes lipossémicas,
encapsulando o farmaco. As células foram sujeitas a incubagdes com diferentes concentracdes de
farmaco através de diluigdes em série realizadas e durante 4 e 24 h a 37°C. Apds as incubagdes, o
meio foi substituido e a experiéncia prolongada por um total de 144 h, de acordo com a curva de
crescimento desta linha celular. Pelo método de resazurina foi verificada a inibicio do crescimento
celular através da leitura a 570-600 nm. (A) e (B) representam a morte celular (%) da linha celular
THP-I as 4 e 24 h, respetivamente. A citotoxicidade apds a incubagio estd expressa relativamente a
células ndo incubadas com lipossomas (% do controlo). Os dados representam a média + SEM em 3
experiéncias efetuadas. SL NT, SL NS e SL T representam lipossomas nio vetorizados, vetorizados
inespecificamente e vetorizados com ligando especifico. A linha a tracejado mais clara representa o

valor ICs, e a linha a tracejado mais escura representa o valor ICy, do farmaco nestas células.

Para incubagbes de 4 h (Figura 3.5.3.A) e 24 h (Figura 3.5.3.B), taxas de morte de
cerca de 90% sio alcancados com concentracdes muito baixas de doxorrubicina, sendo a
citotoxicidade praticamente total no final do ensaio. As 4 h, a partir de 2,5 pM de
concentracio do farmaco, cerca de 90% de morte celular é alcancada, mantendo-se a mesma
percentagem ao longo das restantes concentragdes utilizadas no ensaio. Ja as 24 h, a morte
celular atinge, desde as baixas doses iniciais, valores ligeiramente superiores a 90%. A taxa de
morte vai aumentando com o aumento da concentracdo de doxorrubicina a que as células
estdo sujeitas.

Contudo, apesar da elevada taxa de morte induzida pelas nanoparticulas contendo
doxorrubicina, nio se verificam diferengas significativas nos resultados obtidos entre as trés
particulas que foram desenvolvidas, presumivelmente induzidos pela ndo superior vantagem

dos lipossomas com o ligando F3 ou pela elevada sensibilidade das células a excessiva eficacia
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do farmaco encapsulado. Tais resultados indicam que, de facto, ndo existe correlagio entre
os ensaios de associagdo celular e os de citotoxicidade, uma vez que diferengas verificadas
nos primeiros ensaios nio se observam nem se traduzem numa superior taxa de morte

celular induzida pelos lipossomas SL_T.

De uma forma geral, para todas as linhas de leucemia utilizadas nos ensaios, a
incubagdo de lipossomas nio dirigidos ou dirigidos quer de forma inespecifica, quer de forma
especifica, encapsulando doxorrubicina, mostram a auséncia de melhoria dos resultados de
citotoxicidade usando a particula com o ligando F3, sem beneficio em termos de eficacia na
morte celular.

Perante os resultados de citotoxicidade celular induzida pela doxorrubicina
encapsulada nas diferentes formulagdes de lipossomas, surgem algumas hipéteses que
poderio, possivelmente, explicar a inexisténcia de diferengas quanto a eficicia entre a
particula direcionada especificamente (SL T) e as particulas ndo direcionadas (SL_NT) ou
direcionadas inespecificamente (SL_NS) nas linhas celulares. Apesar de os resultados obtidos
nos ensaios de associagio celular, nomeadamente no que diz respeito as células CCRF-CEM
e THP-1, demonstrarem uma ligacdo e internalizagio significativa da nanoparticula, o nimero
de recetores nucleolina presentes nestas linhas celulares podera nio ser suficiente para
aumentar e despoletar uma citotoxicidade tdo significativa, relativamente aos resultados ja
tdo favoraveis obtidos com os lipossomas SL_NS e, particularmente, com os SL_NT. Por
outro lado, estes resultados poderio ser um reflexo da elevada eficacia intrinseca da
doxorrubicina encapsulada nas diferentes nanoparticulas nas células leucémicas, tornando-se,
portanto, dificil de obter uma resposta mais favoravel por parte dos lipossomas SL T
comparativamente a ja obtida pelas restantes formulacdes. Para clarificar estes aspetos,
estudos experimentais alternativos poderiam ser propostos, passando pela utilizacdo de
lipossomas encapsulados com farmacos menos eficazes que a doxorrubicina ou com maior
dificuldade em atravessar a membrana lipidica.

Ainda uma possivel libertagio e extravasamento de firmaco para o exterior dos
lipossomas SL_ NT e SL_NS, por mais pequena que seja, podera ser suficiente para induzir a
mesma taxa de morte celular provocada pelos lipossomas SL T e, como tal, mascarar
possiveis diferencas que poderiam ser verificadas pelos estudos de citotoxicidade e que sdo

demonstradas nos ensaios de associacio celular.
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Quanto a linha celular K562, os estudos de citotoxicidade induzidos pelas trés
formulacbes corroboram a reduzida internalizacio celular verificada nos ensaios de
associacdo celular, uma vez que nio existem diferencas de internalizacdo e de morte celular

provocadas pelas trés formulagdes em ambos os ensaios.

Apos a andlise de todos os resultados obtidos, verifica-se a auséncia de melhoria da
eficacia de morte celular com os lipossomas contendo o ligando F3 nos estudos de
citotoxicidade, concluindo-se que a particula ndio é mais eficaz comparativamente as
formulagées SL_NT e SL_NS, ainda que ocorram diferengas entre as mesmas nos estudos de
associagdo celular nalgumas das linhas celulares. O recetor encontra-se presente em todas as
células estudadas mas diversos fatores terdo contribuido para a inexisténcia de vantagem

com a utilizagdo de lipossomas direcionados especificamente.

7

A cardiotoxicidade causada pela doxorrubicina é um sério fator limitante de dose
administrada na situacdo clinica (To et al, 2003). Apesar destes lipossomas com o ligando F3
incorporado a superficie ndo traduzirem um beneficio de eficacia, em parte devido a
utilizacdo de um farmaco ja muito eficaz por si so, apresentam, ainda assim, beneficios
clinicos por terem a capacidade de direcionar farmacos a nucleolina presente nas células
leucémicas. Este direcionamento permite alcancar uma maior afinidade as células
cancerigenas e uma diminuigdo da dose de farmaco administrada com redugio da toxicidade
em células saudaveis e, consequentemente, dos efeitos secundarios (como a

cardiotoxicidade) que estdo inerentes a utilizagdo dos farmacos na pratica clinica.
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4. Conclusdes e Perspetivas Futuras



Conclusdes e Perspetivas Futuras

Os sistemas de entrega de farmacos em nanoescala usando lipossomas sio
tecnologias que tém vindo a emergir, de forma a promover a entrega racional de farmacos
quimioterapéuticos para o tratamento do cancro (Malam et a/, 2009). A sua utilizagio
oferece uma melhoria das propriedades farmacocinéticas, uma libertagio controlada dos
agentes terapéuticos e, acima de tudo, uma reducdo dos efeitos colaterais que estdo
inerentes a acdo da terapia sobre as células saudaveis (Haley &Frenkel, 2008).

A enorme versatilidade destas plataformas em termos de tamanho e pardmetros
fisico-quimicos, condicionados pela variabilidade da sua constituicdo lipidica, consiste num
potencial atrativo para o desenvolvimento de veiculos destinados a uma ampla variedade de
aplicagdes (Ulrich, 2002). A aplicagdo de nanotecnologias inovadoras tem, portanto, o
potencial de beneficiar marcadamente a pratica clinica, oferecendo solugdes para muitas das
limitagdes no tratamento dos doentes oncolégicos (Malam et al/, 2009).

Com o intuito de desenvolver uma estratégica terapéutica para o tratamento de
leucemias, formulagdes lipidicas desenvolvidas neste trabalho, encapsulando doxorrubicina,
incorporaram na sua superficie o peptideo F3 especifico para o recetor nucleolina,
sobreexpresso na superficie das células cancerigenas. Como principais conclusdes, registou-
se que:

) o tamanho dos lipossomas encontra-se numa escala compativel com a
administracdo endovenosa e bastante favoravel ao escape endossomal;

2) a expressio da nucleolina foi confirmada em 3 das linhas celulares de leucemia
estudadas por imunocitoquimica;

3) a nanoparticula internaliza de forma especifica e significativa em 3 linhas celulares
de leucemia aguda testadas, sendo inespecifica numa linha de leucemia mieléide crénica;

4) a citotoxicidade provocada por doxorrubicina internalizada nesta particula lipidica
(SL_T) n3o é superior a provocada pela doxorrubicina encapsulada em lipossomas nio
direcionados (SL_NT) ou direcionados de forma nio especifica (SL_NS).

Ou seja, apesar dos resultados obtidos a partir dos estudos de associacdo celular, os
ensaios de citotoxicidade ndo evidenciaram um aumento da eficacia da nanoparticula com
doxorrubicina dirigida com o peptideo F3, neste tipo de células cancerigenas. Apesar do
reduzido beneficio terapéutico, existe, contudo, um beneficio clinico quanto aos efeitos

secundarios durante a quimioterapia.
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A preparagio dos lipossomas com um ligando mais especifico para um outro recetor
alvo que esteja presente a superficie das células cancerigenas leucémicas, ou com maior
densidade de expressdo, poderia ser uma outra estratégia que, possivelmente, poderia
aumentar a interagio entre a particula e as células e, consequentemente, a eficacia
terapéutica através de estratégias lipossémicas. Estudos anteriores dentro do mesmo
dominio demonstraram o acesso de lipossomas sensiveis ao pH a células de cancros
hematolégicos (Fonseca et al, 2005, Ishida et al, 2001), pelo que estudos mediados por
estas plataformas nanotecnolégicas com farmacos que apresentam uma eficacia menos
exuberante seriam também uma possivel proposta experimental com vista ao tratamento de
leucemias.

Apesar das conclusdes retiradas quanto aos estudos de citotoxicidade, seria, ainda
assim, conveniente e oportuno a realizagdo dos mesmos ensaios com amostras de células
leucémicas de doentes. Visto que as caracteristicas das linhas celulares in vitro,
nomeadamente o seu comportamento e as mutagdes adquiridas, nio sio exatamente as
mesmas que ocorrem /n vivo, tais ensaios poderiam, eventualmente, evidenciar diferencas
quanto a eficicia citotoxica da nanoparticula desenvolvida. Apesar de ter ja sido
demonstrado no nosso grupo que a nanoparticula desenvolvida ndo induz niveis significativos
de hemolise (Gomes-da-Silva et al/, 2013), novos estudos de biocompatibilidade poderia ser
realizados com células leucémicas de doentes e, simultaneamente, com células normais, a fim

de confirmar tais resultados.

A oncologia é uma das areas médicas que mais beneficia destas novas estratégias
terapéuticas, pelo que novas medidas e novas descobertas ao nivel de plataformas
nanotecnoldgicas sio urgentes, a fim de melhorar a entrega especifica dos agentes no tecido-
alvo, com decréscimo do indice de toxicidade em o6rgios e tecidos saudaveis. No futuro,
tecnologias baseadas em nanoparticulas para a terapia do cancro continuardo a expandir-se.
Espera-se que a procura de novos alvos tumorais, novos ligandos e novas estratégias com
vista a direcdo de farmacos ao alvo terapéutico permitirdo alcancar grandes avangos em prol

da qualidade de vida dos doentes.
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