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Abreviaturas

ANF: Associacao Nacional de Farmacias

BPF: Boas Praticas de Farmacia

DCI: Denominagao Comum Internacional

LCB: Licenciatura em Ciéncias Bioanaliticas

MICF: Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
OMS: Organizagao Mundial de Satde

PIM: Preparagao Individualizada da Medicagao

PTS: Programa de Troca de Seringas

P.V.P: Preco de Venda ao Publico

RM: Receita Médica

SGQ: Sistema de Gestao da Qualidade

SIDA: Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
SWOT: Strenghts, Weaknesses, Opportunities, Threats

VIH: Virus da Imunodeficiéncia Humana
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I. Introducio

Farmacia historica em Coimbra, com primeiro alvara datado de 1929, a Farmacia Luciano &
Matos é uma farmacia que se destaca positivamente nao sé6 em termos de servigos como no

proprio funcionamento e organizagao da farmacia.

A farmacia encontra-se situada numa zona em que o numero de farmacias é elevado, e por
isso, esta prima por um atendimento mais personalizado de modo a destacar a farmacia em

relagao as suas concorrentes.

Em 2009, a farmacia integra o grupo de farmacias Holon, uma marca de farmacias que sao
independentes e auténomas entre si, mas que partilham igual metodologia, produtos e

servigos com o objetivo de melhorar a qualidade de vida da populagao envolvente.

Dotada de iniciativa, também é pioneira na adaptagao do seu Sistema de Gestao da
Qualidade (SGQ) a metodologia KAIZEN, que se caracteriza por uma metodologia japonesa

que tem por objetivo diminuir o desperdicio.

Esta farmacia, sita na Praga 8 de Maio, tem diferentes publicos-alvo, onde se destacam
essencialmente a populagao mais idosa e a populagao toxicodependente. Tendo em conta
estas populagoes, a farmacia tem servicos adaptados as mesmas, destacando-se servico de
Preparagao Individualizada da Medicagao (PIM) e o programa de prevengao da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) (Programa de troca de seringas), implementado antes de

qualquer beneficio por parte do estado.

Para além dos servigos comuns que competem as farmacias, esta também possui um servigo
ja nao tao comum e frequente, a preparagao de medicamentos manipulados, sendo uma

atividade diaria e de grande procura.

Ao longo do relatorio serao abordados os pontos enunciados acima, bem como a andlise

SWOT do meu estagio e as consideragoes finais acerca do estagio e do curso.
I.I. Grupo Holon

Em 2008, em periodo de crise, surgiu o grupo Holon com o objetivo de valorizar a atividade

farmacéutica tendo em conta o periodo critico que estava a afetar o pais.

O grupo Holon tem por objetivo consolidar a farmacia como um meio de promogao de
salde, de primeira escolha das populagoes, oferecendo um atendimento cuidado e

personalizado com inumeros servigos associados. Desses servicos destacam-se os servigos
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comuns a todas as farmacias como a determinagao de glicémia, colesterol total, triglicéridos,
tensao arterial, mas também consultas de podologia, nutrigao, pé diabético, dermocosmética,

PIM e consulta farmacéutica (HOLON, 2010a).

O grupo Holon nao prima apenas pela personalizagao em termos de servigos, como também
oferece uma vasta quantidade de produtos de marca propria como: suplementos
alimentares, produtos de higiene oral, produtos de cuidados da pele, produtos “Bebé e

mama”, produtos de primeiros socorros, entre outros (HOLON, 2010b).
1.2. Metodologia KAIZEN

A metodologia KAIZEN que se carateriza por uma filosofia que defende a melhoria continua
de todos os processos (GEMBAKAIZEN, 2017), foi implementada na farmacia Luciano &
Matos apds a percegao de alguns processos poderiam sofrer melhorias. Um desses exemplos
foi a implementagao do robot na farmacia apds o surgimento das receitas eletronicas. Estas
receitas, uma vez que podem nao possuir um suporte fisico, como o guia de tratamento,
dificultavam o aviamento das receitas, dado que era necessario regressar varias vezes ao
balcao de modo a verificar quais os medicamentos que o utente necessitava. Uma vez que os
colaboradores se tinham de deslocar frequentemente ao BackOffice, a atencao dada aos
utentes era menor e o tempo de atendimento era superior, o que levava a enchentes na
farmacia. O robot conseguiu colmatar isso, uma vez que o tempo de picking dos produtos é

menor, favorecendo um atendimento mais personalizado, mais satisfatorio e mais curto.

Hoje em dia, a metodologia KAIZEN esta implementada conjuntamente com o SGQ, sendo
que a farmacia Luciano & Matos foi uma das farmacias que participou num projeto-piloto.
Este projeto tinha por objetivo evidenciar como as farmacias podiam ajustar o seu SGQ a

esta metodologia e a farmacia demonstrou resultados muito positivos.

Durante o decorrer do estagio, a farmacia foi alvo de auditorias nao sé6 para a avaliagao do
SGQ, como também para aferir a elegibilidade da farmacia para a participagdo num concurso
promovido pelo KAIZEN. Ha que notar que os estagiarios foram inseridos nas atividades da
farmacia, competindo-lhes a elaboragao de imagens sombra, de etiquetas amoviveis para a
identificacao de prateleiras no armazém e a elaboragao de etiquetas para as gavetas que se

encontram expostas na sala de atendimento de modo a normalizar a apresentagao.

Geralmente, trés vezes por semana, faz-se um balan¢o onde se avalia como esta a decorrer a

campanha mensal, quais os pontos de melhoria, sugestoes de melhoria e outros assuntos. Os
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estagiarios sao sempre integrados nestas pequenas reunioes de modo a estarem a par do

funcionamento da farmacia.
1.3. Preparacdo Individualizada da Medicacdo

A polimedicagao estd em crescimento na populagao portuguesa, tendo em conta que cada
vez mais as pessoas sao afetadas por doengas que derivam dos habitos pessoais, como
diabetes, colesterol, hipertensao, entre outras, para além que o aparecimento dos
medicamentos genéricos dificulta a percecao acerca do que estio a tomar, verificando-se
muitas vezes a duplicagio de medicagao. Estes fatores dificultam a toma correta dos
medicamentos principalmente numa populagio mais envelhecida em que muitas vezes a

iliteracia esta presente, contribuindo assim para uma nao adesao a terapéutica.

A PIM tem por objetivo promover a toma correta dos medicamentos, separando
semanalmente a medicagao, por dias da semana e por periodos de toma (Pequeno-almogo,
almogo, jantar e ao deitar), apés uma conversa com o utente onde se percebe quais as
dificuldades, o porqué de nao efetuar as tomas corretamente e se o utente sabe qual o

objetivo da toma de certo medicamento.

Apesar de nao ter participado ativamente no processo, observei a Dra. Andreia Rocha na
preparagao dos PIM e quando estava ao balcao, quando solicitado, entregava a medicagao

semanal ao utente.
1.4. Programa de Troca de Seringas

De acordo com a OMS, o niumero de novos casos por VIH na europa, no ano de 2015, foi
de 153 mil (WHO, 2017)". O uso de drogas injetéveis recreativamente estd longe da
erradicagao devido ao consumo crescente e ao policonsumo de drogas como dlcool e
drogas licitas e ilicitas. Uma vez que este é um horizonte dificilmente atingivel, o Programa
de Troca de Seringas (PTS) é uma das armas para o combate as infecoes por doencgas

contagiosas como Virus da Imunodeficiéncia Humana (VIH)/SIDA e Hepatite.

O PTS foi instituido pelo governo portugués em 1993 que resultou numa cooperagao entre
a Associagao Nacional de Farmacias (ANF) e Comissao Nacional de Luta contra a SIDA,
integrado no Programa Nacional para a infecao VIH/SIDA (DGS, 2013). Em 2012, apesar dos
beneficios do programa para a comunidade, este foi interrompido devido a incapacidade da

ANF em suportar os custos associados ao programa em vigor (DGS, 2013).

' Consultado a 25 de maio de 2017
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Tendo-se reconhecido o valor do programa no combate de doengas causadas por drogas
recreativas injetaveis, no inicio de 2015 o programa foi de novo instituido, sendo que as

farmacias passaram a ser remuneradas pela troca de Kits de seringas.

O kit (Figura 1) é composto por duas seringas, um

preservativo, dois toalhetes desinfetantes, duas T S
) S =
caricas, um filtro, duas saquetas de acido citrico e e =

uma ampola de dgua destilada.
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A cedéncia do kit esta condicionada pela entrega
das seringas anteriormente adquiridas, sendo que,

por exemplo, se O utente entregar duas seringas,

,. ; _,{

Figura | - Imagem ilustrativa do Kit do PTS.

tera direito receber um kit.

Ainda antes de qualquer apoio do estado neste tipo
de programas, a farmacia ja efetuava este tipo de servigos, uma vez que o local onde a

farmacia se situa tem uma comunidade toxicodependente ativa.

A farmacia Luciano & Matos é procurada diariamente para este tipo de servigos, sendo uma
farmacia onde os toxicodependentes se sentem acolhidos, sendo essa a razao principal para

o sucesso do programa nesta farmacia.
1.5. Medicamentos manipulados

A arte de manipular medicamentos, que ja remonta a muitos séculos atras, € uma pratica
descontinuada na maioria das farmacias, devido ao facto de neste momento a indUstria ter
capacidade de resposta para a maior parte dos medicamentos procurados (GLINTT, 2017).
No entanto, continua-se a verificar que muitas vezes os médicos aconselham medicamentos
inexistentes no mercado quer em termos de principios ativos quer em termos de forma

farmacéutica, sendo por isso necessaria a manipulagao.

A farmacia Luciano & Matos possui um laboratorio de manipulagao de acordo com as Boas
Praticas de Fabrico (BPF), sob a responsabilidade da Dra. Mélanie Duarte e da Dra. Carmen
Monteiro, que executam a manipulagao de medicamentos para todo o pais, tendo em conta

a escassez de farmacias que oferecem este servigo.

A manipulagao executada vai desde as formas farmacéuticas mais convencionais, como

comprimidos e capsulas, até xaropes, cremes, pomadas e 6vulos vaginais.

12
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Este servico nao é solicitado apenas para uso humano, mas também para uso animal,
existindo clinicas veterinarias que solicitam a manipulagao de medicamentos para animais que

possuem, por exemplo, doengas oncoldgicas.

No final do estagio foi possivel a realizagao de manipulados, como capsulas e uma pomada
propriamente dita, sempre sob a supervisao da Dra. Mélanie Duarte. A manipulagao nao se
baseou apenas na preparagcio do medicamento manipulado, como também no
preenchimento da ficha de manipulagao que incluia o célculo do prego total em matérias
prima, os dados do controlo de qualidade da forma farmacéutica final, o custo de
manipulagao e o custo com o material de embalagem. Tendo em conta estes fatores, é
possivel calcular o prego final do medicamento manipulado e elaborar a etiqueta final para

identificar o produto manipulado.

O calculo do prego final do manipulado inclui trés parametros: Valor referente as matérias
primas (A), valor referente a manipulagao (B) e valor referente ao material de embalagem

(C) (Portaria N.° 769/ 2004 de | de Julho).
(A+B+C)x1,3+1VA(6%) = P.V.P. (Preco de Venda ao Publico)

A rotulagem também é essencial uma vez que é no roétulo que se veicula a informagao ao
utente. De acordo com a Portaria n°594/2004 de 2 de junho, um rétulo deve de conter: os
dados da farmacia, nimero de lote, data de preparagao, P.V.P., nome do utente, nome do
médico prescritor, composicdo quantitativa, posologia, quantidade, prazo de utilizagao,
mencionar qual a via de administragao, conselhos de conservagao como “Conservar a
temperatura ambiente, no frasco bem fechado e ao abrigo da luz”, adverténcias como
“Manter fora do alcance das criangas” e informagoes adicionais como por exemplo “Contém

lactose”.
1.5.1. Capsulas

As capsulas foram preparadas de acordo com uma cépia de uma receita médica (RM)
magistral onde indicava a quantidade de cada componente necessaria a preparagao de uma
capsula e o numero de capsulas solicitadas para o tratamento. Neste caso, como era uma
copia de uma RM nao foi possivel fazer a comparticipagao da mesma (30 %) (Despacho N.°
18694/2010). A copia apenas € um comprovativo de que o médico prescreveu ao utente

aquele preparado magistral e quais as quantidades a usar no mesmo.

A preparagao das capsulas é bastante simples, seguindo os passos de:
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|. Verificar o estado de limpeza do material;

2. Pesar as matérias primas (se necessario homogeneizar para que nao haja segregagao
dos pos dentro da capsula);

3. Misturar num almofariz de vidro, através do método de adigao geométrica;

4. Colocar as capsulas na maquina de enchimento de capsulas manual;

5. Preencher as capsulas, na totalidade, com a mistura de pos (se necessario compactar
o po das capsulas);

6. Retirar as capsulas do equipamento e limpa-las suavemente de modo a remover
algum po que possa ter ficado a superficie;

7. Efetuar os ensaios de controlo de qualidade;

8. Lavar e secar o material usado.

Os ensaios de controlo de qualidade sao breves permitindo avaliar a cor, o odor, o aspeto,

ensaio de uniformidade de massa e o nimero de capsulas preparadas (Anexo |).

No caso da rotulagem das capsulas, o rétulo contém os dados da farmacia, nimero de lote,
data de preparagao, P.V.P,, nome do utente, nome do médico prescritor, composicao
quantitativa, posologia, quantidade, prazo de utilizagdo, mencionar “Medicamento para
administragao oral”, conselhos de conservagao como “Conservar a temperatura ambiente,
no frasco bem fechado e ao abrigo da luz”, adverténcias como “Manter fora do alcance das

criangas” e informagoes adicionais como por exemplo “Contém lactose”.
Em anexo (Anexo |), encontra-se a ficha de preparagao relativa as capsulas.
1.5.2. Pomada

A pomada foi preparada também através da copia de uma RM, neste caso uma pomada de
Propionato de Clobetasol e acido salicilico (5%) (INFARMED I. P., 2008). Tendo em conta
que o Propionato de Clobetasol existe no mercado com o nome de Dermovate®,

desacondicionou-se o principio ativo das bisnagas comerciais.
A preparagao da pomada seguiu os seguintes passos:

|. Verificar o estado de limpeza do material;
2. Desacondicionar as 2 bisnagas de Dermovate® pomada e colocar diretamente no
recipiente unguator;

3. Pesar o acido salicilico e adicionar ao recipiente;
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4. Adicionar a vaselina solida diretamente no recipiente de modo a perfazer a massa
final de 100 g;

Executar a mistura no recipiente;

Fechar o recipiente e rotular;

Efetuar os ensaios de controlo de qualidade;

© N o U,

Lavar e secar o material usado.

Os ensaios de controlo de qualidade avaliam as carateristicas como cor, odor, aspeto e a

quantidade que se vai dispensar.

No caso das pomadas, o roétulo para além de conter as informagoes gerais como os dados
da farmacia, nimero de lote, data de preparagao, P.V.P., nome do utente, nome do médico
prescritor, composi¢cao quantitativa, posologia, quantidade, prazo de utilizagao, via de
administragao “Medicamento para aplicagao cutanea”, conselhos de conservagio como
“Conservar a temperatura ambiente, no frasco bem fechado e ao abrigo da luz”,

adverténcias como ‘“Manter fora do alcance das criangas”, contém a adverténcia “Uso

externo” a fundo vermelho.

Em semelhanga as capsulas, encontra-se em anexo a ficha de preparagao relativa ao

manipulado prescrito (Anexo 2).
1.6. Oportunidades de formacao

Ao longo do estagio, foi dada a oportunidade de participagao em quatro formagoes de modo
a enriquecer o conhecimento em produtos que a farmacia possui prestando um

aconselhamento mais cuidado aos clientes.

A primeira formacao, fazia parte de um ciclo de formagoes promovido pela GSK
denominada de “Gestio de categoria — como potenciar a categoria de higiene oral na

farmacia”, que decorreu no Hotel Vila Galé em Coimbra, no dia 2 de margo de 2017.

Esta formagao incidiu nao sé no modo de gestao do marketing, como a exposi¢ao e a
organizagao dos lineares, nomeadamente os lineares relacionados com a saude oral, como
também incidiu na apresentagio da marca Parodontax®.Tendo em conta que é uma marca
que tem sido bastante publicitada nos meios de comunicagao social, a formagao mostrou-se
bastante util, uma vez que forneceu informagoes acerca de como aconselhar melhor o
cliente na aquisicao dos produtos e para além disso divulgou caracteristicas peculiares do

dentifrico: o sabor salgado, nao fazer espuma e possuir a cor salmao.
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A segunda formagao, realizada na farmacia pela academia OmegaPharma, teve como objetivo
apresentar a pilula EllaOne®, usada como contracegio de emergéncia. A colaboradora da
OmegaPharma incidiu em parametros farmacolégicos como o mecanismo de agao, efeitos
secunddrios e contraindicagoes, mas também em parametros de dispensa tais como a quem

se destina, como tomar e precaugées a ter.

A terceira formagao foi promovida pela NordPharma, no Hotel Trip em Coimbra, no dia 30
de marco de 2017 e teve como objetivo divulgar os produtos Bioactivo Selénio + Zinco®,
Bioactivo Q10® e Bioactivo Glucosamina Duplo®. Esta formacao teve bastante utilidade,
principalmente relativamente ao produto Bioactivo Glucosamina Duplo®, uma vez que a
populacao sénior que recorre a farmacia se queixa de bastantes problemas articulares,
adquirindo na farmacia bastantes analgésicos e anti-inflamatorios para esses problemas, mas

nao recorrem a suplementos alimentares para poder tratar a origem do problema.

A farmécia, pertencendo ao grupo Holon, possui um produto denominado de Holon Artro®
que é equiparavel a este produto da Bioactivo, carecendo apenas da Vitamina C que auxilia
na fixagao da glucosamina nas articulagoes. Assim sendo, esta formagao auxiliou nao sé no
aconselhamento do produto da NordPharma, como também no aconselhamento do Holon
Artro® que é uma alternativa mais econémica, mas de igual qualidade para a regeneragio das

articulagoes.

Finalmente, a Gltima formagao decorreu no Hotel Vila Galé em Coimbra, no dia 12 de abril
de 2017 e teve como objetivo a formagao dos profissionais de salde acerca dos dispositivos
inalatérios que se encontram no mercado. Esta formagao revelou-se bastante importante,
pois apesar da classe farmacéutica nao ser quem prescreve, € quem intervém na utilizagao
dos dispositivos. E bastante frequente verificar que os doentes nio sabem como utilizar os
dispositivos e muitas vezes quando afirmam que sabem utilizar, verifica-se que nao é
verdade. Assim sendo, esta formagao teve bastante importiancia pois permitiu esclarecer
algumas duvidas acerca dos dispositivos inalatérios mais incomuns como o Respimat®, por

exemplo, permitindo assim uma intervengao mais correta.
1.7. Estagio aos Sabados

Durante o estagio, foi solicitada a frequéncia durante alguns Sabados, a partir do momento

em que se possuia autonomia para realizar o atendimento.

A frequéncia do estdgio aos Sabados, apesar de ser um pouco cansativo, revelou-se bastante

positiva dado que permitiu o contacto com utentes diferentes dos semanais. Geralmente, os
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utentes de sabado sao individuos mais jovens que recorrem a farmacia por necessidade de
um aconselhamento mais especializado de modo a resolver problemas sem necessitarem de
ir ao médico. Como a farmadcia estd situada numa zona de bastante turismo e € a Unica
farmacia que estd aberta na baixa durante a tarde de Sabado, é bastante comum o
atendimento de turistas que vém comprar desde um simples analgésico até a um protetor

solar.

2. Analise SWOT

A andlise SWOT apresentada diz respeito aos Strenghts (Forgas), Weaknesses (Fraquezas),
Opportunities (Oportunidades) e Threats (Ameagas) que caraterizam o meu estagio no

contexto de farmacia comunitaria.
2.1. Strenghts (Forcas)
Como forgas no desempenho do meu estagio, destaco:

e Simpatia;
e Capacidade de comunicagao;
e Rdpida adaptagio a equipa;

e Gosto em colaborar.

2.2. Weaknesses (Fraquezas)
Relativamente as fraquezas destaco:

e Timidez nos primeiros contactos com os utentes;

e Receio em falhar quer para o utente quer para os restantes colegas da equipa;

¢ Dificuldade em associar a Denominagdo Comum Internacional (DCl) ao nome do
medicamento original;

e Dificuldade em relacionar casos praticos complexos com a matéria tedrica aprendida.

2.3. Opportunities (Oportunidades)

Como oportunidades no estagio destaco:

e Comunicagao com diversas faixas etarias e com diferentes grupos sociais, como os
toxicodependentes;

e Preparagao de medicamentos manipulados;
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e Trabalhar em contexto de SGQ associado a metodologia KAIZEN;

e Aquisicao de formagao adicional.

2.4. Threats (Ameacas)
Os fatores que considero como ameagas sao:

e Os utentes que ja vém a farmacia com uma ideia formada dificultando assim o
aconselhamento mais correto;

e Os utentes que nao lidam bem com a presenca dos estagiarios no atendimento.

3. Consideragoées finais

3.1. Consideragdes do estagio

O estagio na farmacia Luciano & Matos pode descrever-se como uma experiéncia bastante

enriquecedora, nao sé a nivel profissional como pessoal.

O desenvolvimento a nivel profissional foi possivel uma vez que a equipa sempre se
demonstrou prestavel em auxiliar e em ensinar, o que facilitou o primeiro impacto com esta
nova realidade, desde a recegao de encomendas, faturagao, gabinete do utente, atendimento

até a elaboragao dos manipulados.

Em termos de enriquecimento pessoal, o contato com diferentes pessoas promoveu a
compreensao de outras realidades um tanto esquecidas como o caso do abandono do idoso.
A farmacia acaba por ter um papel importante no dia-a-dia deste grupo social, pois € onde
muitas vezes acabam por desabafar acerca da sua vida e das suas necessidades. Um simples

sorriso acaba por melhorar o dia da pessoa que esta do outro lado do balcao.

Os utentes também tém um papel importante no nosso estagio, pois a maioria tem sempre
um comentario positivo e reagem bastante bem a presenca dos estagiarios, o que faz com

que fique um sentimento de reconhecimento e alguma nostalgia do término do estagio.

No geral, o estagio foi uma experiéncia bastante enriquecedora permitindo a aplicagao dos
conhecimentos apreendidos durante os 5 anos de curso, bem como a aquisicao de novos

conhecimentos.
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3.2. Consideracoes do curso

O meu percurso académico nao é o percurso comum, uma vez que primeiro licenciei-me
em Ciéncias Bioanaliticas (LCB) e sé depois transitei para o 3° ano do Mestrado Integrado
em Ciéncias Farmacéuticas (MICF). A razao pela qual fiz esta opgao deveu-se a falta de
conhecimentos que possuia acerca do medicamento, uma vez que a minha formagao em LCB
apenas me forneceu conhecimentos gerais sobre o medicamento e como proceder ao
controlo de qualidade do mesmo. Por esta razao, resolvi ingressar no MICF pois assim

completaria os meus conhecimentos acerca do ciclo do medicamento.

O MICF é um curso que fornece conhecimentos acerca de todas as areas farmacéuticas, o
que é otimo pois o leque de oportunidades de emprego é mais vasto. No entanto, apesar do
meu percurso menos comum, considero que com o passar dos anos académicos comecei a

identificar-me com algumas vertentes, como por exemplo com a vertente de indUstria.

Assim sendo, na minha opiniao, penso que ao longo dos anos curriculares se devia de ter a
oportunidade de escolher disciplinas de opgao, pois assim teria a oportunidade de optar por

disciplinas com as quais me identifico mais.
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Anexo | — Documentagao relativa a manipulagao das capsulas
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Anexo 2 — Documentacgao relativa a manipulagao da pomada
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Abreviaturas

CGTase: Ciclodextrina Glucanotransferase
CD: Ciclodextrinas

DLI: Drug-to-Light Interval

DSC: Differential Scanning Calorimetry

EC: Eficacia de Complexagao

FDA: Food and Drugs Administration
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I. Introducio

O presente relatério consiste em grande parte no projeto laboratorial desenvolvido nos trés
meses de estagio. Em paralelo a execugdo do projeto laboratorial, participei na semana de
acolhimento de novos colaboradores que consistia na visita as instalagoes da empresa bem
como formagoes de apresentagao dos diferentes departamentos e sobre diversos temas
como a evolugao da Bluepharma, qualidade e GMP, ambiente, saide e seguranga no trabalho,
farmacovigilancia, melhoria continua e sobre sistemas de informagao. Durante o periodo de
estagio também tive a oportunidade de assistir a um Férum da Inovagao e da Qualidade
(FIQ) sobre “Especificagoes da matéria-prima: como assegurar a compliance com o dossier
aprovado” e a um Science Talk “Importancia de Indicadores e métricas para o sucesso de

uma organizagao’.

O projeto laboratorial foi realizado no setor de Investigagago e Desenvolvimento
Tecnolégico do departamento de Investigacao e Inovacao, e consistiu no desenvolvimento
de uma formulagao de redaporfin com recurso a ciclodextrinas de modo a aumentar a

solubilidade do composto.

O estagio iniciou-se com uma contextualizagao do tema, nomeadamente sobre quais as
ciclodextrinas aprovadas para uso intravenoso (IV), os métodos de produgao e de
caracterizagao dos complexos. Posteriormente estabeleceram-se os protocolos adequados
aos métodos escolhidos e procedeu-se a execugao laboratorial dos mesmos. Na parte final
do estagio, realizou-se a caracterizagao dos produtos obtidos por espetroscopia UV-Vis e

FT-IR.

Fora do contexto do projeto laboratorial, tive a oportunidade de contactar com outras

técnicas como High Pressure Liquid Cromatrography (HPLC) e ensaios de dissolugao.

Neste capitulo inicial revela-se a teoria subjacente ao projeto, nomeadamente a
contextualizagao da molécula em estudo, ciclodextrinas (CD) de uso em IV, os métodos de

producao e de caracterizagao do produto final.

2. Contextualizacdao

2.1. Terapia Fotodinamica

A Photodynamic Therapy (PDT) é um procedimento minimamente invasivo e aprovado
clinicamente para o tratamento de diversos cancros, como do pesco¢o, pulmoes, pele, entre

outros (DABROWSKI e ARNAUT, 2015). Este procedimento inovador combina a utilizagao
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de luz, de um fotossensibilizador e oxigénio (ARNAUT et al, 2014). A PDT consiste num
processo de dois passos: primeiramente ocorre a administragao do fotossensibilizador e de
seguida apds o intervalo Drug-to-light (DLI) o tecido ¢é irradiado a um certo comprimento de
onda (A = 650 - 850 nm) (DABROWSKI e ARNAUT, 2015). A irradiagao do tecido pode
promover reagoes do tipo I, no qual o farmaco transfere um eletrio para o Oxigénio
molecular ou outros tipos de acetores resultando na produciao de anides superoxido ou
radicais; ou ocorrerem reagoes do tipo Il em que o firmaco transfere a sua energia

eletronica para o Oxigénio no estado fundamental gerando oxigénio em singuleto

(AGOSTINIS et al., 201 1) (DABROWSKI e ARNAUT, 2015) .

De acordo com a literatura, a geragao de radicais de oxigénio tera trés efeitos biologicos
distintos que contribuem para uma terapia antineoplasica eficaz: bloqueio vascular e
consequente morte por isquemia dos tecidos tumorais, morte das células tumorais por
indugao de stress oxidativo no seu interior e reagao local e sistémica inflamatoria que
estimula a ativagao de células T e a geragao de memoria celular e resposta sistémica

(AGOSTINIS et al, 201 1).

Existem diversos fotossensibilizadores sintéticos como Porfirinas, Clorinas, Bacterioclorinas

e Ftalocianinas (DABROWSKI e ARNAUT, 2015).
2.2. Redaporfin

O redaporfin (Figura |) é um fotossensibilizador sintético baseado no macrociclo das
bacterioclorinas, de Massa Molecular (MM) de 135,11 g/mol, Q.0

que combina as caracteristicas das bacterioclorinas com a
fotoestabilidade através da introdugao de grupos Fluor (F) o4
nas posicoes  —orto de anéis fenilicos das
tetrafenilbacterioclorinas, aumentando assim o potencial de

oxidagao (DABROWSKI e ARNAUT, 2015) . Os grupos

N
. .~ s . HiC S
sulfonamida presentes nas posicoes —meta dos anéis fenilo A

atribuem anfifilicidade (DABROWSKI e ARNAUT, 2015). O

Figura 2- Estrutura quimica da
molécula redaporfin.

redaporfin esta indicado para o tratamento do cancro da

cabeca e do pescogco (DABROWSKI e ARNAUT, 2015).

O redaporfin apresenta como principais caracteristicas a promogao de reagoes do tipo | e I,
localizagao no reticulo endoplasmatico e na mitocéndria das células e um DLI de |5 minutos

(DABROWSKI e ARNAUT, 2015).
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2.3. Ciclodextrinas

2.3.1. Caracteristicas gerais, vantagens e desvantagens

As ciclodextrinas (CD) sao oligossacaridos de origem natural obtidos pela degradagao
enzimatica do amido pela enzima Ciclodextrina Glucanotransferase (CGTase) (LOFTSSON

et al., 2005) (MURA, 2014) .

Molecularmente caraterizam-se por unidades repetidas do agucar D-Glucopiranose ligadas
por ligagdes do tipo a-1,4 (LOFTSSON et al, 2005) (MURA, 2014) (JAMBHEKAR e BREEN,
2016a), que sao responsaveis pela forma de cone truncado que adquirem (MURA, 2014)
(JAMBHEKAR e BREEN, 2016a). Na extremidade mais larga, existem grupos hidroxilo (OH)
secundarios, enquanto que na extremidade mais estreita existem grupos OH primarios
(LOFTSSON et al, 2005) (MURA, 2014) (JAMBHEKAR e BREEN, 2016a). Estes grupos
polares vao favorecer a solubilidade aquosa. As CD sao moléculas amfifilicas uma vez que o
seu interior & hidrofébico e o seu exterior hidrofilico, podendo assim veicular farmacos
hidrofobicos no seu interior e aumentar a sua solubilidade aquosa (LOFTSSON et al., 2005)

(JAMBHEKAR e BREEN, 201 6a).

Existem trés tipos principais de CD naturais: a-CD, B-CD e y-CD (MIRANDA et al, 201 1)
(MURA, 2014) (JAMBHEKAR e BREEN, 2016a). As caracteristicas estao resumidas na tabela
l.

Tabela | - Carateristicas gerais das CD naturais.

a-CD B-CD y-CD
Nuamero de unidades de aglcar 6 7 8
Massa molar (g mol™) 972 135 1297
Solubilidade aquosa
14,5 1,85 23,2
(g/ 100 mla 25 °C)
Didmetro da cavidade (A) 4,7-53 6,0-6,5 75-83
Volume da cavidade (A) 174 262 427
pKa 12,332 12,202 12,081
Temperatura de fusio (°C) 275 280 275

Adaptado de SALTAO e VEIGA (2001)
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As CD permitem a formagao de dois tipos de complexos: de inclusao e de nao inclusao. Os
complexos de inclusao formam-se através de interagoes termodinamicas estaveis, sendo que
em primeiro lugar ha a saida das moléculas de agua do interior da cavidade o que conduz a
um maior numero de ligagoes de Hidrogénio disponiveis (MIRANDA et al, 2011)
(GIDWANI e VYAS, 2015) (JAMBHEKAR e BREEN, 2016a). A molécula a complexar tem
geralmente um carater hidrofébico e por isso promove a repulsio entre a molécula de
interesse e o meio aquoso. Durante o processo de complexagao ocorre diminuigao dessa
mesma repulsao culminando com a entrada gradual da molécula “convidada” para o interior
da cavidade da CD (MIRANDA et al, 2011) (GIDWANI e VYAS, 2015) (JAMBHEKAR e
BREEN, 201 6a).

O uso de CD tem como vantagens o aumento da solubilidade aquosa, aumento da
estabilidade fisica e quimica, aumento da biodisponibilidade, melhoria das qualidades
organoléticas como odor e sabor, diminuicao da reacao local apdés administracao e permite
ainda a conversao de formulagoes liquidas em solidas (JAMBHEKAR e BREEN, 2016a). No
caso das a e B-CD, a toxicidade renal (quando administradas por via IV) é uma desvantagem
tal como a baixa solubilidade aquosa apresentada pelas B-CD (JAMBHEKAR e BREEN,
2016a).

2.3.2. Métodos de produciao de complexos de inclusao

Os complexos de inclusio podem ser produzidos através de diferentes métodos,
dependendo das propriedades da substancia ativa, da cinética de equilibrio, dos excipientes e

de qual a forma farmacéutica final.

Segundo a revisao da literatura efetuada, existem nove métodos principais para a produgao
de complexos de inclusao: Co-precipitagao (VALLE, 2004), Sistema Etanol-agua (MICLEA et
al, 2010) Extrusao (VALLE, 2004), Slurry complexation (VALLE, 2004), Dry mixing (VALLE,
2004) (JAFARI, 2017), Evaporagao de solvente (JAFARI, 2017), Paste complexation (VALLE,
2004) (JAFARI, 2017), Damp mixing and heating (VALLE, 2004) e Liofilizagago (MANGOLIM et
al, 2014).

Tendo em conta a molécula em estudo e os equipamentos disponiveis na empresa, os
métodos escolhidos para a formagao dos complexos de inclusao foram a co-precipitagao,
paste complexation e a evaporagio de solvente. No capitulo 3, os métodos serao

apresentados mais detalhadamente.
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2.3.3. Métodos de caracterizacdo dos complexos de inclusao

Existem diferentes métodos de caraterizagao dos complexos obtidos que se baseiam na

detegdao de carateristicas fisicas e quimicas da molécula de interesse como consequéncia da

complexagao.

Os métodos de caracterizagao permitem conhecer parametros como a estequiometria (n), a

constante de formagao do complexo (K;), a Eficaicia de Complexagao (EC) e a solubilidade

(S) JAMBHEKAR e BREEN, 2016b).

Tabela 2 - Métodos de caraterizagao existentes in house.

Métodos

Espetroscopia UV-VIS

HPLC

Polarimetria

Espetroscopia de fluorescéncia

FT-IR

DsC

Parametros

Estequiometria (n) e Constante de Formagao (Ky)

Estequiometria (n) e Constante de Formagao (K))

Estequiometria (n) e Constante de Formagao (Ky)

Estequiometria (n) e Constante de Formagao (K))

Elucidagdo da estrutura/ ligagdes quimicas

Elucidagdo da estrutura/ ligagdes quimicas e Entalpia (AH)

Os produtos foram avaliados por espetroscopia UV-Vis e por FT-IR.

A espetroscopia UV-Vis permite verificar a presenca de redaporfin através da anilise do

espetro carateristico da mesma (Figura 2) e a quantificagao da mesma através de uma reta de

calibracao.

4 1
300 400 500 600

700 800 200 1000 1100

Figura 3 - Espetro UV-Vis carateristico do redaporfin.
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A andlise por FT-IR permite observar se ocorreu complexagao devido a alteragdes no
espetro do redaporfin, como diminuicao da intensidade de picos e auséncia dos mesmos

(GEORGE e VASUDEVAN, 2012)

C-H
C=N
N-H

§=0="_

C-F

T
=z

Figura 4 - Espetro FT-IR carateristico do redaporfin com identificagao de ligagdes quimicas (A azul estdo as ligagdes que
sao especificas do redaporfin).

2.3.4. Ciclodextrinas para administracao Intravenosa aprovadas pela FDA

Para administragao Intravenosa (IV), estao aprovadas pela FDA para uso humano a

Hidroxipropil-B-CD (HP-B-CD), Sulfobutiléter-B-CD (SBE- B-CD) e a y-CD?

A formulagado de CD com grupos substituintes como o HP e o SBE, vao atribuir
carateristicas diferentes da molécula mae (JAMBHEKAR e BREEN, 2016). Com as HP-3-CD,
a molécula permanece neutra, aumentando a solubilidade aquosa e diminuindo a
higroscopicidade, ficando mais estavel a humidade (MIRANDA et al, 2011). As SBE-B-CD
sao CD ionizaveis pois este grupo substituinte tem uma cabeca polar negativa que esta
associada a uma cauda hidrofébica, presente no interior da cavidade (MIRANDA et al,
2011). Estes grupos exercem uma repulsao electroestatica aumentando as propriedades
hidrofobicas, a capacidade de complexagao e a capacidade solubilizante (MIRANDA et al.,
201 1) JAMBHEKAR e BREEN, 2016). Sendo moléculas ionizaveis, tem de se ter em atengao

ao pH de trabalho, devendo este ser neutro ou alcalino (MIRANDA et al,, 201 I).

No proximo capitulo é abordado o trabalho laboratorial executado com apresentagao de

resultados e conclusoes.

? Consultado na “Inactive ingredients database” da FDA, a 15/05/2017
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3. Trabalho laboratorial

3.1. Escolhada CD

Como referido anteriormente, apenas trés CD estao aprovadas pela FDA para uso IV: HP-3-
CD, SBE-B-CD e y-CD. Optou-se pela HP-B-CD uma vez que apesar da y-CD apresentar
um diametro de cavidade superior, a sua solubilidade é muito mais baixa (23,3 g/ 100 ml a 25
°C face a 70 g/ 100 ml a 25 °C®). A SBE-B-CD nio estava disponivel aquando a execugio do

projeto.
3.2. Escolha do método

A escolha do método foi limitada aos equipamentos disponiveis e aos solventes necessarios.

Optou-se pelo método da co-precipitagao, paste complexation e a evaporagao de solvente.

A co-precipitagdo € um método rapido e simples, é uma one-pot-reaction e é o método
laboratorial mais comum, no entanto apresenta a grande desvantagem de ter um Scale-up

limitado (VALLE, 2004).

A Paste complexation consiste na formagao de uma pasta de CD e de redaporfin, com
pequena quantidade de solvente, promovendo a formagao de complexos através de
malaxagem (VALLE, 2004) (JAFARI, 2017) . Para além do Scale—up ser possivel, recorre a um
pequeno volume de solvente o que é vantajoso tendo em conta a baixa solubilidade do
redaporfin. A tendéncia a formar bulk é uma desvantagem, tendo por isso de se recorrer a
um aumento de temperatura para diminuir a viscosidade da pasta formada (VALLE, 2004)

(JAFARI, 2017).

O método de evaporagao de solvente consiste na mistura da molécula e das CD com um
solvente/mistura de solventes em que ambas sao soluveis. Apds algum tempo em agitagao
evaporam-se os solventes de modo a obter cristais de complexos de inclusao (JAFARI,

2017).

Relativamente aos métodos escolhidos para avaliar a formag¢ao de complexos de inclusao,
optou-se por espetroscopia UV-Vis devido a simplicidade e rapidez na execucao e FT-IR por

permitir uma analise mais especifica e sensivel.

* Consultado no site do fornecedor Ashland a 25/05/2017.
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3.3. Escolha dos solventes a utilizar nos diferentes métodos

A escolha dos solventes teve por base as caracteristicas de ambas as moléculas (CD e o
redaporfin). Apos se testar a solubilidade das moléculas em diferentes solventes, optou-se
pela mistura Polietilenoglicol (PEG) 400: Etanol absoluto (80%: 20%), Agua: Acetona (50%:

50%), Diclorometano: Metanol (75%: 25%) e Etanol absoluto.

Nos protocolos é comum a adigao de NaCl 0,9% que atua como agente discriminatorio, uma
vez que permite separar as moléculas livres das complexadas dado que as moléculas

complexadas tém solubilidade aquosa.

3.4. Resultados

3.4.1. Paste complexation

O método paste complexation apresenta alguns problemas a escala laboratorial, pois é de
dificil execu¢ao nao sé devido ao tempo de mistura como também devido as quantidades
utilizadas que dificultam a mesma. Para a realizagao deste método desenvolveram-se dois
protocolos recorrendo-se a mistura de solventes PEG,,,: Etanol absoluto (80%: 20%) e a
Etanol absoluto. Relativamente ao protocolo que utilizou o solvente PEG,,,: Etanol absoluto
(80%: 20%), nao foi possivel a obtencao de um poé solto apds a secagem uma vez que a
presenca do polimero conferiu viscosidade a mistura. No protocolo em que se utilizou o

solvente Etanol absoluto, ja nao houve esse problema dado que o etanol é volatil.

Em ambos os protocolos, apds a adigao de | ml de NaCl 0,9%, observou-se que se formava
uma mistura de cor verde baga e com precipitado. Apos a centrifugagao, verificou-se a
formagcao de um depdsito de cor verde e de um sobrenadante de cor incolor. Estes
resultados indicavam a nao formagao de complexos de inclusao, uma vez que apos a adigao
de uma solugao aquosa, se tivesse ocorrido a formagao de complexos de inclusao, estes

seriam sollveis e consequentemente o sobrenadante apresentaria uma cor verde.

As amostras foram analisadas por espetroscopia UV-Vis e por FT-IR. A anilise do
sobrenadante por espetroscopia UV-Vis nao revelou a presenca dos picos caracteristicos do
redaporfin e por isso pode-se concluir que a concentragao de redaporfin no sobrenadante

estava abaixo do limite de detegao.

A andlise FT-IR dos sobrenadantes e precipitados de ambos os protocolos revela a auséncia
de complexos de inclusao. Ambos os precipitados apresentam os picos caracteristicos da

HP-B-CD e de redaporfin. Os sobrenadantes diferem entre si, uma vez que o espetro do
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sobrenadante resultante do protocolo com PEG,,,: Etanol absoluto (80%: 20%) é equivalente
ao espetro do NaCl 0,9%, estando ausentes tanto os picos carateristicos da HP-B-CD como
do redaporfin, contrariamente ao esperado. O espectro do sobrenadante do protocolo que

recorreu a Etanol absoluto continha os picos caracteristicos da HP-B-CD.
3.4.2. Co-precipitacao

O método da co-precipitagio é dos métodos mais usados a escala laboratorial para
produgao de complexos de inclusao devido a sua simplicidade de execugao e por isso foi um
dos métodos escolhidos. Através deste método executaram-se diferentes protocolos com
recurso a diferentes solventes como PEG,,: Etanol absoluto (80%: 20%), Acetona: Agua

(50%: 50%) e Etanol absoluto.

No primeiro protocolo executado, recorreu-se ao solvente PEG,,;: Etanol absoluto (80%:
20%) e tal como foi explicitado anteriormente, a adicio de NaCl 0,9% é o fator
diferenciador entre os complexos formados e as moléculas livres. Neste primeiro protocolo
optou-se por subdividir a mistura final em 2 aliquotas de modo a testar qual o efeito da
concentragao na variagao do racio volume de mistura/ volume de NaCl 0,9%. Escolheram-se
os racios volume de mistura/ volume de NaCl 0,9% de 2:98, 3:97, 5: 95, 10: 90 e 50: 50.
Apos a centrifugagao, apenas o racio 50:50 (volume de mistura/ volume de NaCl 0,9%)

apresentou um sobrenadante de cor verde.

Na andlise por UV-Vis apenas o sobrenadante do racio 50:50 apresentou um valor acima do
limite de detecao do espetrofotometro. Tendo conhecimento da solubilidade do redaporfin
em etanol absoluto, o valor obtido nao variou significativamente, o que previamente indicava
a auséncia de complexos de inclusao. A andlise por FT-IR suportou a conclusio de nao

inclusao.

No segundo protocolo, testou-se a mistura de solventes Acetona: Agua (50%: 50%), que se
pensou ser uma boa alternativa uma vez que a mistura permitia a solubilizagao de ambas as
moléculas. Este método teve a variante de em vez se utilizar NaCl 0,9% como solugao
discriminatoria, recorreu-se a evaporagao da acetona que permitiria que as moléculas
ficassem em meio aquoso e assim podia-se avaliar igualmente a formagao de complexos de
inclusao. No fim do tempo de mistura, obteve-se um sobrenadante de cor verde. Apods a
evaporagao da acetona, obteve-se um sobrenadante incolor, o que era indicativo da auséncia
de complexos de inclusao no sobrenadante. A leitura do sobrenadante no espetrofotometro

UV-Vis nao revelou a presenca de redaporfin no sobrenadante. A leitura no FT-IR
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complementou essa informagao, mas também permitiu verificar a auséncia de CD do

sobrenadante, algo que é inesperado tendo em conta a solubilidade aquosa da HP-B-CD.

O terceiro e o quarto protocolo deste método utilizaram Etanol absoluto com solvente de
mistura. O quarto protocolo difere do terceiro na medida em que antes da adicao de NaCl
0,9% se procede a evaporagao do etanol até a secura. Este passo adicional tem por objetivo

avaliar qual o possivel papel do NaCl 0,9% como promotor de descomplexagao.

Apos o tempo de mistura, os sobrenadantes de ambos os protocolos foram quantificados
com recurso a espetroscopia UV-Vis. Os valores obtidos nao alteraram significativamente
em relagdo a solubilidade do redaporfin em Etanol absoluto. A adicao do NaCl 0,9%
contribuiu para a formagao de sobrenadantes incolores, o que revelava a auséncia de

complexos de inclusao.

No quarto protocolo efetuou-se a medi¢ao por FT-IR do sobrenadante e do precipitado
antes da adicao do NaCl 0,9%. O sobrenadante e o precipitado demonstraram a presenca
dos picos caracteristicos da HP-B-CD e do redaporfin, porém nao ocorreu uma alteragao
major no espetro que revelasse a formagao de complexos de inclusao antes da adigao de
NaCl 0,9%. Ambos os precipitados finais apresentam os picos caracteristicos da HP-B-CD e
de redaporfin. Os sobrenadantes finais diferem entre si, uma vez que o espetro do
sobrenadante resultante do quarto protocolo é equivalente ao espetro do NaCl 0,9%,

estando ausentes tanto os picos carateristicos da HP-B-CD como do redaporfin.
3.4.3. Evaporacao de solvente

Neste protocolo, recorreu-se a mistura de solventes Diclorometano: Metanol (75%: 25%).
Estes solventes pertencem a classe 2 segundo a ICH (possuem toxicidade inerente), porém

foram testados para se estudar a influéncia destes solventes na eficacia de complexagao.

A adicao de NaCl 0,9% contribuiu para a obtengao de um sobrenadante incolor, o que
refletia a nao complexagao e por isso nao se procedeu a analise por espetroscopia UV-Vis.
O sobrenadante e o precipitado foram analisados por FT-IR. O espetro do sobrenadante era
sobreponivel com o espetro do NaCl 0,9%, estando ausentes os picos caracteristicos da HP-
B-CD e do redaporfin. Por sua vez, o precipitado apresentava os picos caracteristicos de

ambas as moléculas.
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3.5. Consideracoées finais

A anilise global dos resultados obtidos, permite desde ja concluir que nao ocorreu formagao
de complexos de inclusao entre as HP-B-CD e o redaporfin. Quer a andlise por

espetroscopia quer a andlise por FT-IR suportou esta conclusao.

Quando se iniciou a andlise dos espetros por FT-IR tendo as duas moléculas no precipitado
pensou-se que pudessem existir complexos de inclusio e que estes pudessem estar no
precipitado pois apesar de ocorrer complexagao esta poderia nao ter surtido num aumento
da solubilidade. No entanto, segundo diversos autores, quando ocorre complexagao, os
picos caracteristicos das moléculas complexadas sofrem alteragoes, como a diminuicao da
intensidade do pico (GEORGE e VASUDEVAN, 2012) e/ou deslocamento do mesmo (LIN et
al, 2010). A comparagao entre os espetros das amostras e o espetro do redaporfin,
demonstrou que nao ocorreu nenhuma alteracdo major que justificasse a existéncia de

complexos de inclusao.

Os espetros de FT-IR, para além de permitirem analisar a presenga/auséncia de complexos
de inclusao, também permitiram retirar conclusoes interessantes como por exemplo o
efeito da temperatura. Nos protocolos que foram submetidos a temperaturas > 40 °C
(protocolo | da paste complexation, protocolos 2 e 4 da co-precipitagao e protocolo da
evaporagao de solvente), os espetros dos sobrenadantes eram sobreponiveis com o espetro
do NaCl 0,9%. As HP-B-CD apresentam um ponto de fusio de 120 °C — 160 °C* e o
redaporfin nao se degrada as presentes temperaturas. Por isso, uma das hipdteses propostas
€ a decorrer algum tipo de interagao, diferente de complexos de inclusao, que leve a
precipitacio da HP-B-CD juntamente com o redaporfin. Esta conclusio necessita de
validagao bibliografica. De modo a avaliar quais as interagoes aqui presentes, dever-se-ia de
analisar as amostras nao so6 através dos métodos anteriormente descritos, mas também por

DSC uma vez que permitira saber quais os tipos de ligagoes envolvidas.

Durante a realizagao do trabalho laboratorial, foi proposto que talvez a adi¢ao de NaCl 0,9%
promovesse a descomplexagao, sendo este o passo o responsavel pela nao complexa¢ao nos
produtos finais, uma vez que quando a contante de equilibrio é baixa, uma simples diluicao
pode conduzir a descomplexagao (STELLA et al., 1999) (STELLA e HE, 2008) . No quarto
protocolo da Co-precipitagao, tal como foi mencionado anteriormente, as amostras foram

analisadas por FT-IR antes do passo de adicao de NaCl 0,9% e foi comprovado que neste

* Consultado https://www.wacker.com/cms/en/products/product/product.jsp?product=8969 a 21/07/2017
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passo nao tinha ocorrido a formagao de complexos de inclusao e por isso o NaCl 0,9% nao

era o fator que estava a influenciar a complexagao.

Finalmente, no caso do protocolo relativo ao método de evaporagao do solvente nao se
obtiveram complexos de inclusao, no entanto nio se sabe se é devido a ineficacia dos

solventes ou se o facto de ter sido submetido a 40 °C possa ter influenciado o resultado.

Das moléculas complexadas com HP-B-CD descritas na literatura, geralmente estas
apresentam um peso molecular até 600 g/mol, nunca um peso molecular tao elevado como
o redaporfin. Para além do peso molecular, a molécula em estudo é bastante hidrofobica o

que também dificulta a complexacao.

Pensou-se que a HP-B-CD pudesse nao ser a CD mais indicada devido ao elevado peso
molecular da redaporfin, todavia ZHANG et al. (2009) conseguiu complexar a insulina (1380
g/mol) com HP-B-CD, o que demonstra a eficacia desta CD na complexagao de moléculas
de grandes dimensoes. Porém, a insulina é hidrofilica e por isso a complexagao ¢ facilitada.
Acrescida a elevada lipofilicidade, o redaporfin apresenta uma estrutura nao planar que

possivelmente nao facilita a complexagao.

Assim sendo, a estrutura nao planar e a elevada hidrofobicidade provavelmente sao os
fatores chave para ainda nao se ter conseguido obter complexos de inclusao entre HP-B-CD

e redaporfin (Tabela 5).

4. Analise SWOT

A analise SWOT consiste na avaliagao das Strenghts (Forgas), Weaknesses (Fraquezas),

Opportunities (Oportunidades) e Threats (Ameagas) relativas ao periodo de estagio.
4.1. Strenghts (Forcas)
As forgas que posso destacar relativamente ao estagio sao:

e Know-how na execugao de protocolos laboratoriais e no manuseamento do
espetrofotometro UV/Vis;

e Bom ambiente e colaboragao entre colegas;

e Formagao continua e integracao do estagiario na entidade através da realizagao da
semana de acolhimento;

e Recursos materiais disponibilizados para a realizagao do projeto;

e Know-how interno.
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4.2. Weaknesses (Fraquezas)
Relativamente as fraquezas, destaco:
e Know-how limitado para manusear alguns equipamentos;
e Falta de experiéncia em apresentagao dos materiais de estudo oralmente.
4.3. Opportunities (Oportunidades)
Relativamente as oportunidades, posso salientar:

Contacto com o mercado de trabalho;

Contacto com a realidade de investigagao em industria farmacéutica;

Trabalho em contexto de Sistema de Gestao da Qualidade (SGQ);

e Aquisigao de novos conhecimentos acerca de equipamentos, como o caso do FT-IR;

Aprofundar  conhecimentos gerais anteriormente adquiridos acerca das

ciclodextrinas;

Aprofundar os conhecimentos em Excel;

Alargar a rede de networking;

Desenvolver a capacidade de apresentagao oral;

Adgquirir mais conhecimento em técnicas de investigagao e de analise.

4.4. Threats (Ameacas)

e Curto tempo de estagio (3 meses), que em contexto de investiga¢ao limita a

realizagao do projeto.
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5. Consideragdes finais acerca do estagio

O estagio no setor de Investigagdo e Desenvolvimento Tecnoldgico do departamento de
Investigagao e Inovagao da Bluepharma excedeu as expetativas iniciais, uma vez que
contrariamente ao que pensava, iria participar ativamente num projeto de investigagao. O
projeto foi bastante interessante por diversas razoes, tais como: a indicagao terapéutica do
redaporfin, o contacto com um meio laboratorial mais tecnolégico, a obtengcao de novos
conhecimentos e o desafio de analisar resultados inesperados com espirito critico. A equipa
foi essencial uma vez que para além de me fazerem sentir integrada, sempre se esforgaram

para transmitir os conhecimentos da melhor forma.

Em termos pessoais, as apresentagoes periodicas ajudaram-me a expressar melhor a
informacgao, dado que a exposicao me ajudou a sentir mais a vontade perante uma audiéncia.
O estagio também contribuiu para refletir na aquisicao de formagao adicional mais especifica

como por exemplo no mestrado em Quimica Farmacéutica Industrial.

Em modo de conclusao, este estagio foi uma excelente oportunidade de contactar com o
contexto de investigagao em industria, pois apesar de ja possuir experiéncia em investigagao
no meio académico, a dinamica das mesmas é muito diferente. O estagio foi bastante
importante na reflexdo acerca da visao da area de investigagao em contexto de industria

como uma futura oportunidade de carreira.
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Anexos

Anexo | — Dados dos quimicos utilizados

Tabela 3 - Dados dos quimicos utilizados.

Quimico Lote Fabricante
Acetona K43800414239 Merck KGaA — Alemanha
Cavitron ™ W7 HP7 Pharma Al411A0068 Ashland Industries Europe
GmbH — Suica
Cloreto de Saédio K45487407424 Merck KGaA — Alemanha
Diclorometano 1681303/ 1678091 Fisher Scientific — Reino Unido
Etanol absolute 1710254 Fisher Scientific — Reino Unido
Metanol 1863807647 Merck KGaA — Alemanha
PEG ,, 56635385 Merck KGaA — Alemanha

Anexo Il —= Dados dos equipamentos utilizados

Tabela 4 - Dados dos equipamentos utilizados.

Equipamentos Referéncia N° interno BLPH
Agitador magnético Variomag poly — Thermo Scientific 634
Centrifuga Eppendorf centrifuge 5810R ID 266
Espetrofotometro AnalitykJena Specord 210 plus 1070
Estufa a vacuo Vacutherm Heraeus Instruments 107
Evaporador rotativo Laborota 4003 — control ID 244

Heidolph instruments

FT-IR-ATR Spectrum two 1022
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Anexo Ill = Tabela resumo de moléculas da literatura e do redaporfin

Tabela 5 - Tabela resumo de moléculas da literatura e redaporfin.

Molécula MW (g/mol) Hidrofilicidade Conformacgio HP-B-CD

e

ot
Insulin

1380 Elevada Planar Sim
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Abstract

Oxysterols, oxygenated derivatives of cholesterol, are compounds with 27 structural
carbons, substituted with polar groups as hydroxyl, keto, hydroperoxy, epoxy or carboxyl at
rings A and B as well on the side chain. These compounds are either produced by reactive
oxygen species or by enzymatic reactions. The route of synthesis has influence on the
biological effects of oxysterols, since compounds oxidized on rings A or/and B are implicated
in toxic effects and the ones oxidized in the lateral chain are implicated in important
biological roles influencing specific targets. Oxysterols are not cholesterol end-products

since they exert metabolic activity on their own.

The role of oxysterols is discussed in atherosclerosis and in breast cancer, being highlighted
as promoters of breast cancer (27-hydroxycholesterol) and as anticancer compounds (5,6-

epoxycholesterol and the sulphated derivative and dendrogenin A).

The influence of Liver-X-Receptor is also established, since this nuclear receptor acts as a
pawn in atherosclerosis and in cancer development, being influenced by the binding of
agonists like oxysterols. Most oxysterols display antiproliferative properties in contrast with
27-hydroxycholesterol which is a pro-proliferative agent. This activity is debated in the

present document.

The present work has the purpose to establish the role of oxysterols in different
perspectives, as “good”, “bad” and “not so ugly” compounds, since besides having a negative
role in cancer, oxysterols also have anticancer properties and have physiological properties

as in the regulation of cholesterol metabolism.
Keywords

Cholesterol; Oxysterols; Atherosclerosis; Breast cancer; Liver-X-Receptors.
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Resumo

Os oxiesterdis, derivados oxigenados do colesterol, sio compostos com 27 carbonos
estruturais substituidos por grupos polares como grupos hidroxilo, cetonas, hidroxiperoxi,
epoxi ou carboxilo nos anéis A e B como também nas cadeias laterais. Estes compostos
podem ser produzidos através de reagdoes nao enzimaticas, por espécies reativas de oxigénio
ou por reagoes enzimaticas. A via de sintese tem influéncia nos efeitos biologicos dos
oxiesterois, uma vez que oxiesterodis oxidados nos anéis A e B tém efeitos toxicos, enquanto
que os que sao oxidados nas cadeias laterais estao implicados em processos biologicos
influenciando alvos especificos. Os oxiesterois nao sao produtos finais do colesterol, uma

vez que apresentam atividade metabdlica propria.

O papel dos oxiesterois é discutido sob o ponto de vista da aterosclerose e do cancro da
mama, sendo destacado o seu efeito como promotores do cancro da mama (27-
hidroxicolesterol) e como moléculas protetoras do desenvolvimento de cancro (5,6-

epoxicolesterol e seu derivado sulfatado e dendrogenina A).

A influéncia do Liver-X-Receptor é retratada, uma vez que este recetor nuclear atua como um
pedao no desenvolvimento da aterosclerose e do cancro, sendo influenciado por agonistas
como os oxiesterois. A maior parte dos oxiesterois tem atividade anti-proliferativa quando
se liga ao recetor, no entanto o 27-hidroxicolesterol apresenta a curiosa atividade

proliferativa que é debatida no presente documento.

O presente trabalho tem por objetivo estabelecer o papel dos oxiesterois de acordo com

¢

diferentes perspetivas, compostos “bons”, “maus” e “nao tao feios”, pois para além de terem
um efeito negativo no cancro, também apresentam propriedades anticancerigenas e

propriedades fisiologicas como a regulagio do metabolismo do colesterol.
Palavras-chave

Colesterol; Oxiesterois; Aterosclerose; Cancro da mama; Liver-X-Receptor.
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I. Introductory notes: oxysterols, synthesis and effects

Sterols, found in animals, plants and fungi are a group of natural lipids with important
functions in vivo, such as physiological regulators, hormones and provitamines (SALVADOR

et al, 2013).

Cholesterol, a type of sterols, is present in lipid bilayers and is susceptible of oxidation
(KULIG et al, 2016). This oxidation process leads to oxysterols synthesis, which are
cholestane-type steroids, with a 27-carbon scaffold (MUTEMBEREZI et al, 2016)
(VURUSANER et al, 2016) substituted with polar groups such as hydroxyl, keto,
hydroperoxy, epoxy or carboxyl at rings A and B, as well as at the side chain (KULIG et dl,
2016).

The synthesis of oxysterols can occur through either spontaneous/non-enzymatic processes
or enzymatic processes. The way this process occurs, leads to differences in the oxysterols
structure. If the process is non-enzymatic, through Reactive Oxygen Species (ROS), ozone,
Ultra-Violet (UV) light, metal ions and other iron carrying proteins, oxysterol is polarized in
the sterol ring system. On the other hand, if it occurs through an enzymatic reaction, the
oxidation will be at the side chain and/or on the sterol ring system, depending on which
tissue is involved (ZARROUK et al., 2014) (KULIG et al., 2016). These differences on the
process of synthesis leads to different physicochemical properties, solubility or lipophilicity

and action, such as cytotoxicity (KULIG et al,, 2016).

The synthetic route and the tissue where the process occurs will define which oxysterols
are synthesized (Figure |). Through a non-enzymatic route, which is dependent on ROS,
different types of oxysterols are generated, such as 7a- or 7B-hydroperoxide, 7a-
hydroxycholesterol (70OHC), 7B-hydroxycholesterol (7BOHC), 7-ketocholesterol (7-KC),
5,6-epoxycholesterol (5,6-EC) diastereomers, cholestane-3p3-5a-6f-triol, cholestane-3p3-5a-
6a-triol (CT) and 7a- and 7B-hydroperoxycholesterol (ZARROUK et al., 2014). Indeed, the
double bound present at the ring B of the cholesterol molecule is a target for free radicals,
so positions 4, 5, 6 and 7 have more tendency to be oxidized (VEJUX, A. et al,, 2008). Most
of the non-enzymatic oxysterols present on the human body are obtained from the
consumption of cholesterol rich food, such as dairy products, milk, eggs, meat products,
storage fish and others (VEJUX, A. et al, 2008). These products, rich in cholesterol, are
subjected to radiation, high temperatures or cooked in the presence of oxygen, thus
favouring a high rate of oxysterols formation. Once in the human body, oxysterols are more

quickly absorbed than cholesterol and are transported through plasma in Low Density
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Lipoprotein (LDL) and in a less extension in High Density Lipoprotein (HDL) and Very Low
Density Lipoprotein (VLDL) and later metabolized by the liver (VEJUX, A. et al., 2008).

On the other hand, enzymatic oxysterols are obtained endogenously, through three groups
of enzymes: oxidoreductases (CYP 450, cholesterol hydroxylase, hydroxysteroid
dehydrogenase and squalene epoxidase), hydrolases (cholesterol epoxide hydrolase and
cholesterol esterase) and transferases (hydroxysteroid sulfotransferase, Acyl-CoA
cholesterol transferase and Lecithin cholesterol transferase) (MUTEMBEREZI et al., 2016),
producing 22 (R)-hydroxycholesterol (22(R)-OHC), 24-hydroxycholesterol (24-OHC) and
27-hydroxycholesterol (27-OHC), among others (KLOUDOVA et al., 2017).

Some oxysterols can be synthetized by both reactions, as 4p-hydroxycholesterol (4f-OHC),
7a-hydroxycholesterol (7a-OHC) and 25-hydroxycholesterol (25-OHC) (KLOUDOVA et
al,, 2017).

In a general mode, oxysterols oxidized in the rings A and B are implicated in toxic effects
and oxysterols oxidized in the lateral chain play important biological roles through

modulation of specific targets (GILL et al.,, 2008) (OTAEGUI-ARRAZOLA et al., 2010).

Although oxysterols are known for their bad effects as it is presented on the next chapter,
oxysterols also have physiological functions in lower concentrations, as the regulation of
cholesterol metabolism, influence on several signaling pathways, membrane fluidity and the

activity of some membrane proteins (KLOUDOVA et al., 2017).

Oxysterols have numerous molecular targets: cell membrane receptors, transport proteins
and Nuclear Receptors (NR) (MUTEMBEREZI et al, 2016). The effect on NR, the most
studied targets of cholesterol precursors and metabolites, as Liver-X-Receptor (LXR), will

be approached on the last chapter.
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25-Hydroxycholesterol

27-Hydroxycholesterol

.}
7-Ketocholesterol

Figure | - Biosynthesis of common oxysterols. Adapted from KLOUDOVA et al,, (2017).

2. Cytotoxicity of oxysterols

Oxysterols are not end products of metabolism, since they have pathologic effects mediated
by alterations on the membrane properties or interaction with proteins (BUTTARI et al,
2013), so they have a role in many pathologies as atherosclerosis, age related macular
degeneration, Parkinson’s and Alzheimer’s disease, multiple sclerosis, osteoporosis, type 2
diabetes and in different types of cancer (KULIG et al,, 2016). Oxysterols contribute to the
development of these pathologies because they are powerful immunomodulators influencing

lymphocytes, Natural Killer (NK) cells and macrophages (VEJUX and LIZARD, 2009).

In lymphocytes, cholesterol is needed for their proliferation. However, oxysterols will
prevent the de novo synthesis of cholesterol (OTAEGUI-ARRAZOLA et al., 2010), and exert
cytotoxic activity in lymphocytes, since cholesterol molecules on the membrane are
replaced by oxysterols, thus altering the functions of plasma membrane (VEJUX and
LIZARD, 2009). The lytic function of NK cells is affected by oxysterols since they also
promote alteration in plasma membrane (VEJUX and LIZARD, 2009).

Besides having an effect on the immune system, oxysterols also influence metabolic chains.
Oxysterols act on T resting cells activating transcription factor LXRP, consequently
activating ABCGI transporter leading to the exit of cholesterol from the cells (BENSINGER
et al, 2008) (VEJUX and LIZARD, 2009). Also, in this cells, the activity of sterol regulatory
binding protein (SREBP) is decreased due to oxysterols’ activity, which has an impact on de

novo synthesis and in the cholesterol uptake (BENSINGER et al., 2008).
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This chapter will focus specifically on the effect of oxysterols on the vascular wall and on

tumoral cells.
2.1. Vascular wall

As it is well known, atherosclerosis is a slowly but progressive state of chronic inflammation
of the vascular wall which starts with the accumulation of macrophages, lipids and smooth
muscle cells, resulting in foam cells (VEJUX et al., 2008) (VEJUX and LIZARD, 2009) (KULIG
et al., 2016). Those macrophages and smooth muscle cells die and become a cap with fat
matter inside (VEJUX and LIZARD, 2009). This structure is a risk, because if it bursts it can
lead to heart diseases as infarctus and strokes (VEJUX and LIZARD, 2009) (ZARROUK et
al., 2014) (KULIG et al,, 2016). The fate of the atherosclerotic lesion is dependent on the
balance between recruiting and activation of macrophages subsets and also their clearance

from the vessel wall and polarization state (BUTTARI et al., 2014).

Oxidized LDL, which contain high levels of oxysterols, are the main responsible for the
formation of the atherosclerotic plaque because of its cytotoxicity, along with pro-oxidative,
pro-inflammation (LEMAIRE-EWING et al., 2005) (VEJUX et al.,, 2008) (VURUSANER et al,
2016) and pro-fibrogenic (VURUSANER et al., 2016) properties. Diverse studies show that
some species of oxysterols have inflammatory and phospholipidosis inductor potential
(VEJUX and LIZARD, 2009). Oxysterols, such as 7-ketocholesterol (7-KC), 700HC, 7j-
hydroxycholesterol (7BOHC), 24-OHC, 25-OHC, 27-OHC and cholestane-3f3,50,6f3-triol
are the ones involved in the vascular degeneration (VEJUX and LIZARD, 2009) (ZARROUK
et al, 2014). According to OTAEGUI-ARRAZOLA et al. (2010), the analysis of fibrotic

plaques removed from carotids demonstrate the presence of 27-OHC, 7-KC and 7B3-OHC.

Oxysterols are present in different stages of atherosclerosis development since they can act
on the endothelial dysfunction, inducing inflammation and the production of M| and M2
subsets of macrophages, as well as phospholipidosis and lipid accumulation. Furthermore,
oxysterols influence vasa vasorum angiogenesis and promote cell through apoptosis or

autophagy (ZARROUK et al., 2014)

Macrophages play a major role in this inflammatory process (BUTTARI et al, 2013)
(BUTTARI et al, 2014) (ZARROUK et al, 2014). They act in different stages of
atherosclerosis plaque development: ingestion of lipoproteins and their accumulation giving
rise to foam cells containing lipid droplets to the inflammation and progression of the plaque

as macrophages are trapped in the lesion. Furthermore, macrophages are involved in local
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inflammatory response by secreting pro-inflammatory cytokines, chemokines and ROS and

the death of macrophages, which contributes to the necrotic core in progressing plaques

(BOBRYSHEV et al.,, 2016).

Macrophages can be classified in two types: MI and M2. MI (pro-inflammatory), which are
the set classically activated (BUTTARI et al, 2014) (SCHULMAN, 2017), are stimulated by
Interferon-y (IFN-y), Lipopolysaccharide (LPS), Tumor Necrosis Factor (TNF-a) and
Granulocyte-Macrophage Colony - Stimulating Factor (GM-CSF) (BUTTARI et al., 2013) and
are the leading source of ROS and nitrous oxide (NO) in atherosclerotic plaque (BUTTARI
et al, 2014) (BOBRYSHEV et al, 2016); and M2 (alternative macrophages or anti-
inflammatory) (BUTTARI et al., 2014) (SCHULMAN, 2017) are only activated when IL-4, IL-
10, IL-13 and Macrophage Colony - Stimulating Factor (M-CSF) (BUTTARI et al,, 2013). M2
are a group of cells with anti-inflammatory properties that are critical for the resolution of
inflammation (BUTTARI et al.,, 2014). M| subtype is present in progressing plaques contrary
to M2 subtypes which is present in regressing plaques involved in tissue repair (BOBRYSHEV
et al, 2016).

The most abundant autoxidation cholesterol product, 7-KC (Figure 1), is present in large
concentrations on atherosclerotic lesions, which contributes to the plaque development in
different stages of the pathology, before and after plaque formation (ZARROUK et al., 2014).
Formerly to the lesion formation, 7-KC promotes alterations including the inhibition of
vascular elasticity, since in the presence of 7-KC there is an overproduction of superoxide
anion (O, ") which inhibits the synthesis of NO, a potent relaxing agent. Instead of the
production of NO, the synthesis of the cytotoxic agent NO;™ takes place (ZARROUK et al.,
2014). Moreover, 7-KC, 70OHC and 7BOHC (Figure 1) induce the inflammation of
endothelial cells and contribute to a better adhesion of molecules to the vascular wall, which
leads to a greater concentration of neutrophils to the sub-endothelium (ZARROUK et dl,

2014).

7-KC also affects macrophages polarization by disrupting MI/M2 balance to a pro-
inflammatory state (BUTTARI et al, 2014) and pro-atherogenic, affecting both phenotype
and function (BUTTARI et al, 2013). It promotes the conversion of an anti-inflammatory
state promoted by M2 to a pro-inflammatory and pro-atherogenic state promoted by MI

(BUTTARI et al., 2014).

Besides phenotype changes, subtypes differ in the synthesis of cytokines, chemokines,

proteases and other mediators (BUTTARI et al.,, 2014). Macrophages are a significant source
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of Matrix Metalloproteins (MMP) and pro- and anti-inflammatory cytokines (BUTTARI et
al, 2013) (BUTTARI et al., 2014). These cytokines regulate extracellular matrix remodeling,
inflammatory cell recruitment and activation and vascular smooth muscular cell proliferation
and apoptosis, which favour progression of atherosclerosis and facilitate an unstable

phenotype (BUTTARI et al.,, 2013) (BUTTARI et al., 2014).

MMP are proteases which degrade the cell matrix, affecting the vascular remodelation and
plaque vulnerability (BUTTARI et al., 2013) (VACEK et al,, 2015). In normal conditions, M|
are the ones who synthesize more MMPs. However, in the presence of 7-KC, the subtype
M2 has an augmented production of MMPs, contributing to the pro-inflammatory effects of
oxysterols (BUTTARI et al, 2013) (BUTTARI et al, 2014). This oxysterol increases the
production of MMP-9, which polarize the two subsets of macrophages into the production

of MMP-2 (BUTTAR! et dl., 2014).

The synthesis of cytokines is greater in the presence of 7-KC, which leads to an augmented
synthesis of endothelium adhesion molecules, proteases and other mediators (BUTTARI et
al, 2013) or in other words, contribute to the synthesis of pro-atherogenic mediators
involved in a pro-inflammatory, pro-invasive and pro-angiogenic mechanisms (BUTTARI et
al, 2014). When 7-KC is present, M| is stimulated to increase the production of TNF-a and
IL-6 (BUTTARI et al, 2013). TNF-a and IL-6 polarize M2 to produce these two cytokines
and also IL-12 (BUTTARI et al, 2014). It has been reported that 7-KC also influence the
secretion of inflammatory and immunomodulatory chemokines as IL-8, Monocyte
Chemoattractant Protein-1 (MCP-1), Chemokyne C-C Motif Ligand-3 (CCI-3), CCL-4 and
growth factors as Granulocyte Colony - Stimulating Factor (G-CSF), GM-CSF and Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF) which are responsible for the recruitment of leukocytes
into the inflammation site and stimulate endothelial cell migration, spreading and neovessel
formation thus promoting the angiogenesis associated to the progression of the

atherosclerotic plaque (BUTTARI et al., 2014).

Phospholipidosis is another effect promoted by oxysterols which translates in lipid imbalance
(ZARROUK et al., 2014) . It has been reported that 7-KC, 7BOHC and 5,6-epoxycholesterol
(5B,6B-EC) cause some cell modifications, which promote phospholipidosis such as the
presence of multilamelar cytoplasmic structures, named myelin figures, intracellular
accumulation of polar lipids as phospholipids (VEJUX and LIZARD, 2009), mainly
phosphatidylcholine and sphingomyelin in acidic compartments (OTAEGUI-ARRAZOLA et

al, 2010), loss of transmembrane mitochondrial potential and reversibility of polar lipid
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accumulation (VEJUX et al,, 2008) (VEJUX and LIZARD, 2009). Myelin figures result from the
accumulation of phospholipids leading to structures with different shapes and sizes (VEJUX
and LIZARD, 2009). This lipid imbalance, induced by oxysterols and some cationic
amphiphilic drugs as amiodarone, imipramide, fluoxetine, chlorcyclizine, tamoxifen and
gentamicin (VEJUX and LIZARD, 2009), can be a defense system for cells as myelin figures
retain xenobiotics and later suffer exocytosis to reduce the concentration of them (VEJUX
and LIZARD, 2009), being considered an adaptive response rather than a toxic one (VEJUX
and LIZARD, 2009). Besides this effect on the defense system, phospholipidosis’ effects are
mainly associated to cell death as it inhibits cell proliferation, activates caspase-mediated
apoptosis in cell culture and might encourage the release of some proteolytic enzymes which

activate certain apoptotic pathways (VEJUX and LIZARD, 2009).

It has been shown that the most powerful molecule capable of counteracting the effects of
oxysterol induced side-effects, namely 7-KC and 7BOHC (Figure 1), at high level in oxLDL
and in atheromatous plaque is vitamin E (a-tocopherol) (VEJUX and LIZARD, 2009)
(ZARROUK et al., 2014) (Figure 2) so the balance between oxysterols and vitamin E might
play an important role in the lipid profile in the atherosclerotic lesions and on its

progression (VEJUX and LIZARD, 2009).

Normal cells

Vit-E © _*:;ggeath Cytotoxic oxysterols
(a-tocopherol) - phospholipidosis (7-ketocholesterol, 73-hydroxycholesterol)

Oncotic cells Apoptotic cells
(swollen nuclei) (condensed and/or fragmented nuclei)

Figure 2 - Effects of vitamin E on 7-ketocholesterol and 7-hydroxycholesterol induced cell death (Adapted from VEJUX et
al. (2008)).

BUTTARI et al. (2014) studied the effect of resveratrol in counteracting the effect of 7-KC in
disrupting the balance between M|/M2 macrophage subsets. This well-known antioxidant
and anti-inflammatory natural phenolic compound has immunomodulatory and anti-
inflammatory activities in M|l and M2 in the presence of 7-KC (BUTTARI et al, 2014).

Resveratrol improves the endocytosis activity of M2, having no effect on neither M| nor not

61



Monografia
stimulated macrophages, preventing MMP-9 and MMP-2 production in both subsets,
preventing the production of TNF-a and IL-6 by M| and thus preventing polarization of M2
and preventing the synthesis of the above mentioned chemokines (BUTTARI et al.,, 2014).
Resveratrol may be a potential therapeutic compound to contradict 7-KC effects (BUTTARI
et al, 2014).

2.2. Tumoral Cells

Carcinogenesis is a pathologic process related to inflammation (KULIG et al., 2016), which
not only occurs because of genetic and environmental factors, such as a high lipid dietary
intake, but also can be influenced by the presence of oxysterols, especially the ones obtained

by autoxidation (ZARROUK et al., 2014).

Oxysterols can modify the cancer risk in various ways, since they can influence
carcinogenesis either through their procancerous and proproliferative role or through their
anticancer effect due to proapoptotic and cytotoxic activities (WEILLE et al, 2013)
(KLOUDOVA et dl., 2017).

The procancerous and proproliferative role of oxysterols occurs through different
mechanisms and pathways, as interference with cholesterol homeostasis (through control of
3-hydroxy-3-methyl-glutaryl CoA (HMG-CoA)), intracellular lipid transfer and the
transmission of intra and extra cellular signals, like the Hedgehog and wnt signaling pathways

(WEILLE et al,, 2013) (KLOUDOVA et dl., 2017).

Oxysterols are known for their mutagenic and genotoxic potentials, since they promote
DNA damage, induct cyclooxigenase-2 expression and stimulate tumor cell migration
(KULIG et al.,, 2016). So, these oxidation products of cholesterol are known for a role in
many types of cancer such as colon, lung, skin, breast, prostate and bile ducts (KULIG et al,

2016).

Their proapoptotic and cytotoxic effects on tumoral cells are due to the overproduction of
ROS, changes of the calcium level in cells or modifications in the mitochondrial membrane
(VEJUX and LIZARD, 2009) (OTAEGUI-ARRAZOLA et al, 2010) (KLOUDOVA et dl,
2017). Anticancer effects, are promoted by 5,6-epoxycholesterol (5,6-EC) and its derivatives,
as sulphated 5,6-epoxycholesterol (5,6-ECS) and Dendrogenin A (DDA).
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In the next chapter, the role of oxysterols in breast cancer is approached, on one hand as
cancer promoters (27-OHC) and on the other hand as anticancer compounds (5,6-EC and

derivates and DDA.)
3. Breast cancer

According to Liga Portuguesa contra o cancro (LIGA PORTUGUESA CONTRA O CANCRO,
2015)°, every year in Portugal 6000 cases of Breast cancer (BC) are detected and 1%
correspond to male BC. 1500 women die with this pathology, being the second cause of

death by cancer in Portugal (LIGA PORTUGUESA CONTRA O CANCRO, 2015).

BC causes are multifactorial, including environmental, genetic (RAZA et al, 2015) and
hormonal factors. Many of these risk factors are linked to estrogens. Indeed, the risk is
increased by early menarche, late menopause and obesity in postmenopausal women (KEY et
al, 2001). The higher the concentration of endogenous estradiol, the higher the risk of BC
(KEY et al, 2001). Current therapies, including hormone therapies, face the challenges of
endocrinal resistance and recurrence of BC, since these therapies only diminish the
concentrations of estrogens not affecting the concentrations of other promoters of BC as

oxysterols (RAZA et al., 2015).

In the case of postmenopausal women, usually their body weight is increased. Since they
have lower production of ovarian estrogen, the estrogen is obtained through the metabolism
of cholesterol present in the adipose tissue (VRIELING et al., 2010). In this line of thought, it
was showed that women taking statins have a lower risk of having BC associated with high
levels of cholesterol/ adipose tissue (NELSON et al, 2013) (RAZA et al, 2015)
(MARWARHA et al., 2017).

Cholesterol is a key factor in the development of cancers, since cancer cells have
upregulated de novo synthesis of cholesterol, modulating signaling pathways responsible for
proliferation and survival, as 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl coenzyme A (HMG-CoA)
reductase, leading to a perpetual feed-forward cycle (MARWARHA et al., 2017). Rather than
cholesterol, which has no effect in modulating the activity of signal transduction cascades,

oxysterols are responsible for the mentioned results (MARWARHA et al., 2017).

5 Accessed on 03/06/2017
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3.1. Oxysterols as promotors of cancer

27-OHC (Figure 1) is the main endogenous oxysterol obtained by the conversion of
cholesterol through the cytochrome P450 enzyme CYP27Al (sterol 27-hydroxylase), via the
acidic bile acid synthesis pathway (DUSELL et al., 2008). 27-OHC is a substrate for bile acid
synthesis, but when it is in excess it is conducted to be catabolized by CYP7B| (Oxysterol
7a-hydroxylase) (RAZA et al., 2015).

There are three clinical conditions in which 27-OHC concentration is elevated: post-
menopausal period, hypercholesterolemia and obesity (WU et al, 2013). All these three
conditions combined increase the circulating insulin and the insulin like growth factors, the
local production of estrogens and influence of adipokines and inflammatory cytokines

involved in the disease pathogenesis (NELSON et al., 2014).

This oxysterol is present in high concentration in the vasculature where its role is well
known (DUSELL et al, 2008). It is also known that macrophages can infiltrate on the
mammary tissue, conducting to the synthesis of estrogenic oxysterols, as 27-OHC (DUSELL
et al.,, 2008). The effects of estrogenic molecules occur through the Estrogen Receptor (ER),
a subtype, controlling the growth of BC (WU et al, 2013). WU et al. (2013) showed 27-
OHC exert its affect through the ER. Noteworthy, in the presence of an ER antagonist, 27-
OHC does not have such effects. So, 27-OHC acts as a partial agonist promoting the
proliferation of ER+ BC (WU et al, 2013) (RAZA et al, 2015), but not the proliferation of
normal breast cells (RAZA et al, 2015). 27-OHC has been classified as an endogenous
Selective Estrogen Receptor Modulator (SERM) (DUSELL et al, 2008) (WU et al, 2013)
(RAZA et al,, 2015). The concentration of 27-OHC is the same either in serum or in breast
tissue both in healthy or in BC patients, demonstrating that the promotion of BC occurs
through local mechanisms (WU et al, 2013). The two enzymes formerly named are
implicated in the metabolism of 27-OHC. CYP27Al has the same expression in healthy or
BC patients, the difference occurs in the expression of CYP7BI, the enzyme responsible for
the conversion of 27-OHC in other oxysterols (WU et al.,, 2013). When the expression of
CYP7BI is low, more 27-OHC is accumulated promoting the cell replication in breast tissue
in an autonomous manner (WU et al., 2013). In a patient where the expression of CYP7BI is

low, the survival rate is also low (WU et al,, 2013).

RAZA et al. (2015) have shown that the action of 27-OHC occurs through the action of
tumor suppressing protein, p53 and Mouse Double Minute 2 protein (MDM2). p53 senses

cellular stress and acts through the promotion of the cell cycle arrest, cellular senescence or
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apoptosis (HARRIS and LEVINE, 2005) (RAZA et al, 2015) and it is regulated by MDM2, an
E3 ubiquitin ligase (RAZA et al,, 2015). In similarity to WU et al. (2013), RAZA et al. (2015)
studied the promotion in Michigan Cancer Foundation-7 (MCF7) cells, which express p53
wild type. 27-OHC decreases p53 activity and protein levels and increases the interaction
between p53 and MDM2, since when 27-OHC binds to the ER, MDM2 binds p53 shuttle it
to cytoplasm for degradation (RAZA et al., 2015). Since p53 will not have an active effect, it
will contribute to breast cancer cells proliferation (RAZA et al., 2015). Contrary to 27-OHC,

estradiol has no effect on p53 activity (RAZA et al.,, 2015).

The use of tamoxifen and aromatase inhibitors does not influence the concentration of 27-
OHC, since hormone therapy is designed to reduce estrogens levels only (RAZA et dl,
2015) and this molecule is nonaromatized so it is not influenced by aromatase inhibitors

(WU et al, 2013).

WU et al. (2013) also tested other oxysterols, as 25-OHC, 22R-OHC and 7-KC. The only
oxysterol that showed a similar activity to 27-OHC was 25-OHC, but it was not so potent
in the ER activation (WU et al,, 2013).

3.2. Oxysterols as anticancer compounds

Tamoxifen (TAM) is a cytostatic drug (MEDINA et al, 2011) which blocks the mitogenic
properties of a isoforms of ER in BC (MEDINA et al, 2011) (SEGALA et al, 2013) by
competing with |7f3-estradiol (SEGALA et al., 2013). This drug is used as an adjuvant for the
recurrence of cancer and as a therapy to extend patient’ lives (MEDINA et al, 2011)
(SEGALA et al, 2013). Besides having affinity to the ER, TAM also has affinity to the
Microsomal Antiestrogen Binding Site (AEBS) which has two enzymes responsible for the
epoxide hydrolase activity (ChEH): 3pB-hydroxysterol-A%- A’-
isomerase (D8D7l), the catalytic subunit, and 3f-
hydroxysterol-A’-reductase (DHCR?7), the regulatory subunit
(MEDINA et al, 2011) (SILVENTE-POIROT and POIROT,
2012) (MEDINA et al,, 2013) (SEGALA et al., 2013). D8D7I and
DHCR7 are implicated in cholesterol biosynthesis, cell

differentiation and cell death (MEDINA et al,, 2013).

Figure 3 - 5,6 — epoxycholesterol.

Adapted from CHEMSPIDER (2017a).
ChEH is the enzyme responsible for trans-hydration of 5,6a- P ( )
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EC and 5,6B-EC into cholestane-3f3,50,6B-triol (CT) (MEDINA et al.,, 2011) (MEDINA et dl,
2013) (SEGALA et al., 2013). CT shows mutagenic activity when it is in the presence of ROS,
so it is pro-cancer endogenous molecule (MEDINA et al,, 2011) (SEGALA et al,, 2013).

The interaction AEBS/ChEH leads to the intracellular accumulation of free cholesterol
precursors, due to a non-competitive binding to the AEBS site: TAM, clomifene, nitromifene,
PBPE, ring-B oxysterols and raloxifene contribute to the accumulation of cholest-8-en-3f-ol
(zymostenol), while PBPE and tesmilifene lead to accumulation of cholest-5,7-dien-33-ol (7-
dehydrocholesterol) and finally, 4-OH-TAM leads to accumulation of cholest-5,24-dien-3(3-
ol (desmosterol) (MEDINA et al, 2009). The competitive inhibition of ChEH leads to the
accumulation of the 5,6-EC diastereomers (SEGALA et al., 2013). The growing concentration
of AEBS ligands, as TAM and oxysterols, control cell growth, cell differentiation leading to

the apoptosis of cancer cells.

Besides the accumulation of cholesterol
TAM and other AEBS

precursors, the AEBS ligands can also induce
the production of ROS. In the case of 5,6- l
ChEH

EC (Figure 3), NAD(P)H oxidase (NOX) s.6.ecs SULT2Bl ¢ o ec ¥ or
induces the production of O,” which is \
converted into hydrogen peroxide (H,0,) LXRB Cellular
(SEGALA et al, 2013). H,0, is the death

Cellular death TAG
responsible for the production of 5,6-EC as synthesis

major  cholesterol  oxidation  results
Figure 4 - Mechanism of cytotoxicity and biosynthesis of

(SEGALA et al,, 2013). TAG promoted by 5,6-EC and 5,6-ECS.
SEGALA et al. (2013), beyond studying 5,6-EC anticancer properties, also showed that when
ChEH is inhibited, the Sulfotransferase (SULT) 2B16 enzyme converts 5,6-EC into a
sulphated derivative, 5,6-ECS. Both species have influence on the LXRB (MEDINA et dl,
2013), but the promoted effects are different, since 5,6-EC promotes triacylglycerol (TAG)
synthesis and 5,6-ECS promotes cell death (Figure 4) (SEGALA et al,, 2013).

The cytotoxicity promoted by 5,6-EC and its sulphated derivative also differ. 5,6-ECS
promotes cytotoxicity dependent on SULT2BIb and LXR-f, whereas the cytotoxicity of 5,6-
EC cytotoxicity is controlled by Bcl2 (SEGALA et al.,, 2013).

MEDINA et al. (2013), have studied another metabolite derivative from 5,6-EC: the
Dendrogenin A (DDA), shown in Figure 5. The group characterized DDA in a cancer
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process and explored its activities. DDA is a steroidal alkaloid formed in mammalian tissues,

resulting from the combination of 5,6-EC and histidine (His), HiC

CH,

though an aminolysis reaction (GRIFFITHS et al., 2016), at the
level of AEBS which binds 5,6-EC and His (MEDINA et dl,
2013) (GRIFFITHS et al, 2016). Although it is known that the
reaction occurs through AEBS, the responsible enzyme is

unknown (MEDINA et al., 2013). MEDINA et al. (2013) proved j\[z}

DDA is a selective and competitive inhibitor of ChEH, do not
P Figure 5 - Dendrogenin A. Adapted

have activity on ER so it does not present the secondary from CHEMSPIDER (2017b).

effects of TAM, as endometrial cancer. DDA in in vitro studies displayed the induction of

tumor cell re-differentiation and death of various tumoral cells (MEDINA et al., 2013).

In BC tissues the concentration of DDA is lower than in normal breast tissues suggesting

DDA biosynthesis is downregulated during carcinogenesis (MEDINA et al., 2013).

As it was evidenced before, the cholesterol metabolism is involved in development,
aggressiveness and resistance to cancer treatments while cholesteryl fatty acid esters, CT
metabolites, biliary acids, HDL and LDL, estrogens and androgens can behave as tumor
promoters (MEDINA et al., 2013). However, 5,6-EC and its derivates, 5,6-ECS and DDA
reveal anticancer properties, since they promote redifferentiation and cellular death of

tumor cells (MEDINA et al., 2013).

4. Liver-X-Receptor

4.1. Liver-X-Receptor and Nuclear Receptor family

Nuclear receptors (NR) are a superfamily of DNA-binding proteins (OAKLEY and
CIDLOWSKI, 2010) that control cell growth, embryonic development and metabolism,
(SCHULMAN, 2010) (TRAVERSARI and RUSSO, 2012), namely of cholesterol, bile acid and
fatty acid (OAKLEY and CIDLOWSKI, 2010), and cell death (DAWSON and XIA, 2012),
mostly through ligand-dependent transcription factors as lipophilic hormones, vitamins,
dietary lipids and other intracellular signals (SONODA et al, 2008) (KRASOWSKI et al.,
201 1). This family, encoded by 48 genes (SCHULMAN, 2010), works through co-activators

and co-receptors in order to regulate gene expression (KRASOWSKI et al,, 201 1).

As depicted in Figure 6, NR share a conserved domain structure inserted in a N-terminus to
a C-terminus (KRASOWSKI et al., 201 1): variable N-terminal A/B domain, highly conserved
DNA-Binding Domain (DBD) — region C, a hinge region — region D and a C-terminal Ligand-
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Binding Domain (LBD) — region E (SONODA et al, 2008) (OAKLEY and CIDLOWSKI,
2010) (KRASOWGSKI et al., 2011) (SOLT and BURRIS, 2012) (GERMAIN and BOURGUET,
2013). There are also two activation sites, the AF-1 which is in the N-terminal domain being
ligand independent and the AF-2 which is located in the LBD being ligand dependent
(OAKLEY and CIDLOWSKI, 2010). The NR share a five or six domains of homology
(GERMAIN and BOURGUET, 2013). These different regions have different functions: the
DBD is the most highly conserved domain and encodes two zinc finger modules; LBD is less
conserved and mediates the ligand binding, dimerization and AF-2 is a ligand dependent
transactivation function; Moreover, the A/B region contains a -cell and a -promoter specific
transactivation function, AF-2 (GERMAIN and BOURGUET, 2013). The F region it is not
always present (GERMAIN and BOURGUET, 2013).

AMB C D E F
AF1 [PAtedringe Ligand Binding |,

Figure 6 - General structure of Nuclear Receptors (NR). Adapted from SLADEK (201 I).

SONODA et al. (2008) subdivide the NR into subtypes according to their physiologic ligand
and potential functions: Endocrine Receptors, like the glucocorticoid receptor; orphan
receptors OR which are the receptors where no specific ligand has been identified so far, as
Retinoid-X-Receptor (RXR); and adopted orphan receptors as Liver-X-Receptor (LXR),
Farnesoid-X-Receptor (FXR) and Pregnane-X-Receptor (PXR).

As proper metabolic control requires a balance between opposite pathways (SCHULMAN,
2010), disorders in these systems can lead to diseases (SLADEK, 201 1) as infertility, obesity,
diabetes and cancer (OAKLEY and CIDLOWSKI, 2010).

LXR is involved in the metabolism of cholesterol, more specifically in the metabolism of
oxysterols (SONODA et al., 2008) (KRASOWSKI et al,, 2011). To exert their activity, they

form permissive heterodimers with Retinoid-X-Receptors (RXR).

LXR will be presented through this chapter since they are implicated in cholesterol
metabolism and consequently in pathologies as atherosclerosis and cancer. RXR will be

presented not as an orphan receptor but as a partner of these receptors.
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4.2. Retinoid-X-Receptor contribution to Liver-X-Receptor activity

Retinoid-X-Receptor (RXR) is an orphan receptor, since when it was discovered no natural
ligands were found (SONODA et al., 2008) (DAWSON and XIA, 2012) and even now RXR
natural ligands still are a controversial theme (DAWSON and XIA, 2012). Not only RXR can
act as homodimers, this receptor also has the ability of forming heterodimers with other NR
as LXR, FXR and PXR (SONODA et al., 2008) (DAWSON and XIA, 2012) (ROSZER et al.,
2013) and the activity of these receptors is highly dependent on RXR, since it has an impact
in NR partner responses (DAWSON and XIA, 2012).

Three different heterodimers can be formed: non-permissive, conditionally permissive and
permissive (ROSZER et al,, 2013). In the case of the receptors in study, the heterodimers
are permissive since the agonist can bind either to one of the NR or to both of them,
contrary to non-permissive whereas the agonist has to be specific of NR partner where RXR

acts as the “silent” partner (DAWSON and XIA, 2012) (ROSZER et al., 2013).
4.3. Liver-X-Receptor: properties and heterodimer formation

Oxysterols, obtained enzymatically or/and by ROS, are the natural ligands of LXR
(TRAVERSARI and RUSSO, 2012) (BOVENGA et al,, 2015). LXR is the sensor for oxysterols
and is critical for cholesterol homeostasis (TOBIN and FREEDMAN, 2006) (SONODA et al.,
2008) (KRASOWGSKI et al, 2011) (TRAVERSARI et al, 2014), since he regulate lipids and
cholesterol homeostasis through different targets as ATP-Binding Cassette Al (ABCAI),
ABCGI, ABCGS5, ABCGS, Apolipoprotein E (Apo E) and SREBP-1c which, in turn, regulates
cholesterol efflux and fatty acid and triglyceride synthesis, steroidogenesis, glucose
homeostasis, contributing for a role in immunity and inflammation (TRAVERSARI and
RUSSO, 2012) (HUANG, 2014) (SCHULMAN, 2017). KRAKOWSKI et al. (201 I) highlighted
the role of LXR as regulator of uterine contractility and of the pathway involved in

tumorigenesis and embryonic development.

LXR can be present in two isoforms, specifically LXR a (NRIH3), expressed in liver,
adipose tissue, adrenal glands, intestine, lungs, cells of myelomonocytic lineage, as
macrophages (KRASOWSKI et al.,, 201 1) (TRAVERSARI and RUSSO, 2012) (TRAVERSARI
et al, 2014) kidney (SCHULMAN, 2010) and spleen (TOBIN and FREEDMAN, 2006)
(KRASOWSKI et al., 2011), and LXR B (NRIH2) which is expressed ubiquitously (TOBIN
and FREEDMAN, 2006) (SCHULMAN, 2010) (KRASOWSKI et al,, 201 1) (TRAVERSARI and
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RUSSO, 2012) (TRAVERSARI et al, 2014). However, MAQDASY et al. (2016) admit that

some cell types may express both of LXR isoforms.

As it was stated before, in order to have activity, RXR has to form a permissive heterodimer
with LXR and this heterodimer binds to LXR response elements (LXREs)- a DNA
represented by two 5-AGGTCA-3’ hexameric half sites separated by a four nucleotide
spacer, DR4 motif (BOVENGA et al, 2015), a sequence in the regulatory region of target
genes together with co-repressors (BONAMASSA and MOSCHETTA, 2013) (HUANG,
2014). When ligands, as oxysterols and synthetic compounds, bind to LXR or RXR, co-
repressors are released and co-activators are recruited resulting in gene-transcription
(BONAMASSA and MOSCHETTA, 2013) (HUANG, 2014) (BOVENGA et al, 2015).
However there is an exception: LXR acts as a monomer to regulate the transcription of

renin encoding gene (MAQDASY et al., 2016).
4.4. Liver-X-Receptor and lipid homeostasis

How does LXR control lipid homeostasis? When LXR is activated by oxysterols or synthetic
ligands, the intestinal, hepatic and macrophage transcriptional regulation of genes is
influenced, lowering cholesterol overload occurring through the regulation of Reverse
Cholesterol Transport (RCT), intestinal cholesterol absorption and excretion in feces
(BONAMASSA and MOSCHETTA, 2013). RCT is promoted through ABCAI, ABCGI,
ABCGS, ABCGS, Cholesteryl Ester Transfer Protein (CETP) contributing to the efflux and

bodily excretion of excess cellular cholesterol (FESSLER, 2017).

RCT begins in hepatocytes and enterocytes, where ABCA-I dependent lipidation Apo Al
generates nascent pre-f3 high density lipoprotein, HDL particles (FESSLER, 2017). HDL and
lipid free Apo Al act as plasma acceptors for excess cholesterol, acting along with HDL to
induce cholesterol efflux from macrophages, facilitated by ABCAl and ABCGI| (FESSLER,
2017). To clear HDL particles from plasma, there are three main mechanisms: Scavenger
Receptor B Type | (SRBI) which mediates cholesterol uptake by hepatocytes, CETP which
facilitates the transfer of cholesterol from HDL to VLDL and LDL, followed by LDL
clearance via Low Density Lipoprotein Receptor (LDLR) and ApoB 100 is cleared from
plasma by enterocytes to intestinal lumen pathway (FESSLER, 2017). LXR, when saturated,
also blocks cellular cholesterol uptake by increasing LDLR via Inducible Degrader of the
LDLR (IDOL) (MAQDASY et al, 2016). The remaining VLDL particles return to plasma or
complete RCT pathway by being excreted in the form of free cholesterol to the biliary tract
or directly into intestine by ABCG5/ABCGS8 or as bile acids (FESSLER, 2017). In the
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intestine, another circuit can influence reabsorption of cholesterol, which is Niemann-Pick
Cl-Like | protein (NPCILI) (MAQDASY et al, 2016) (FESSLER, 2017). LXR activation
decreases NPCILI levels which decreases the absorption of cholesterol and the absorbed
one goes through RCT cycle again (MAQDASY et al, 2016) (FESSLER, 2017). On one hand,
NPCILI is downregulated but on the other hand ABCG5 and ABCGS8 are upregulated
(FESSLER, 2017). The hypercholesterolemic action at various stages, the regulation at RCT,
the increase in cholesterol excretion and the prevention of its accumulation in the peripheral
tissues as macrophages and arterial wall, overall contribute to LXR anti-atherogenic
properties, making LXR a good pharmaceutical target (MAQDASY et al, 2016) However,
not everything is positive concerning the role of this receptor, since if LXR a is stimulated, it
will regulate fatty acid synthesis by the modulation of SREBP-Ic, fatty acid synthase (FAS),
Stearoyl-CoA Desaturase (SCD-1) (MAQDASY et al, 2016) (FESSLER, 2017) and
carbohydrate responsive element-binding protein, inducing hepatic steatosis and
hypertriglyceridemia (MAQDASY et al, 2016) (FESSLER, 2017). According to FESSLER
(2017) both LXR genes are needed for maximum atheroprotective activity, since in mice
where LXR a gene is deleted, RCT is compromised and atherosclerosis is increased,
although SCHULMAN (2017) adds that in LXR a knocked down mice, if LXR B is stimulated

by powerful agonists, it completely or partially compensates the absence of LXR a.
4.5. Liver-X-Receptor and anti-inflammatory activity

As many other NR (glucocorticoid and retinoic acid receptor), LXR shows anti-inflammatory

activity (FESSLER, 2017) (SCHULMAN, 2017).

Transrepression is an anti-inflammatory mechanism where there is no need to bind DNA in
order to exert such effect (SCHULMAN, 2017). When LXR is activated by agonists,
SUMOylation® of LXR occurs and it is recruited to repress genes present on the pro-
inflammatory gene promoters, through a SUMO-dependent interaction between LXR and
Coronin (CORO) 2A (SCHULMAN, 2017). This interaction prevents the release of co-
repressors, decreasing pro-inflammatory gene expression (SCHULMAN, 2017). However, in
LXR null macrophages carrying mutations for the SUMOylation sites, the anti-inflammatory
activity is not affected. Thus SUMOylation of LXR is not the factor for anti-inflammatory
activity, whilst if Nuclear Co-Repressor (NCOR) | is knockdown in macrophages,

inflammation is decreased since ABCAI and fatty acid synthesis genes are upregulated

® Post translational modification involving the attachment of a small ubiquitin-related modifier (SUMO) proteins
to specific lysine residues in target proteins, thereby regulating different aspects of protein function as
transcription, subcellular location, DNA repair and cell cycle (MAEJIMA and SADOSHIMA, 2014).
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(SCHULMAN, 2017). This upregulation leads to the synthesis of long chain polyunsataurated
fatty acid (PUFA) with anti-inflammatory properties as palmitoleic acid, eicospentaenoic acid
(EPA) and docosahexoic acid (DHA) (SCHULMAN, 2017). Moreover, when LPS is present,
an in vitro interesting activity is observed: in the beginning of inflammation, fatty acid synthesis
is transiently inhibited, then with the inflammation process going on, it is activated having a
role in the inflammation course (OISHI et al., 2017) (SCHULMAN, 2017). The composition
of phospholipids is also affected, since LXR modulates the expression of
Lysophosphatidylcholine Acyltransferase (LPCAT) 3, an enzyme that remodel phospholipids
by exchanging fatty acids by long-chain PUFA (HASHIDATE-YOSHIDA et al, 2015)
(SCHULMAN, 2017). The combination of long-chain PUFA synthesis and LPCAT 3 activity
contributes to a decrease in inflammation by regulating kinase activation through changes in
membrane and for lowering the availability of common membrane fatty-acids for
inflammatory mediator production (SCHULMAN, 2017). ABCAI adds its anti-inflammatory
activity since it removes free cholesterol from cells which alters plasma membrane

organization and consequently disrupts the inflammatory signal (SCHULMAN, 2017).

Macrophages are also influenced by LXR, since this NR promotes the synthesis of anti-
inflammatory acids, stimulates the efflux of free cholesterol and organization of membranes
via ABCAI and LPCATS3. The expression of ABCAI stimulates IL10 and arginase | and 2
(markers of M2 subtype) which polarizes toward M2 macrophage phenotype (SCHULMAN,
2017). Moreover, LXR regulates the cell surface receptor Mer photo-oncogene tyrosine

kinase (MERKT) having a role in inflammation resolution (SCHULMAN, 2017).
4.6. Liver-X-Receptor and cancer

Cholesterol is recognized as a necessity for cell growth and proliferation (BENSINGER et dl.,
2008) which is positive in normal situations but in cancer scenarios is not beneficial since it

promotes cancer cells replication.

Having in consideration the role of LXR, an antiproliferative role has been attributed to this
receptor, since it alters the tumor metabolism and microenvironment, disrupting key

growth pathways and activating apoptotic processes (BOVENGA et al,, 2015).

BENSINGER et al. (2008) performed LXR studies in lymphocyte T, an adaptive immune cell,
in order to understand how lipid metabolism influences lymphocyte T responses. LXR has a
role in cell-cycle arrest, regulating the transition of G| to S phase, and this occurs through

sterols transporters ABCAIl and ABCGI, transcription factors as SREBP and through
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enzyme SULT2BI (BENSINGER et al, 2008). ABCGI prevents proliferation since it
promotes sterol efflux or redistribution, leading to a localized depletion of sterols
(BENSINGER et al., 2008). ABCGI expression stimulates SREBP-2 activity through the
distribution of sterols (BENSINGER et al., 2008). When LXR agonist are absent, ABCAI and
ABCGI are downregulated, in contrast with what is observed when an agonist is present,
ABCGI are upregulated (BOVENGA et al, 2015). LXR has an independent mechanism
through SULT2BI| when T cell receptor (TCR) is activated, which transfers sulphate groups
to oxysterols, inactivating them as LXR ligands which culminates in an increase in cell
proliferation (BENSINGER et al., 2008) (NELSON et al, 2014). SULT2BI-LXR-ABCGI axis
couples cellular cholesterol metabolism and proliferation which gives an understanding in
how lipid role and regulation is relevant in rapid dividing cells (BENSINGER et al., 2008)
(BOVENGA et al., 2015).

In BC, when LXR is upregulated, it inhibits proliferation on human BC cells, regulates cell
cycle and lipogenic genes in MCF7 cell line, and has an antiproliferative effect independent
from lipogenic activity (VEDIN et al, 2009). It was proved that LXR antiproliferative effects
are more pronounced in ER+ cell lines, which indicates that ER have a role in the
antiproliferative action (VEDIN et al, 2009). Moreover, LXR has an impact in cell cycle
arrest since VEDIN et al. (2009) observed that S-phase associated kinase protein-2 (SKp2)
(BOVENGA et al, 2015), Cyclin A2 (CCNA 2) and Cyclin DI (CCND |[) are
downregulated, inhibiting the progression of G| to S phase cell cycle in SKp2 (BOVENGA et
al., 2015) CCNA 2 (NCBI, 2017a) and CCND | (NCBI, 2017b), and also G2/M in CCNA 2
(NCBI, 2017a). Moreover, LXR has the ability to induce the expression of Tumor
Suppressor Protein p 53 and Retinoblastoma (Rb) Protein which is also a tumor suppressor

(VEDIN et al., 2009).

The role of lipid biosynthesis and cell proliferation are linked, since when SREBP-Ic is
knocked down, it was reported that lower proliferation occurred in MCF-7 cells (VEDIN et

al., 2009).

NGUYEN-VU et al. (2013) studied the effect of LXR activation on E2F2, a transcription
factor. The group found that in ER+ breast lines, E2F2 is downregulated which translates in

lower proliferation rate.

As it was presented before, 27-OHC has an important role in tumor progression. Besides
being a SERM it is also an LXR agonist (NELSON et al,, 2014) (MARWARHA et al., 2017).

27-OHC role is confusing since if it activates LXR, it should not stimulate cell proliferation
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since it reduces intracellular cholesterol (NELSON et al., 2014). MARWARHA et al. (2017)
argue that 27-OHC is dependent on ER+ to promote primary tumor growth and dependent
on LXR to promote metastasis. The involvement of LXR promoted by 27-OHC leads to
Epithelial-to-Mesenchymal Transitions (EMT) (MARWARHA et al,, 2017) (SHEN et al., 2017)
adopting a spindle like morphology (NELSON et al., 2013). In MET | cells (ER —and LXR +),
27-OHC promotes BC and also lung metastasis (NELSON et al,, 2013) (MARWARHA et al.,
2017).

SHEN et al. (2017) studied the increasing effect of 27-OHC in promoting an invasive and
migratory potential of immortalized BC cells in an ER and LXR independent manner, through
Signal Transducers and Activators of Transcription (STAT) 3. It has been observed that
STAT-3 increases C-Myc (proto-oncogene), VEGF, Cyclin DI, MMP2 and MMP9,
contributing to tumor proliferation, invasion, metastasis and angiogenesis (SHEN et al,

2017).

According to SHEN et al. (2017), 27-OHC has two independent manners to promote
invasive/migratory potential: (I) Classically activating ER a in ER + cancers and (2) STAT-
3/MMP9 and STAT-3/EMT in ER + and ER — BC cells.

Taken together, these studies show that 27-OHC acts as a primary biochemical link between
lipid metabolism and cancer, being a harmful compound specially in menopause patients

(SHEN et al,, 2017).

5. Final considerations

Oxysterols, resulting from enzymatic reactions or ROS, are not end products of cholesterol
metabolism since they present their own activities, for example in atherosclerosis and in
cancer. In atherosclerosis, oxysterols have an important role in the progression of the
pathology acting in different stages of the development, as it was mentioned for 7-KC, since

it has significant activities before and after plaque formation.

Statins are an efficient therapy since they block HMG-CoA preventing the synthesis of
cholesterol but also other essential isoprenoids compounds as farnesyl and geranyl proteins.
Since oxysterols are the main responsible for atherosclerotic plaque, an effective therapy
could interfere with oxysterols biosynthesis rather than HMG-CoA biosynthetic route, by
lowering the concentration of atherogenic oxysterols or by targeting LXR since it has

antiatherogenic and anti-inflammatory properties.
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The present work highlighted the role of oxysterols in breast cancer since this is an
increasingly common cancer with an elevated morbidity and mortality specially among post-
menopausal women. The current therapy is not that effective being responsible for many

cases of breast cancer recurrence.

Oxysterols are recognized as promoters of cancer, specially 27-OHC which has activity on
ER and on LXR. In ER, subtype a, 27-OHC induces only the proliferation of cancer cells,
being contemplated two mechanisms: (1) inhibiting CYP7BI and (2) influencing p53. Both
mechanisms will promote breast cancer cells proliferation. There is a gap in the current
therapy since tamoxifen and other aromatase inhibitors currently used in ER + breast cancer

only has activity in estrogens, not considering oxysterols.

However, oxysterols do not only have a “bad” side, since some oxysterols were identified
with potential anticancer effects, as 5,6-EC and its sulphated derivate, 5,6-ECS. Both species
have influence on B subunit of Liver-X-Receptor (LXRB) but the promoted effects are
different, since 5,6-EC promotes triacylglycerol (TAG) synthesis and 5,6-ECS promotes cell
death. DDA, another derivative of 5,6-EC also presents anticancer properties and besides is

a selective inhibitor of ChEH, not exerting activity on ER.

LXR is the sensor for oxysterols and is critical for all body cholesterol homeostasis since it
regulates lipids and cholesterol homeostasis, regulating cholesterol efflux and fatty acid and
triglyceride synthesis, steroidogenesis, glucose homeostasis, having a role in immunity and
inflammation. Considering the different effects promoted by LXR, this receptor has an

important role in atherosclerosis and cancer.

As it was mentioned before, 27-OHC has importance in the development of cancer and his
activity on LXR appears to be contrary to other LXR agonists, since it promotes the tumor

proliferation, invasion, metastasis and angiogenesis.

In the case of breast cancer, the actual therapy does not cover every need in cancer
resolution, since recurrence occurs often. Lowering the levels of oxysterols with affinity to
the ER or using LXR agonists that promote an antiproliferative effect could be an alternative

effective treatment.
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