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Resumo

O cancro de pulmao (CP) é considerado uns dos cancros mais agressivos na atualidade,
com alta prevaléncia a nivel mundial e uma elevada taxa de mortalidade. O subtipo
mais comum do cancro de pulmao é o cancro de pulmao de nao pequenas células
(CPNPC), sendo diagnosticado em estadios avanc¢ados.

As principais opgoes terapéuticas utilizadas no CPNPC, como a cirurgia, a radioterapia
e a quimioterapia, sio imensamente invasivas para o paciente e, apresentam uma
eficicia limitada que estd associada a baixa seletividade dos farmacos ao tecido
tumoral, apresentando efeitos secundarios indesejaveis provocados pela toxicidade nao
especifica.

Para tentar ultrapassar estas limitacoes, o estudo e o desenvolvimento de sistemas de
entrega direcionada de medicamentos usando nanoparticulas tem emergido como
alternativa promissora nos altimos anos. As nanoparticulas oferecem varias vantagens
sobre a entrega convencional de firmacos, nomeadamente em termos de estabilidade e
especificidade. Os aptameros de G-quadruplex (G4) de acido desoxirribonucleico
(ADN), sao estruturas secundarias nao canodnicas de acidos nucleicos, capazes de
reconhecer e ligar-se a alvos celulares com alta afinidade.

Neste trabalho, utilizou-se um aptamero G4 de ADN, ASi411-lipido modificado, e
analisou-se a sua capacidade de formar estruturas micelares, especificamente
nanoagregados em solucdo. Os nanoagregados foram carregados com o farmaco
anticancerigeno gemcitabina (GEM).

O tamanho e a morfologia do nanossistema formado foi caracterizado utilizando as
técnicas de eletroforese em gel de agarose, espalhamento dindmico da luz, microscopia
eletrénica de transmissao e de varrimento. A técnica de dicroismo circular (CD), foi
utilizada de forma a analisar o efeito da conjugacdo lipidica na estrutura
conformacional do aptamero AS1411. O efeito do nanossistema na viabilidade celular,
foi avaliado in vitro numa linha celular do cancro de pulmao (A549) e numa linha

celular de fibroblastos normais da derme humana (NHDF).

Palavras chaves:

Cancro de pulmao de nao pequenas células; entrega direcionada; aptamero; AS1411-

lipido modificado; nanoagregados.
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Abstract

Lung cancer is considered one of the most aggressive cancers in actuality, with a high
prevalence and mortality rate in worldwide. The most common subtype of lung cancer
is non-small cell lung cancer (NSCLC), being diagnosed in advanced stages.

The main therapeutic options used against NSCLC, such as surgery, radiotherapy, and
chemotherapy, are immensely invasive for the patient and, have a limited efficacy that
is associated with low selectivity of the drugs to the tumour tissue and undesirable side
effects caused by non-specific toxicity.

In recent years, the study and development of targeted drug delivery systems using
nanoparticles has been of great interest. Nanoparticles offer several advantages over
conventional drug delivery in terms of stability and high specificity. Aptamers are used
as selective targeting agents for various nanoparticles. G4 aptamers of DNA, are non-
canonical secondary structures of nucleic acids, capable of recognizing and binding to
cellular targets with high affinity.

In this work, a modified AS1411-lipid sequence was used and its ability to form micellar
structures, specifically nanoaggregates in solution, was analysed. The nanoaggregates
were loaded with the drug gemcitabine (GEM).

The size and morphology of formed nanosystem was characterized using techniques
such as agarose gel electrophoresis, dynamic light scattering, transmission and
scanning electron microscopy. The circular dichroism (CD) technique was used to
analyse the effect of lipid conjugation on the conformational structure of the aptamer
AS1411. The cytotoxicity of nanosystem was in vitroassessed against one lung cancer

cell line (A549) and in normal human dermal fibroblasts cell line (NHDF).

Keywords:

Non-small cell lung cancer; targeted delivery; aptamer; ASi411-lipid modified;

nanoaggregates.
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Capitulo 1

1. Introducao

1.1. Cancro de Pulmao

O Cancro pode ser caraterizado pelo crescimento celular anormal, invasdao e
disseminacao de células malignas, do local de origem, para outros locais do corpo [1].
As células malignas provéem de células normais através um processo progressivo de
transformacao celular que requer uma elevada taxa de mutacoes e podem surgir como
consequéncia de danos no genoma. Estes danos, podem ser resultante quer de

processos enddgenos, quer de agentes exdgenos [1—3].

A inducao de dano no ADN por processos enddgenos pode acontecer devido a erros
durante a sua replicacdo, a formacgao de radicais livres e a instabilidade quimica das
suas ligacoes. Enquanto que no dano causado por agentes exégenos existe uma grande
variedade de causas, sendo as mais conhecidas a radiacdo ionizante, radiacao ultra
violeta (UV), substiancias quimicas cancerigenas e varios agentes especificos

denominados agentes carcinogénicos [2—4].

Cada cancro tem uma origem, tendo assim caracteristicas distintivas sendo que o fator
de risco que pode causar o seu desenvolvimento em cada tecido alvo é diferente.
Contudo, tém-se definido algumas caracteristicas distintivas para o desenvolvimento da
maioria dos cancros (Figura 1), designadas como “marcas do cancro”, que incluem a
capacidade de adquirir sinais de crescimento autébnomos, a evasao de sinais inibitorios
de crescimento, a evasdo da morte celular apoptoética, a ativagdo de mecanismos de
evasao e metastase, o potencial de replicacdo ilimitado, a inducao da angiogénese
(formacao de novos vasos sanguineos), a reprogramacao do metabolismo energético e a
evasao da acdo imunolbgica. Estas capacidades adquiridas permitem que as células

cancerosas sobrevivam, proliferem e se disseminem [1, 5, 6].

A instabilidade do genoma, que gera diversidade genética, pode representar um papel
determinante no desenvolvimento do cancro. A acumulacao de multiplas alteracoes
genéticas pode afetar a atividade e/ou expressao de proteinas envolvidas nas vias de
sinalizacao celular, conferindo caracteristicas proliferativas e invasivas de crescimento

nas células tumorais [5, 6].



Evasio de sinais
inibitorios de
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Angiogénese Invasio e metastase

Figura 1: Caracteristicas distintivas para o desenvolvimento do cancro. Adaptado de [1, 5].

O cancro é uma das principais causas de morte a nivel mundial, tendo sido principal
causa de morte prematura em todos os paises do mundo [7, 8]. Embora a Europa
represente 9,8% da populacdo mundial total, a incidéncia de casos de cancro é

estimada em 22,8%, representando uma proporc¢ao significativa [9].

O CP é um dos mais comuns de todos os tumores malignos e, 0os novos casos e mortes
associadas estao a aumentar ao longo dos anos. As estatisticas apresentadas em 2020
pela GLOBOCAN (Figura 2) estimaram cerca de 2,2 milhoes de casos novos (11,4% do
total de casos de cancro) e 1,8 milhdes de mortes (18,0% do total de casos de cancro),
numeros maiores do que os reportados no ano 2018 (2,09 milhoes de casos e 1,76
milhées de mortes) [7, 9]. Em Portugal, o CP representa o quarto cancro mais

incidente, com aproximadamente 5415 novos casos e com 4797mortes associadas [10].

O CP resulta de um acimulo sequencial de alteracdoes genéticas e morfologicas de
células epiteliais do pulmao que dao forma a um tumor maligno, podendo disseminar
para outras partes do corpo [11]. As alteracGes podem ocorrer ao nivel do silenciamento
genético através da metilacdo, alteracdo na sequéncia do ADN, amplificacdo ou

eliminacao de segmentos de ADN [12].

O CP é muito heterogéneo, e pode surgir em diversos locais da arvore bronquica,

apresentando assim, sintomas bastantes variaveis, dependendo da localizacao



anatomica do tumor. Na maioria das vezes o desenvolvimento do CP nao apresenta
sintomas associados sendo que, em muitos casos, as pessoas diagnosticadas com CP

apresentam a doenca num estadio avancado [13].
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Figura 2: Estatisticas do Cancro no mundo (A) e em Portugal (B) em ambos sexos segundo dados obtidos
da GLOBOCAN 2020. As barras azuis representam a incidencia e as barras vermelhas representan a

mortalidade, dos diferentes cancros. Adaptado de [10].

O uso excessivo e prolongado do tabaco é o principal fator de risco para o CP. Estima-se
que entre 75-80% das mortes por CP sejam devido a esta atividade. O fumo do tabaco é
um aerossol complexo, que possui aproximadamente 20 agentes carcindgenos,
incluindo hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, aminas arométicas, N-nitrosaminas
e outros componentes organicos e inorganicos [14—16]. Os ndo fumadores podem
desenvolver a doenca mediante a inalacdo passiva das substancias nocivas do tabaco
[17]. Os cigarros eletronicos, doencas respiratorias cronicas, a poluicdo de ar, a

exposicado a radiacdo, a suscetibilidade hereditaria e uma dieta desequilibrada

aumentam também a incidéncia de CP [15, 18].

Nao existem sinais ou sintomas que sejam especificamente diagnosticos de CP, mas
existem alguns sintomas que se relacionam com o tamanho e a localizagdo do tumor
primério e a presenca de metastases. Assim, os sintomas mais comuns incluem tosse,

dispeneia, perda de peso, hemoptise e dor no peito [13, 19].

Para avaliar o estadio do CP utiliza-se o sistema internacional de Classificacdo de
Tumores Malignos (TMN), que descreve a extensido do tumor primario e a
disseminacao do tumor no corpo. Este sistema baseia-se nas caracteristicas do tumor

primario, no grau de propagacao para os ganglios linfaticose na auséncia ou existéncia



de metastase. Desta forma cada componente é classificado conforme a progressao do

cancro [13, 14, 20].

O CP em estadio I e II representa 15% dos casos de diagnostico, sendo que esses
tumores podem ser retirados mediante ressecao cirtrgica. O estadio IV, que é o mais
avancado representa aproximadamente 50% dos casos [14]. Na Figura 3 pode-se

observar de forma grafica os diferentes estadios do CP e a sua progressao.

Estadio I Estadio II Estadio III Estadio IV

.‘]’ y ‘l’. .\I’ .
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mesmo lobo pulmonar regides do pulmao e metéstase distante.

Figura 3: Ilustragdo esquematica dos diferentes estadios do CPCNP. O progresso desta doenga leva ao
aumento tumoral e posteriormente & metastase distante a diferentes 6rgads como o figado, ossos, cérebro

ou rim. Adaptado de [13].

Histologicamente, o CP pode ser dividido em dois grupos, o cancro de pulmao de
pequenas células (CPPC), que representa aproximadamente 15% de todos os casos de
carcinomas pulmonares e o CPNPC, responsavel pelos restantes 85% [11, 21, 22]. A
Organizacao mundial da satide (OMS) classificou o CPNPC em trés tipos principais que
sdo adenocarcinoma de pulmio, carcinoma de células escamosas e carcinoma de

células grandes [23].

O adenocarcinoma € o tipo mais comum (40% dos cancros de pulmao) é propenso a
crescer na periferia do pulmao e apresenta mais metéstases do que o carcinoma de
células escamosas. O carcinoma de células escamosas, é o tipo de CPNPC mais
frequentemente associados ao tabagismo. Por tltimo, o carcinoma de células grandes
representa aproximadamente 10-15% dos casos de CP, e tende a crescer num local

periférico com metastase precoce [14, 24, 25].

O CPNPC desenvolve-se mediante um processo de varias etapas, que integram
multiplas alteracOes genéticas e epigenéticas. Estas alteracoes podem afetar as vias de
sinalizagdo, especificamente provocam a ativagdo de vias promotoras de crescimento e

a inibicao de vias supressoras de tumores [26, 27]. As alteracGes genéticas precoces



mais comuns no CPNPC incluem a perda das regioes genémicas dos cromossomas 3p e

9D, eliminacao do brago cromossémico 5p, e mutacoes p53 e KRAS [12].

A ativacao de oncogenes promotores de crescimento pode ocorrer pela amplificagdao do
gene ou por outras alteracdes genéticas, como mutacoes do ponto e rearranjos

estruturais que levam a sinalizacdo descontrolada das vias oncogénicas [26, 28].

O proto-oncogene viral de sarcoma de rato Kirsten (KRAS) codifica uma proteina que
regula varios processos celulares fundamentais, que inclui a proliferacao, diferenciacao
e sobrevivéncia celular [29, 30]. A mutacdo em KRAS esta associado ao tabagismo, é
principalmente encontrada no adenocarcinoma pulmonar eidentifica-se como um
marcador de progndstico negativo [31—-33]. A mutacdo de KRAS, provoca a
transformacao das células epiteliais do pulmao, mediante a ativacdo da via quinasa
ERK-MAP [12].

O recetor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) regula a proliferacao e
diferenciacdo epitelial. As mutagdes no EGFR ocorrem em aproximadamente 20% dos
casos de CPCNP, sendo mais comuns em pacientes do sexo feminino e sem historial de
tabagismo [11, 34, 35]. Outros proto-oncogenes alterados incluem BRAF, MEK-1,
HER2, ALK [26, 36, 37].

Os genes supressores de tumores (GST) sdo importantes reguladores negativos do
crescimento celular normal, e quando mutados esta funcao é alterada. A alteraciao do
gene TP53 ocorre em aproximadamente 60% dos casos de CPNPC. Estudos recentes
mostraram que a alteracdo deste gene confere a sua proteinanovas atividades,
contribuindo ativamente na progressao tumoral [26, 36]. Outros GST alterados nesta
doenca sao PTEN, STK53 e LKB1 [11].

As principais opcOes terapéuticas para o CPNPC incluem a cirurgia, radioterapia e
quimioterapia. A ressec¢ao cirurgica ocorre em apenas 15% de todos os casos e a
maioria dos pacientes inicia o tratamento em estadios avancados. Estes métodos sdo
muito invasivos para o paciente, tém uma eficicia limitada e apresentam efeitos
secundarios indesejaveis devido a sua toxicidade nao especifica [38]. Devido a
estrutura heterogénea do tumor e a ocorréncia de metéstases extensas em estadios
avancados os resultados de tratamentos como radio e quimioterapia, sao
insatisfatorios. Da mesma forma, a entrega de farmacos nao especifica aos tecidos
tumorais, € também responsavel pelo aumento da resisténcia do tumor aos farmacos e

a reincidéncia de aparecimento do tumor provocado pelas células tumorais residuais

[39].



Desta forma, as terapias convencionais tém varias limitacoes, que estao associadas a
baixa seletividade dos farmacos ao tecido tumoral, que também provoca uma rapida
eliminacao do corpo. Como alternativa, administra-se uma dose mais alta, produzindo
maior toxicidade e provocando danos aos tecidos adjacentes [39, 40]. Desta forma
surge a necessidade de desenvolver novas abordagens terapéuticas para tratar o CP e

obter melhores resultados clinicos.
1.2. Acidos nucleicos

Os acidos nucleicos sao macromoléculas responsaveis pela replicacdo, armazenamento
e expressao do material genético. Estas moléculas sdao formadas por unidades
monomeéricas denominadas nucleétidos, unidos por ligacoes fosfodiéster. Cada
nucleotido é composto por um grupo fosfato, uma pentose (agticar) e uma base azotada
(purina ou pirimidina), unidos por ligacoes covalentes. Existem dois tipos de acidos
nucleicos: o0 ADN e o acido ribonucleico (ARN) [41]. As bases azotadas descritas, sdo
purinas e pirimidinas. Tanto no ADN como no ARN ha duas bases purinas principais
que sao a adenina (A) e a citosina (C), no entanto, as pirimidinas variam entre os acidos
nucleicos, sendo que o ADN contem guanina (G) e timina (T), e no ARN esta tltima
base é substituida pelo uracilo (U). As pentoses podem aparecer em duas classes, 2-
deoxi-D-ribose e a D-ribose, que correspondem ao ADN e ao ARN, respetivamente [41,

42].

Desde a sua descoberta que, o ADN tem sido fortemente estudado, especialmente em
relacdo a sua estrutura e funcdo. Em 1953 Watson e Crick propuseram um modelo
tridimensional da estrutura do ADN que consiste em duas cadeias antiparalelas
helicoidais de ADN enroladas em torno do mesmo eixo para formar uma dupla hélice.
Também destacaram a complementaridade das sequéncias de bases nas duas cadeias,
que se atribui a ligacdo de hidrogénio entre pares de bases, oferecendo maior
estabilidade a dupla hélice. Esta descoberta ajudou no entendimento da heranca
biolégica [42—44]. Diferentes tipos de interacdo (repulsdo dos grupos fosfato
carregados, a formacao de ligacbes de hidrogénio entre as bases e a interacdo de
empilhamento entre as superficies planas dos pares de bases) controlam as deslocagoes

estruturais observadas no ADN e no ARN [45].

O ADN é uma molécula extremamente flexivel e pode adotar estruturas secundarias
alternativas. O modelo de dupla hélice também conhecida como forma B do ADN (B-
ADN) ¢é a estrutura mais estavel sobre condicoes fisiologicas, no entanto também pode
estar presente na forma A do ADN (A-ADN) e na forma Z (Z-ADN) (Figura 5) [42, 46].



FormaA FormaB FormaZ

Figura 5:Comparacio das formas A, B e Z do ADN. Adaptado de [42].

O ADN pode assumir outras estruturas que incluem variagbes na dupla hélice,
chamadas de estruturas ndo candnicas. Os nucle6tidos podem formar ligacdes de
hidrogénio adicionais para ligar outra cadeia através das posicoes Hoogsteen, que

permitem a formacao de ADN triplex e quadruplex (Figura 4) [42, 47].

Na formacao do triplex, a terceira fita é inserida no sulco principal do B-ADN e unida
por ligacoes de hidrogénio mediante um emparelhamento Hoogsteen. Esta,
estruturaforma-se mais facilmente em sequéncias longas contendo unicamente
pirimidinas ou purinas numa determinada cadeia. Quatro cadeias de ADN também se
podem emparelhar para formar um tetraplexo, sendo que esta formacao ocorre apenas

por sequéncias ricas em G, levando a formacao de G4 [42, 44, 45, 48].

(A) (B)
Triplex
e
~
N i : N .: L T(’I 2
'4;{‘ \.-N> H ‘r/:;j- > ) ) M i ‘N..
o AL . S NG Y=o~ 4 4
K0 N ’ R N 5 >_N~ \ "',
NN M H o0 Y N Q0 H=N H H  N-H
S Ao - N "(\4- o N
O—>;_/N R H ot ff\ ’ 0= G'N
N K \
7 ~ N Ny _N-g
G <
<.“' L

Figura 4: Estruturas de ADN, que contém trés ou quatro cadeias: (A) Ilustracdo esquematica do triplex e
do padrio de emparelhamento de bases (T-A: T e C-G:C); (B) Ilustracao do quadriplex e na parte inferior

se representa o padriao de emparelhamento de bases no tetraplexo. Adaptado de [48].



1.3. G-quadruplex (G4)

Como mencionado anteriormente, as sequéncias ricas em G, podem-se auto associar
em pilhas de tetraplexos (também chamados G-quartetos) (Figura 6A) para formar
estruturas mais complexas conhecidas como G4 (Figura 6B) [49, 50].

A presenca de sequéncias ricas em G sdo frequentes no genoma humano e podem ser
identificadas em regides teloméricas e promotoras de varios genes, especialmente de
oncogenes [50, 51]. A sua formacao requer de catides monovalentes, como por exemplo
o sodio (Na*) e o potassio (K*) que estabilizam a rede de liga¢des de hidrogénio do G-
quarteto e subsequentemente, toda a estrutura. O K* é consideradomelhor agente
estabilizador do que o Na*, portanto, tem maior efeito na formacao do G4. Este catiao é

fisiologicamente importante devido a sua maior concentracao intracelular [51, 52].
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Figura 6:Estrutura de G4. (A) Estrutura quimica do G-quarteto mostrando a ligacao de hidrogénio de
Hoogsteen entre os pares de G e um catido monovalente central que estabiliza a estrutura 3D; (B)

Estrutura esquematica de G4. Adaptado de [50, 55].

As estruturas de G4 podem ser classificadas de acordo com a sua molecularidade em
intramoleculares, quando formados por sequéncia da mesma cadeia, ou em
intermoleculares quando formadas por varias cadeias. Estas estruturas apresentam
ainda diversas topologias podendo adotar diferentes conformacoes, incluindo topologia
paralela, antiparalela ou hibrida (Figura 7), dependendo da orientagao relativa da
cadeia, namero de quartetos, comprimento e composicao dos loops e forma de
empilhamento da sequéncia [53—55]. Os nuclebtidos de ligacao entre os G-quartetos
formam loops (lacos) em torno da estrutura, e podem ser classificados em loops

laterais, diagonais ou em hélice [54, 56].
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Figura 7:Topologias de G4: Consoante as cadeias constituintes: (A) tetramolecular, (B) bimolecular, (C-F)
intramolecular; Diferentes tipologias consoante ao loop: (B,C ) loop lateral, (D) loops de duas cadeias,
também denominado como hélice, (E) dois loops laterais e um diagonal; Diferentes tipologias consoante a
orientacao das cadeias: (A) paralelo - todas as cadeias na mesma direc¢do, (B) antiparalelo - duas cadeias
em cada direcdo, cada uma adjacente a uma paralela e a outra antiparalela, (C) antiparalelo — duas cadeias
em cada direcdo, cada uma adjacente a duas cadeias antiparalelas, (F) antiparalelo — trés cadeias na

mesma dire¢do e uma na direcao contraria. Adaptado de [55].

Desta forma, sequéncias formadoras de G4 sdo notavelmente polimérficas. Uma
sequéncia de G4 adota varias estruturas, dependendo do catido que esta no seu ntcleo,
das condicoes de enrolamento e do ambiente da solucao [57].

As estruturas de G4 parecem estar envolvidas em varios processos biologicos
importantes, como a elongacao e manutencao dos teloémeros, a regulacdo da transcricao
e a replicacao e traducdo de ADN, estando fortemente associadas a estabilidade do
genoma [49, 50].

Devido a sua localizacao, estrutura e associacdo com processos e mecanismos de
controlo importantes para a biologia e desenvolvimento de células cancerosas, os G4
tém sido descritos como potenciais alvos terapéuticos. Neste sentido tém-se
desenvolvido varias moléculas pequenas capazes de se ligarem e estabilizar estas
estruturas com a finalidade de regular negativamente a transcricao de oncogenes ou
bloquear o alongamento dos telébmeros nas células cancerigenas [50, 58, 59]. Para além
de terem sido considerados importantes alvos terapéuticos, as sequéncias formadoras
de G4 tém sido sugeridos como potenciais agentes anticancerigenos, com especial

interesse nos aptameros [50].



1.4. Aptameros

Os aptameros de acidos nucleicos sao sequéncias pequenas (geralmente de 20 a 60
nucleotidos) de ADN ou ARN de cadeia simples, capazes de reconhecer e ligar a um
determinado alvo com alta afinidade com valores de dissociacdo (Kp) na faixa
nanomolar. Tém uma grande variedade de alvos, que incluem proteinas, pequenas
moléculas, ides ou mesmo células inteiras [50, 60]. Conseguem reconhecer dominios
funcionais de proteinas, como sitios cataliticos ou alostéricos, podendo regular as
funcoes bioldgicas dos seus alvos [61].

Os aptameros ricos em G que formam estruturas G4 tém varias vantagens em
comparac¢ao com sequéncias nao estruturadas, como estabilidade quimica numa ampla
escala de pH, temperatura e condicOes ionicas, resisténcia a nucleases séricas e maior
absorcao celular. Estas sequéncias de acidos nucleicos G4 tém uma maior densidade de
carga negativa do que o ADN duplex, favorecendo a sua interacdo com proteinas
cationicas ou pequenas moléculas [50, 60].

De forma semelhante aos anticorpos, os aptameros interagem com os seus alvos
reconhecendo uma estrutura tridimensional especifica, e sao denominados como
anticorpos quimicos, no entanto os aptameros apresentam véarias vantagens sobre os
anticorpos [62, 63]. Os aptameros conseguem penetrar nos tecidos com maior
facilidade e rapidez, devido a sua massa molecular significativamente baixa, deste
modo, penetram nas barreiras dos tecidos e atingem os seus alvos com maior eficiéncia
do que os anticorpos. Em comparacao aos anticorpos, os aptameros apresentam maior
estabilidade, falta de imunogenicidade, podem ser sintetizados em grandes
quantidades com alta reprodutibilidade e com menores custos de producdo. Além
disso, podem ser modificados quimicamente de forma a obter caracteristicas desejaveis
para aplicacGes clinicas [62, 64, 65]. Na Tabela 1 esti representada a comparacgio de

algumas propriedades dos aptameros e dos anticorpos.
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Tabela 1: Comparacao das principais caracteristicas entre os aptameros e os anticorpos. Adaptado de [62,
64, 65].

Caracteristica Aptamero Anticorpo
Massa molecular 5 — 25 kDa 150 — 180 kDa
Estruturas secundaréarias Vérias estruturas Folhas 3
Alvos Ampla gama de alvos Moléculas imunogénicas
Modificagdo quimica permitidas Véarias modificacoes Modificagoes limitadas
Estabilidade Muito estavel Sensivel 4 variagdo de

temperatura e pH

Toxicidade Nao se observa Reagdo imune observada
Validade Anos (quando desidratados) Limitada
Producao Invitro In vivo

Os aptameros sao geralmente desenvolvidos por um processo de selecao in vitro
conhecido como evolugdo sistematica de ligantes por enriquecimento exponencial
(SELEX). Este procedimento de selecio in vitro (Figura 8) envolve trés etapas
principais: (i) ligacdo (sele¢do), onde a molécula alvo é incubada numa biblioteca
aleatoria de oligonucleo6tidos sobre condicoes definidas; (ii) divisao, onde os aptameros
ligados sao separados dos nao ligados; e (iii) amplificacao, onde o grupo de aptameros
selecionados é amplificado pela reacao em cadeia da polimerase (PCR), antes de serem
utilizados na fase seguinte de selecdo. Os aptameros selecionados sao separados para
serem avaliados rigorosamente,sao incubados com um alvo de controle negativo [50,
66].
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Figura 8:Representacido esquematica do método SELEX. Adaptado de [66].

Devido as suas caracteristicas e versatilidade, os aptameros tém sido utilizados numa
variedade de aplicagbes em diversas areas, como na biotecnologia, farmacologia,
biologia molecular, biomedicina e na nanotecnologia. Nos ultimos anos, os aptameros
tém sido fortemente estudados e existe evidéncia que indica a sua relevancia clinica,
particularmente no cancro [64, 67]. As suas propriedades permitem que sejam
utilizados na identificacdo de biomarcadores oncologicos, no diagnostico e terapia para

o cancro [67, 68].

Os aptameros evidenciaram-se como moléculas anticancerigenas promissoras, uma vez
que conseguem diferenciar entre formas oncogénicas e nao oncogénicas de proteinas
relacionadas com vias de sinalizacdo e regulam a expressdo genética de alguns
oncogenes, bloqueando a sua atividade. Assim, tém vindo a ser desenvolvidos
diferentes aptameros contra alvos associados a diferentes patologias, alguns deles tém

estrutura G4, como o AS1411 [67, 69].

A alta estabilidade destas moléculas permite que muitos dos agentes anticancerigenos
consigam ser ligados aos aptameros, via conjugacao fisica ou quimica, para promover a
sua entrega celular, potenciando a eficiéncia do tratamento. Assim, além do efeito
terapéutico dos aptameros, estes evidenciam uma capacidade de direcionamento, ja

que se ligam com alta afinidade e especificidade ao alvo de interesse [39, 70]. Além
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disso, a facilidade de modificagdo quimica especifica dos aptameros permitem a sua

conjugacao com farmacos, fotossensibilizadores ou nanomateriais [71].

Assim, os aptameros podem ser utilizado eficazmente em diferentes aplicacées
terapéuticas para o cancro, como agentes terapéuticos, para detecao e diagnostico de

células cancerosas, bem como para terapia direcionada [71, 72].
1.4.1. Aptameros como agente de entrega de farmacos

A alta especificidade de reconhecimento e a capacidade de direcionamento dos
aptameros oferecem uma 6tima opc¢ao para a entrega de medicamentos. Existem duas
estratégias principais para a entrega direcionada de medicamentos utilizando
aptameros: (i) sistema aptamero-farmaco, neste método o aptamero entrega de forma
direcionada o farmaco, pode atuar tanto como carregador como agente terapéutico ou
como ligando e (ii) sistemas aptamero-nanossistema, onde o nanossistema atua
conjuntamente com o aptamero para a entrega direcionada do farmaco [68, 73, 74].
Compreende-se atualmente que a entrega direcionada de agentes anticancerigenos
mediada por aptameros aumenta a especificidade dos agentes de entrega para o local
alvo, aumenta a acumulacdo de agentes no tecido celular canceroso e fornece um
mecanismo de entrega alternativo promissor [74]. Além disso, os aptameros sao uma
alternativa para melhorar a atividade terapéutica dos farmacos anticancerigenos que
provocam toxicidade nas células normais devido a sua falta de seletividade [72, 74].
Tendo em conta que a maioria dos agentes anticancerigenos atuam no interior das
células, o seu transporte transmembranar através de nanoparticulas (NPs) conjugadas,
¢ muito importante para a entrega eficiente destes agentes para o alvo intracelular.
Assim, tém-se desenvolvido uma abordagem onde se liga aptameros a superficie de
NPs, facilitando a absorcao celular dos agentes, de maneira a aproveitar a reacao
especifica entre os ligandos e os recetores das células alvo [74].

Os nanossistemas podem ser modificados para atingir células e tecidos especificos e
entregar os agentes terapéuticos de forma responsiva a estimulos [70]. Os
transportadores de fArmacos baseados em NPs exibem varias vantagens significativas,
nomeadamente, um processo de fabrico simples, alta estabilidade, alta capacidade de
transporte, viabilidade de incorporacao hidrofilicas e hidrofébicas e viabilidade de
administracdo variaveis. Além disso, a utilizacio de NPs permite a libertacao
controlada do farmaco, reduz a frequéncia de dosagem e melhora a biodisponibilidade
do farmaco [70, 71]. As grandes superficies das NPs permitem a conjugacao de varios

aptameros, o que permite aumentar a captacao celular [75].
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1.5. Nanossistemas como sistema de entrega de farmacos

A nanotecnologia é um campo multidisciplinar com aplicacoes em diferentes areas. Nos
ultimos anos tem-se tornado de grande interesse na medicina, dando origem uma nova
area denominada como nanomedicina, que abrange a utilizacdo de estruturas ou
dispositivos em nanoescala para tratamento e diagnostico de diversas patologias [76].
Particularmente, os nanossistemas de entrega tém sido de grande interesse na terapia

do cancro [70].

O uso de nanossistemas como sistema de entrega seletiva de agentes terapéuticos
envolve varios processos, como o fabrico, caracterizacio e manipulacdo de
nanotransportadores para entrega seletiva de agentes terapéuticos (como farmacos)
nas células cancerosas e nos ultimos anos tem sido grandemente explorada pela
comunidade cientifica [70]. O desenho e desenvolvimento de sistemas de entrega de
farmacos envolve o conhecimento das caracteristicas da doenca, as barreiras
fisiologicas e as propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e farmacodinamicas

dos medicamentos, assim como a estrutura dos materiais [77].

Como referido anteriormente a maioria dos farmacos aprovados para a terapia do
cancro, nao sao seletivos para as células cancerosas, levando a uma toxicidade
significativa nas células normais [38, 70]. Desta forma, desenvolveu-se uma nova opcao
terapéutica para a entrega direcionada de farmacos as células cancerosas. Esta
estratégia reduz notavelmente o potencial citotéxico nos tecidos normais (devido a
diminuicao da bioacumulacao), aumenta o indice terapéutico dos farmacos e atenua os

efeitos colaterais das terapias convencionais [39, 40].

Para a entrega especifica destes sistemas, tém sido desenvolvidos aptameros
direcionados que se ligam a moléculas ou recetores biologicamente ativos, que sdo
expressos diferencialmente em células ou tecidos doentes. Além disso, como foi
indicado anteriormente, os aptameros podem ajudar no tratamento de diversas
patologias, através da inibicao dos processos da doenca ou visando a entrega especifica

de medicamentos [70, 78].

Um dos nanomateriais frequentemente utilizado na terapia do cancro sao as NPs, estas
podem ser de diferentes formas, estruturas e tamanhos. O seu tamanho pode estar
entre 1 e 100 nm (se o tamanho for inferior a 1nm, o termo clusters de atomos é
geralmente preferido), podem ter uma superficie uniforme ou irregular com varia¢oes
superficiais [79, 80]. E possivel modificar a superficie das NPs com vérias estratégias,

para melhorar a sua estabilidade, meia-vida, biodistribuicao e biocompatibilidade [70].
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Conforme a sua composi¢ao as NPs sao classificadas em trés classes. Em primeiro lugar
estdo as NPs organicas, que sdo feitas a base de proteinas, carboidratos, lipidos,
polimeros ou quaisquer outros compostos organico, entre os exemplos mais relevantes
desta classe estao os dendrimeros, lipossomas e micelas polimericas, que tém um
nucleo oco. Estas NPs nao apresentam toxicidade, sao biodegradaveis,sensiveis a
radiacdo térmica e eletromagnética [79, 80]. As NPs a base de carbono, sao feitas
exclusivamente de atomos de carbono, como o grafeno, nanotubos de carbono,
nanofibras de carbono e os pontos quanticos de carbono, e sdo usadas em diferentes
aplicacoes como bioimagem, armazenamento de energia, entrega de fArmacos e detecao
de patogenos microbianos. Finalmente, as NPs que nao sao feitas nem de carbono, nem
de materiais organicos, as NPs inorganicas, que sao de metal, ceramica ou materiais

semicondutores [79, 81].

Um dos maiores desafios para o desenvolvimento de medicamentos anticancerigenos é
o direcionamento seletivo para as células cancerosas e grande parte das NPs utilizam o
efeito de permeabilidade e retencao aprimorado (EPR). Este tipo de direcionamento é
denominado como passivo [69, 82]. O desequilibrio resultante dos reguladores
angiogénicos, provoca vasos tumorais altamente desorganizados e dilatados, estas
caracteristicas sdo conhecidas como o efeito EPR [83]. Condigoes fisiopatologicas,
tornam os vasos sanguineos mais permeaveis, permitindo que particulas que variam de
10 a 500 nm se acumulem seletivamente nos tecidos tumorais [69, 83]. Desta forma
pode-se encapsular o fairmaco antineoplésico nestas particulas e consequentemente
direcionar seletivamenteacélulas cancerosas [69]. No entanto, um sistema de entrega
de farmaco que depende exclusivamente de mecanismos de direcionamento passivo,

tem varias limitacOes relacionadas a sua especificidade [83].

Recentemente, foi possivel aumentar a interacao entre NPs e células, levando a uma
maior internalizacdo do farmaco sem alterar a sua biodistribuicao [69, 84]. O
direcionamento ativo, esta baseado na identificacdo de um alvo especifico presente nas
células cancerosas. Nesta abordagem sdo normalmente utilizados anticorpos para

funcionalizar NPs [69].
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Neste contexto, aptameros G4 podem ser utilizados, uma vez que apresentam varias
vantagens frente aos anticorpos. Os aptameros direcionam aos agentes terapéuticos e
promovem a sua posterior entrada celular através da endocitose mediada por recetores
[70, 84]. Ensaios in vitro e in vivo sugerem que o direcionamento ativo das NPs
incrementa a seletividade na absorcao celular e/ou a citotoxicidade em comparacao
com os farmacos livre e nanossistemas nao direcionados baseados em NPs. Além disso,
melhoram a seguranca e eficacia dos agentes terapéuticos [75, 84]. Na Figura 9 esta

representado de forma esquematica o mecanismo de direcionamento ativo.
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Figura 9: Mecanismo do direcionamento ativo. Adaptado de [84].
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Existem varios nanossistemas que sao estudados como sistema de entrega de farmacos
baseados em NPs para o tratamento do CPCNP. Alguns exemplos sao as NPs lipidicas
solidas, lipossomas, NPs poliméricas, dendrimeros, micelas poliméricas, NPs de ouro,
nanotubos e pontos quanticos. Na Figura 10 sao representadas algumas das NPs mais

utilizadas no tratamento do CPCNP e as suas principais caracteristicas [75, 85, 86].
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Figura 10:Representacio esquematica dos varios nanossistemas utilizados para o tratamento do CPCNP e
a suas caracteristicas principais. (a) Nanolipossomas, (b) NPs lipidicas, (c¢) portadores lipidicos

nanoestruturados, (d) NPs poliméricas, (e) dendrimeros, (f) micelas poliméricas, (g) nanoparticulas de

ouro e (h) grafeno. Adaptado de [75].
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A composicao quimica, estrutura, tamanho e a morfologia desempenham um papel
fundamental nas caracteristicas das NPs, sendo necessario realizar a caracterizacao de
NPs. Este processo realiza-se através de varias técnicas analiticas. Para determinar o
tamanho das NPs utilizam-se técnicas microscopicas, como a microscopia eletronica de
varrimento e a microscopia eletronica de transmissao. Além destas, também se utilizam
técnicas de dispersaio de luz, métodos baseados em raios-X ou técnicas

espectroscopicas [87].
1.6. AS1411 como aptamero G4

Como mencionado anteriormente, os aptameros G4 sao capazes de se ligar a uma
molécula alvo com alta seletividade e afinidade. O AS1411, também denominado de
AGRO100 é um aptamero G4 de 26 nucleétidos (5'-
GGTGGTGGTGGTTGTGGTGGTGGTGG - 3°) altamente estavel. Foi descoberto por
Bates e colaboradores por casualidade e nao por abordagens de SELEX convencionais
[88]. Foi um, dos primeiros aptameros submetidos a ensaios clinicos para terapia
oncologica, tendo demonstrado atividade antiproliferativa seletiva para as células
cancerosas e eficiente internalizacao celular. Estas propriedades sao conferidas pela sua

sequéncia rica em G [88, 89].

Adicionalmente, o AS1411 tem maior resisténcia as nucleases séricas e maior absorc¢ao
celular comparado com sequéncias nao estruturadas. Estas caracteristicas permitem o

seu uso numa ampla gama de aplicacoes terapéuticas [90].

O AS1411 consegue formar pelo menos oito estruturas G4 monoméricas diferentes [57].
As caracteristicas estruturais, e principalmente a sua conformacao biologicamente
relevante tém-se evidenciado como um problema desafiante pelo facto desta sequéncia
exibir um alto grau de polimorfismo estrutural. Dependendo da composicao da solucgao
e das interacOes intermoleculares, a sua estrutura pode ser alterada. Utilizando o
método da cromatografia por exclusiao de tamanho (SEC) foram identificadas pelo
menos oito conformacdes monoméricas de AS1411 que possuem propriedades
termodinamicas, hidrodinamicas e eletroforéticas quase idénticas, mas a estabilidade
cinética, os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) e CD significativamente
diferentes [57, 91]. Foi descrito que na presenca do iao K+*, o aptamero adota uma

estrutura de G4 com topologia paralela [60, 91, 92].

Este aptamero consegue reconhecer e ligar especificamente a nucleolina (NCL). A NCL
¢ uma proteina ubiqua multifuncional de 110 kDa, e a sua funcao est4 relacionada com

a sobrevivéncia, crescimento e proliferacao celular [93]. Além disso, esta envolvida em
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varios processos celulares, como recombinaciao de ADN, transcri¢cdo, empacotamento e
transporte de ARN ribossomal (ARNT) [94].

A desregulacdo da NCL tem sido observada em varias condi¢oes patologicas, como
doencas autoimunes, Alzheimer e Parkinson, assim como em varios cancros [93, 94].
Foi demonstrado que a NCL é capaz de induzir a maturacdo de alguns microARNs
(miARN) relacionados com o cancro, também atua como molécula de adesdo,
modulando a interacdo célula-matriz na angiogénese, regulando a migracao celular e
funciona como elemento anti-apoptético sendo um fator estabilizador do linfoma de
células B-2 (blc-2) [94, 95]. A NCL apresenta também niveis de expressao aumentados
em varios tipos de células cancerosas, podendo ser considerada um biomarcador

tumoral [73, 88, 93].

O AS1411 liga-se a NCL na superficie celular das células cancerosas e inibe a sua
proliferagdo, no entanto, ainda nao se tem definido completamente um mecanismo de
acao que descreva a atividade antiproliferativa do AS1411, tendo sido sugeridas algumas
hipoteses [61, 88]. O AS1411 reconhece o dominio externo da NCL, formando o
complexo AS1411-NCL e posteriormente é internalizado pelas células cancerosas. O
complexo internalizado inibe a replicacdo do ADN, induzindo a paragem das células na
fase S do ciclo celular, causando citotoxicidade nas células cancerigenas [73, 93, 96].
Além disso, o AS1411 é capaz de reduzir a ligacdo da NCL citoplasmatica ao mRNA blc-

2, isto interfere na estabilizacdo do mRNA blc-2 e induz a morte das células tumorais

[69, 97].

Inicialmente, foi proposta a hipoteses de que a NCL da superficie celular é expressa
seletivamente em células cancerosas em comparacdo com células normais, e que
medeia a ligagdo e absor¢ao de AS1411 em células cancerosas. Evidencias indicaram que
a maioria das células normais continham pouco ou nenhuma NCL na superficie,
portanto nao sdo capazes de se ligar ao AS1411. Desta forma, sugeriu-se que a
internalizacdo seletiva de AS1411 é dependente da NCL [88, 91]. Mais recentemente,
outro mecanismo de acdo para o AS1411 foi proposto por Reyes-Reyes et al., neste
mecanismo sugere-se que a internalizacao de AS1411 nas células cancerosas ocorre por
macropinocitose, uma forma de endocitose prevalente nas células cancerosas,
seguidamente ocorre uma estimulacio da macropinocitose por um mecanismo
dependente da NCL, resultando numa internalizacao maior do aptamero e provocando

uma morte celular nao apoptotica [89, 91, 98].

Foram realizados ensaios pré-clinicos para determinar a atividade antiproliferativa do
AS1411 em varias linhas celulares tumorais, como células de cancro de prostata, mama

e pulmao. Notavelmente, foi demonstrado que o AS1411 tem atividade antiproliferativa
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na maioria dos tipos de células cancerosas em que foi testado, pelo que parece ter um
amplo potencial terapéutico [88]. Também foi testada a sua atividade em modelos
animais (ratos), onde foi possivel observar uma reducao significativa do crescimento do

tumor, além de nao se observar efeitos toxicos [88, 93].

Nos ensaios clinicos de fase I (clinicaltrials.govID: NCT00881244), o aptamero AS1411
foi administrado a pacientes com tumores solidos avancados com metastase
progressiva. Numa segunda fase deste ensaio, foi limitado a pacientes com carcinoma
de células renais avancado e CPCNP. Os resultados obtidos neste estudo indicam sinais
promissores da atividade clinica de AS1411 (vérios pacientes com estabilizacdo da
doenca, especialmente para carcinoma de células renais) e auséncia de efeitos
secundarios graves [88, 99]. Posteriormente, foram realizados dois ensaios clinicos de
fase II, em pacientes com carcinoma de células renais (NCT00740441) e em leucemia
mieloide aguda (NCT01034410). Observou-se que a taxa de resposta ao AS1411 ocorreu
em 3 pacientes com carcinoma renal e 4 pacientes com leucemia mieloide aguda, com
respostas clinicas douradoras. O tamanho do tumor diminuiu significativamente ou
desaparecereu e houve baixa toxicidade [88, 91, 100, 101]. No ensaio clinico em
pacientes com carcinoma renal, um dos pacientes apresentou uma reduc¢ao tumoral
significativa e permaneceu sem progressao tumoral pelo menos 2 anos apo6s a
conclusao da terapia [100]. Neste sentido, 0 AS1411 apresenta um perfil farmacolégico
seguro e capacidade de induzir respostas duraveis em alguns pacientes com cancros

avancados [91, 100].

Os resultados obtidos nos ensaios clinicos indicam que o AS1411 pode ser um agente
anticancerigeno eficaz e seguro, no entanto, apresenta uma eliminacao rapida do corpo,
uma farmacologia sub-6tima e uma baixa poténcia, aspetos limitantes para sua
progressao como medicamento aprovado. Uma das alternativas para ultrapassar estas
limitacoes é o desenvolvimento de novas formulagdes de AS1411 com farmacocinética
melhorada e maior poténcia. Dentro destas novas formulacées existem varias
possibilidades como o desenvolvimento de versdes modificadas de AS1411 mediante a
insercao de nucleotidos na sequéncia, a identificacio de combinacGes sinérgicas de
AS1411 com farmacos existentes, a conjugacdo com nanoestruturas organicas ou
inorganicas ou como agente de entrega direcionada de farmacos ou moléculas [60, 91,

102].

O AS1411 tem sido utilizado como um agente de entrega direcionada devido as suas
propriedades numa variedade de nanossistemas (Figura 11) como nanoparticulas de
ouro [103], lipossomas, micelas e outros nanoagregados poliméricos, conjugado na

superficie destes sistemas [91, 94]. Outra estratégia ja descrita, é a utilizacao da ligacao
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nao covalente a AS1411 para o transporte de moléculas com potencial anticancerigeno

como a porfirina TMPyP4 e um derivado de laranja de acridina Cs [104, 105].

Conjugados Nanoparticulas magnéticas
fluoréforos queladores 3
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Figura 11: Ilustracdo da variedade de estruturas as quais o AS1411 foi conjugado para ser utilizado como

agente de entrega direcionada no cancro. Adaptado de [91].

1.7. AS1411 como sistema de entrega de medicamentos
1.7.1 Conjugado AS1411-agente terapéutico

Tendo em conta as propriedades pré-clinicas promissoras mostradas pelo AS1411, e
pela sua capacidade de reconhecer a NCL nas células cancerosas de forma eficaz e
seletiva, este aptamero pode ser utilizado para transportar potenciais medicamentos

anticancerigenos [69, 93, 104].

Neste sentido, foi conjugado outro agente anticancerigeno amplamente utilizado, a
doxorrubicina (Dox), ao AS1411 resultando na formacdao do complexo denominado
AS1411-Dox para terapia do cancro de figado. Os resultados dos testes in vivo
indicaram que o complexo ASi1411-Dox inibiu a progressao tumoral com quase a
mesma eficacia do que a Dox livre, mas sem os efeitos adversos graves, que estao
associados aos tratamentos com Dox, como a perda de peso que se relaciona a baixa

tolerancia do farmaco [106].
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Shieh et al. descreveu o conjugado AS1411-TMPyP4 para terapia fotodinamica em
células de cancro de mama. O TMPyP4 é um composto comumente utilizado na terapia
fotodinamica, para tratar tecidos malignos ou pré-malignos. Quando excitado pela luz
6tima, pode gerar oxigénio singleto que reage com biomoléculas proximas e promove a
morte celular [69, 107]. Observou-se que o complexo foi eficientemente absorvido pelas
células cancerosas, promovendo maior acumulacio de TMPyP4 nestas células em
comparacao com as células normais do epitélio. Apos exposicdo a luz, o complexo

apresentou maior dano na linha celular de cancro de mama do que nas células normais

[107].

Carvalho et al., desenvolveu um nanossistema de entrega direcionada baseado em
AS1411 com um ligando G4 (AS1411-Cs) em células de cancro cervical, o estudo in vitro
demonstrou a utilidade do aptamero como transportador do ligando Cg e mostrou ser

seletivo para o tumor [105].

De esta forma, o AS1411 demonstrou poder ser aplicado nao s6 como farmaco, mas

também como transportador de diferentes agentes terapéuticos [105—107].
1.7.2 Conjugado AS1411-nanoparticula

As NPs adequadamente modificadas podem ser combinados com aptameros para a
entrega direcionada de medicamentos. O AS1411 oferece aos conjugados aptamero-NP
a capacidade de entrega seletiva e as NPs oferecem boas propriedades para a

conjugacao de fArmacos no interior ou na superficie [68].

Dentro dos sistemas estudados foram desenvolvidas nanoesferas de ouro, conjugados a
AS1411 (AS1411-GNS) para determinar o seu potencial terapéutico em células do cancro
de mama, demonstrando captacao celular superior, efeitos antiproliferativos e
citotoxicos evidentemente aumentados e seletividade para as células cancerosas em

comparacao com células nao malignas [103].

Também foram desenvolvidas varias NPs organicas. Li et al., desenvolveu uma micela
composta multifuncional com modificacdo de superficie do aptamero AS1A11 para
entrega direcionada de Dox a tumores de cancro de mama. Este sistema consistiu num
polimero anfifilico, denominado de pluronic F127, que esti associado com uma
capacidade de carregamento de farmacos e estabilidade fisica deficiente, modificado
com AS1411 e poli(etileno glicol)-b-polilactideo (B-CD-PELA) ligados a beta-
ciclodextrina, que se podeauto-organizar em micelas com baixa concentracao micelar
critica (CMC) e aumentar a capacidade de absorcao de farmaco e a estabilidade da
micela [69, 108]. Os resultados obtidos no estudo in vivo, indicaram que as micelas

compostas funcionalizadas com AS1411 apresentam atividade antitumoral aprimorada
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e cardiotoxicidade reduzida, acumulacdo aumentada no tumor e um tempo de

circulacao prolongado no sangue [108].

Para o tratamento do CPNPC foi desenvolvido uma nanoparticula carregada com
gemcitabina (GEM), um farmaco anticancerigeno de primeira linha com ASi1411
anexado na superficie com polietilenoglicol-poli (4cido latico-co-glicolico) formando o
complexo (Apt-GEM-NP). Os resultados obtidos neste estudo indicaram uma libertacao
continua do farmaco, captacdo celular e citotoxicidade superior, indicando
direcionamento ativo. Houve também um aumento do efeito inibitério da proliferacao

celular devido a entrega seletiva de GEM as células cancerosas [86].

Também foi desenvolvida por Yang et al., uma micela baseada em quitosano-ss-
polietilenonimina-acido urocanico (CPU) revestida com AS1411, com dupla
sensibilidade pH/redox e efeitos de direcionamento seletivo. Esta micela polimérica foi
produzida para transportar Dox e siRNA do Toll-like receptor 4 (TLR4-siRNA), que
afeta o processo de sobrevivéncia, migracao e invasao das células cancerigenas. O
estudo in vitro revelou uma libertacao sustentada de genes e farmaco das micelas
funcionalizadas sobre condicoes fisiologicas e atividade antiproliferativa na linha
celular A549. Enquanto no estudo in vivo, a administracao de micelas revestidas com
AS1411 contendo os dois medicamentos anticancerigenos demonstrou excelente

penetracao no tumor, eficicia antitumoral e baixa toxicidade na circulacao sistémica

[109].

De forma geral, os resultados destes estudos sugerem que estes sistemas de entrega
baseados em nanossistemas/farmacos ligados ao AS1411 apresentam uma maior
internalizacdo nas células cancerosas e/ou acumulacdo nos tumores em comparacao
com sistemas nao direcionados, ou com farmacos livres. Estes efeito resulta na reducao
da toxicidade nos tecidos normais, que é um problema comum na administracdo da

maioria dos farmacos anticancerigenos [91, 104].

Como mencionado anteriormente, devido a sua natureza rica em G, o AS1411 pode
adotar multiplas estruturas G4 mono e bimoleculares, indicando ter um alto grau de
polimorfismo estrutural [91]. Com o objetivo de encontrar a conformacao bioativa do
AS1411 e minimizar o grau de polimorfismo, varios estudos tém sido desenvolvidos,
nomeadamente a utilizacdo de derivados do AS1411 formados por adicdes e/ou
substituicoes de nuclebtidos, insercao de nucleosideos modificados dentro da sequéncia
e a conjugacao de diferentes grupos quimicos fornecendo caracteristicas fisico-

quimicas especiais [104, 110].
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Recentemente foi demonstrado que a modificacdo lipidica de uma sequéncia de
oligonucleodtidos propensa a formar G4 tem o potencial de favorecer a termodinamica e
a cinética da formagao de G4 paralelo tetramolecular, em comparacao com sequéncias
nao especificas (Figura 12). Desta forma, a modificacao lipidica tem-se utilizado para a
estabilizacdo da estrutura de G4. Além disso, foi ainda observado que os G4s paralelos
tetramoleculares anfifilicos foram capazes de formar agregados micelares estaveis. A
estabilidade destes conjuntos micelares depende da natureza do lipido, da sequéncia do

oligonucleodtidos e da natureza dos sais presentes [69, 111].

Monoémero G-quadruplex paralelo G-quadruplex micelar

lipidico-oligonucledtido -

Figura 12: Representacio esquematica da auto-organizacao lipidica de G4s tetramoleculares paralelos.
Dependendo da natureza do lipido, da sequéncia de oligonucleétidos e dos sais presentes, o paralelo

tetramolecular G4 pode formar estruturas micelares. Adaptado de [69].

Riccardiet al., analisou o comportamento conformacional e a propensao de agregacao
de diferentes derivados de AS1411 conjugados com caudas lipofilicas, em comparacao
com AS1411 ndo modificado. Os resultados indicaram que a conjugacao favorece
drasticamente a formacdo de agregados AS1411, contudo nao afeta a formacio e a
estabilidade térmica das estruturas G4. Também indicaram que a natureza do lipido e
do ligando tem um papel fundamental no tamanho e estabilidade dos agregados
obtidos (micelas simples, agregados alongados, nanoagregados e mais complexos)
[112]. No entanto, a utilizacdo destas sequéncias lipido-modificadas em aplicacoes
nanotecnologicas para a entrega direcionada de agentes/farmacos anticancerigenos, é

pouco explorada.

Neste trabalho utilizou-se uma sequéncia AS1411 lipido-modificado, formado por uma
cadeia mono octadecil, C,sHj; e analisou-se a sua capacidade de formar nanoagregados.
Os nanoagregados surgem como nanotransportadores supramoleculares coloidais

promissores em terapias direcionadas. Estes nanossistemas possuem propriedades
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importantes como o tamanho em nan6émetros, alta eficiéncia da carga e a estabilidade
in vivo. Sao adequados para o encapsulamento de farmacos pouco soliveis em agua
mediante encapsulamento fisico. O transporte ativo pode ser conseguido pelo
direcionamento especifico, pela ligacao seletiva aos recetores expressos na superficie
das células cancerosas [113]. O AS1411-C,sHj3, foi associado ao farmaco anticancerigeno
aprovado pela Administracio de alimentos e medicamentos (FDA) dos Estados Unidos
da América para o tratamento de CPNPC em estadio inicial e avangado. Uma
importante limitacdo deste farmaco é sua rapida degradacao metabodlica e estreito
indice terapéutico. Deste modo, é importante melhorar a sua janela terapéutica
aumentando assim a sua eficiéncia no tratamento do cancro [86, 114]. Como alternativa
para potenciar as propriedades farmacocinéticas, aumentar a sua meia-vida e, a sua
capacidade anticancerigena pretende-se, com este trabalho, a utilizacdo deste

nanossistema.

O nanossistema formado foi caracterizado utilizando técnicas como a eletroforese em
gel de agarose, dispersdao dinamica da luz (DLS), microscopia eletrénica de transmissao
(MET), microscopia eletronica de varrimento (MEV) e espectroscopia de CD. Para
verificar a atividade na viabilidade celular foi realizado o método (brometo de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélico) (MTT) em linhas celulares A549 e NHDF.
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Capitulo 2

2.0bjetivos do trabalho

Para abordar uma nova alternativa terapéutica para o tratamento do cancro de pulmao,
e considerando as miiltiplas vantagens das estruturas G4 e do uso dos aptameros, o
principal objetivo deste trabalho é desenvolver um nanossistema baseado no aptamero
AS1411 lipido-modificado para entrega especifica do farmaco GEM, para terapia do
CPNPC.

Os objetivos especificos do trabalho sao:

e Producdo e caracterizacao de nanoparticulas a partir do 5" -lipido-AS1411;

e Encapsulamento do fArmaco GEM na nanoparticula formada;

e Avaliacao da libertacdo da GEM ao longo do tempo;

e Avaliacdo do efeito antiproliferativo do nanossistema numa linha celular

cancerosa do pulmao (A549) e numa linha celular saudavel (NHDF).
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Capitulo 3

3.Materiais e Métodos

3.1 Sintese e Purificacao do aptamero

O aptamero 5 -octadecil-AS141 (CisHs-5"- GGTGGTGGTGGTTGTGGTGGTGGTGG-
3’) foi sintetizado, em colaboracao, pela Dra. Brune Vialet utilizando a metodologia de
fosforamidite num sintetizador de ADN automatizado H8 (K&A Laborgeraete,
Alemanha) em escala pmol em suporte de iniciador 1000 A, conforme o método ja
publicado [111]. O aptamero foi purificado utilizando uma coluna de HPLC de fase
reversa. A pureza e identidade do aptamero foi comprovada por espectrometria de
massa MALDI-TOF.

O oligonucleotido lipidico liofilizado foi lavado utilizando concentradores Millipore
com membranas de celulosa. Deste modo, foi dissolvido em 2 mL de 4gua Milli-Q no
concentrador e posteriormente centrifugado a uma velocidade de 3000 G durante 30
min a temperatura ambiente. Ap6s o primeiro ciclo de centrifugacao, descartou-se a
solucdo e foram adicionados mais 2 mL de agua Milli-Q, este processo foi repetido por
mais cinco vezes. No fim deste processo, o concentrador foi invertido e centrifugou-se
durante 2 min a 3000 G para a recolha do oligonucleétido lipidico.

A concentracdo do oligo-lipido foi determinada por espectroscopia UV num
espectrofotometro UV-VIS (Thermo Scientific ™ Evolution 201 — EUA), com uma
célula de quartzo de 10 mm a partir do valor de absorbancia a 260 nm e do coeficiente
de extingdo molar (¢) do oligonocle6tido seguindo a relacio Lambert-Beer. O ¢ foi
calculado utilizando a ferramenta onlineoligo analyzer da Integrated DNA
Technology. A solucao de oligo-lipido foi preparada com agua Milli-Q com
concentracoes de 349.23 uM e 901.1 uM e armazenadas a -20 °C até a sua posterior

utilizacao.
3.2 Formacao de nanoagregado

Tendo em conta os dados ja reportados na literatura para a formacao dos
nanoagregados foram testados, numa primeira fase, varios tampoes de fosfato de
potassio 20 mM, contendo diferentes concentracoes de NaCl, KCl e MgCl. (145 mM
NaCl, 5 mM KCl; 145 mM NacCl, 40 mM KCIl; 50 mM NacCl, 5 mM KCl, 5 mM MgCl.)

[92, 112, 115, 116].
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Os nanoagregados formaram-se espontaneamente apds a ressuspensao do conjugado
oligo-lipido em tampao fosfato de potassio 20 mM, pH 6.9 (contendo 145 mM de NaCl
e 20 mM de KCl, daqui em diante referido como tampao 1x). Esta suspensao foi
centrifugada a 12 000 RCF durante 20 min, recolhendo-se apenas o sobrenadante.

O sobrenadante, foi filtrado utilizando um filtro de seringa de 0.2 um (Termo Scientific
Titan3 ™) e armazenado a 4 °C até a sua utilizacdo. Os nanoagregados foram formados
na auséncia e na prensenca de GEM a uma concentracao de 30 uM.

De acordo com os resultados obtidos por Carvalho et al,, para a maioria das
experiéncias, a concentracao de nanoagregado utilizada foi de 5 uM, correspondente a

concentracao oligo-lipido em solucao [104].
3.2.1 Encapsulamento da GEM

A GEM foi diluida em dimetilsulféoxido (DMSO) a uma concentracdo de 1 mM. Numa
primeira  fase @ foram  realizadas  experiéncias  para  determinar a
quantidade/concentracdo maxima de GEM no nanossistema, fazendo uma anélise da
intensidade de fluorescéncia das amostras (tampao 1x + GEM; nanoagregado + GEM)
num intervalo de concentracées (0 uM; 0.25 uM; 5 uM; 10 uM; 15 uM; 20 uM; 25 uM;
30 uM; 35 uM; 40 uM) em comprimentos de onda de excitacao/emissao de 360/640

nm, respetivamente.

Neste trabalho, 30 uM de GEM foi adicionado a solu¢do que contem nanoagregados,
seguindo-se a agitagdo continua durante toda a noite, utilizando a HulaMixer Sample
Mixer (Thermo Fisher Scientific, EUA).

3.3 Caracterizacao dos nanoagregados

A caracterizacdo dos nanoagregados formados foi realizada através de diferentes

técnicas, de forma a determinar a sua distribuicao do tamanho e morfologia.
3.3.1 Eletroforese em gel de agarose

A eletroforese em gel foi realizada utilizando gel de agarose 1% em tampao Tris-acetato-
EDTA (TAE) 1x a 120 V durante 50 min. Como marcador de peso molecular de ADN foi
usado um marcador de 25 pares de bases HyperLadder ™ 25bp (Bioline, UK). A
eletroforese foi realizada com uma fonte de alimentacao Biometra P25 a 25 °C em
tampao TBE 1x(Sigma-Aldrich, USA). O gel foi corado com 0.001% de Xpert Green
DNA Stain (GRiSP, Portugal) e visualizado num sistema UVItec FireReader (UVItec,
UK).
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3.3.2 DLS

A distribuicdo do tamanho de particulas e o indice de polidispersidade/dispersao (PDI)
foram determinados através da técnica DLS utilizando o instrumento Zetasizer Nano
ZS (Malvern Instruments, UK). As amostras foram analisadas em triplicado a uma
temperatura de 25 °C, usando como solucdo dispersante o tampao fosfato 1x. O

nanoagregado foi analisado antes e depois do encapsulamento da GEM.
3.3.3 MEV

A morfologia, tamanho e a agregacdo dos nanoagregados foram avaliados por MEV,
utilizando um microscépio Hitachi S-2700 (Krefeld, Alemanha).

As amostras (nanoagregado encapsulando GEM e nanoagregado) foram misturadas
com tungsténio 2% para um maior contraste na imagem. De seguida, as amostras
foram colocadas numa lamela de vidro e deixadas secar a temperatura ambiente (de
forma que ocorra desidratacao/secagem das amostras).

Foram realizados varios ensaios MEV e conforme aos resultados obtidos realizaram-se
alteracoes na formulacdo dos nanoagregados. No primeiro ensaio foram analisados
duas amostras, nanoagregado com GEM 15 uM e nanoagregado com GEM 30 uM (na
formacao dos nanoagregados a solucao s6 foi filtrada), as imagens foram adquiridas
com uma amplificacao de 1 000x, 1 500x , 15 000x.

Posteriormente foram testadas trés amostras de nanoagregados com diferentes
condicdes, a primeira solugdo com nanoagregados foi submetida a 3 lavagens com agua
Milli-Q, outra que foi centrifugada e posteriormente filtrada e por ultimo a amostra de
nanoagregado com GEM 30 uM (na formacao do nanoagregado a soluc¢ao foi submetida
a centrifugacdo e filtracao). Estas amostras foram visualizadas e as imagens foram
adquiridas com uma amplificacido de 10 000x%, 12 000x, 15 000X.

De acordo com as imagens obtidas das amostras em diferentes condigoes, foi repetido
este ensaio, analisando uma amostra, que apdés a formacdo espontanea de
nanoagregados foi submetida a centrifugacao e filtracdo. Seguidamente encapsulou-se
30 uM de GEM. As imagens desta amostra foram adquiridas com uma amplificacao de

5 000X, 10 000X, 20 000X.
3.3.4  MET

De forma a obter imagens bidimensionais mais definidas e analisar a morfologia e
tamanho dos nanoagregados, também foi utilizada a técnica de TEM utilizando um
microscopio Hitachi-HT7700 (Krefeld, Alemanha).

A preparacao das amostras foi realizada de acordo com o procedimento anteriormente

mencionado.
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Neste ensaio foram analisadas duas amostras: nanoagregado de AS144-CisHj, e
nanoagregado de AS1411-C;sHs, com GEM 15 uM. As imagens foram adquiridas com

ampliacoes 8 000x, 15 000x, 20 000X € 25 0000X.

3.3.5 CD

Os espectros de CD foram adquiridos usando um espectropolarimetro CDF-426S/15
(Jasco J-815, Japao) equipado com um sistema de controle de temperatura Peltier.

O oligo-lipido foi usado numa concentracao a 10 uM em tampao 1x. As leituras foram
realizadas numa célula de quartzo de 1 mm a 25 °C, contendo um volume final de 250
uL. Os espectros foram adquiridos entre os comprimentos de onda de 200 nm e 340
nm, com uma velocidade de varrimento de 100 nm/min, largura de banda de 1 nm, um

tempo de resposta de 1 seg com varrimento continuo e 3 acumulacoes.

3.4 Libertacao da GEM

A libertagdo de GEM a partir das nanoparticulas realizou-se mediante o método de
dialise [117]. Para a caracterizacdo do processo de libertacdo in vitro da GEM foram
adicionados 100 pL da amostra de nanoagregado numa mini-unidade de dialiseSlide-
A-LyzerTM (Thermo Fisher Scientific, USA). A dialise foi realizada em tubos eppendorf
de 1,5 mL sobre agitacdo constante utilizando o sistema de mistura de amostra Hula

Mixer (Thermo Fisher Scientific, USA) em 1 mL de solucao tampao 1x.

Durante diferentes periodos (5 min, 15 min, 30 min, 1h,2h,3h,4h,5h,6 h,24he 48
h), num tubo eppendorf foi colocado 1 mL de solugdo tampao 1x e na unidade de dialise
colocou-se 100 uL. do nanoagregado encapsulado com GEM e encaixou-se neste tubo, a
seguir foi colocado num agitador HulaMixer Sample Mixer (Thermo Fisher Scientific,
EUA) durante o tempo correspondente. Ap6s o tempo correspondente, as amostras de
100 pL foram recolhidas e o mesmo volume de tampao 1x fresco foi adicionado ao meio

de diélise, com o objetivo de manter um volume constante durante o ensaio.

A libertacdo da GEM foi quantificada pela medicao de fluorescéncia das amostras
recolhidas utilizando um espectrofluorometro Spectramax Gemini XS (Molecular
Devices LLC, USA), usando comprimentos de onda de excitacao/emissao de 360/ 640

nm, respetivamente.
3.5 Ensaios de viabilidade celular

Para a avaliacdo dos efeitos na proliferacdo celular foram utilizadas duas linhas
celulares, uma linha celular de adenocarcinoma de pulmao humano (A549) e uma linha

de fibroblastos normais da derme humana (NHDF). As linhas celulares foram

30



cultivadas em frascos de cultura de 75 cm2 e mantidos a 37 °C numa incubadora de
atmosfera htimida com 5% de CO.,

A linha celular A549 foi cultivada em meio Ham s F-12 (Sigma-Aldrich) contendo 2 g/L
de bicarbonato de sb6dio e suplementado com 10% de soro fetal de bovino (SFB) e 1% de
antibi6tico/antimicotico (AB — solucdo com 10.000 unidades/mL de penicilina, 100
mg/mL de estreptomicina e 25 pg/mL de anfotericina-B) (Sigma-Aldrich). As células
NHDF foram cultivadas em meio RPMI (Sigma-Aldrich) suplementado com 10% de
SFB, 2 mM de L-glutamina, 10 mM de HEPES, 1 mM de piruvato de s6dio e 1% AB.
Apés a tripsinizacao e contagem, 100 pL de uma suspensdo de células em meio
apropriado com densidade de 2 x 104 células/mL foi semeada em cada poco de uma
placa de 96 pogos, deixando-se aderir durante 48 h. Ap6s o tempo de adesdo, o meio foi
removido e substituido pelas diferentes solucoes de estimulo a realizar (detalhado na
Tabela 2 ), incubando-se por 72 h. As células nao tratadas foram utilizadas como

controlo negativo.

Tabela 2: Concentracoes de cada estimulo utilizado nos ensaios de viabilidade celular.

Estimulos Concentracoes usadas (uM)
GEM 100; 50; 1; 0.5; 0.25; 0.05; 0.025; 0.015; 0.010; 0.005; 0.0025; 0.0001
Nanoagregado 10; 5; 1; 0.5; 0.1; 0.05; 0.025; 0.01; 0.05; 0.001
Nanoagregado + GEM 10; 5; 1; 0.5; 0.1; 0.05; 0.025; 0.01; 0.05; 0.001

A viabilidade celular foi avaliada quantificando a extensdo de reducdo do MTT(Sigma-
Aldrich). Este é um meétodo colorimétrico no qual a molécula de MTT é reduzida, em
células viaveis, ao seu derivado, formazano [118]. Ap6s o tempo de incubacao de 72 h, o
meio foi substituido por 100 uL de uma solucao de MTT, preparada no meio adequado
isento de SFB, seguindo-se um periodo de incubagao a 37 °C durante 4h na ausécia de
luz. Passado este tempo, a solucio MTT foi removida e os cristais de formazano
formados foram dissolvidos em DMSO. A absorvancia foi medida no leitor de

microplacas BioRad xMark ™ (BioRad, EUA) a 570 nm.

A viabilidade celular foi expressa como média + SEM de trés ensaios independentes
realizados em quadruplicado. Os valores de IC;, foram calculados a partir da curva

dose-resposta, utilizando OriginPro2016.
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Capitulo 4

4.Resultados e Discussao

AS1411 é um oligonuclebtido de ADN capaz de formar uma estrututa de G4, que atua
como um aptamero para a NCL, uma proteina sobre-expressa na superficie celular das
células A549 [109]. Além disso, 0 AS1411 possui varias caracteristicas que podem ser

utilizadas na terapia do cancro, em particular no CP.

O AS1411 tem uma farmacologia sub-6tima e baixo potencial anticancerigeno em
comparacao com outros agentes, no entanto, demonstrou ter um perfil farmacolégico
seguro e também apresentou uma acumulacio seletiva no tumor, caracteristicas
importantes para ser utilizado como potencial agente de entrega seletiva de farmacos

[o1].

O aptamero AS1411 tem sido utilizado para funcionalizar e direcionar NPs contendo
diferentes agentes anticancerigenos para varios tipos de células. Além disso, os
nanossistemas funcionalizados com este aptamero podem fazer a entrega seletiva as
células tumorais, reduzindo assim, a toxicidade associada a entrega nao seletiva das
terapias convencionais do cancro [91, 94].0 AS1411 consegue direcionar eficazmente as
NPs aos tumores via NCL, sobre expressa em células cancerosas. Apos a sua ligacao

especifica, a endocitose de NPs aumenta, resultando numa maior internalizacao [91].

Devido a sua natureza rica em G, o AS1411 apresenta um alto grau de polimorfismo
estrutural. De forma a diminuir esta limitacao tém-se desenvolvido diversas estratégias,
como a substituicdo e/ou adicdo de nucleotideos, utilizacdo de sequéncias com
nucleosidos modificados ou conjugagdo com diferentes grupos quimicos, que resultam
na estabilizacdo da estrutura do aptamero [111, 112] e no aumento da sua funcdo

terapéutica [94, 102].

Ao longo dos anostém-se formulado varios sistemas de entrega de farmacos baseados
em G4, utilizados para a terapia de diversos cancros, através de diferentes estratégias.
Recentemente, explorou-se uma nova abordagem baseada em sistemas
supramoleculares, uma estratégia utilizada para sintetizar nanoestruturas através de

forcas nao covalentes [119, 120].

Na literatura tem sido relatado que os G4 representam um transportador
supramolecular atrativo para a entrega seletiva de agentes terapéuticos, mas o seu

polimorfismo conformacional é um limitante. Desta forma a modificacao lipidica de
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sequéncias de oligonucle6tidos propensas a formarem G4 oferecem estabilidade a
estrutura [104, 111, 112]. Recentemente foi reportado, a formagdo espontanea de
agregados estaveis para oligonocleotidos formadores de G4 conjugados com lipidos

[111, 121].

Neste trabalho propoe-se, a formulacao de NPs baseadas em G4 para terapia do CP. Os
nanoagregados, tém surgido recentemente, como um transportador coloidal
supramolecular promissor para terapia direcionada. Estas estruturas sao adequadas

para o encapsulamento de farmacos pouco soltiveis em agua [113].

4.1. Caracterizacao de nanoagregados AS1411-lipido

modificado

Os nanoagregados foram formados apds a ressuspensao do conjugado lipido-
oligonucle6tido em tampao. Tendo em conta a CMC reportada na literatura [104], a
concentracdo de oligo-lipido em solucdo utilizada na maioria dos ensaios deste

trabalho é de 5 uM.
4.1.1 Eletroforese em gel de agarose

Riccardi et al.,explorou o comportamento conformacional e as propriedades de
agregacao de aptameros de AS1411 conjugados com lipidos, observando, através de gel
de agarose o comportamento do AS1411 e 5 -estearil-AS1411 (uma sequéncia AS1411
com uma cauda 5" -lipidica), tendo como oligonucle6tido de referéncia uma sequéncia
de telobmero humano 26 (tel.s), conhecido por adotar estruturas G4 unimoleculares em
solucdo. Ao analisar os resultados obtidos para o 5" -estearil-AS1411, observou-se uma
banda bem definida, com mobilidadesemelhante a sequéncia tel.s € acompanhada por
um arrastamento da banda correspondente a grandes agregados. Mas esta banda, nao é
evidente a uma concentragdo de 5 uM, é pouco detectavel a 10 uM, s6 tornou-se
evidente a 50 puM. Também observou-se que espécies bimoleculares, bem
caracterizadas para AS1411 [57], estdo ausentes nos sistemas lipido-modificados,
enquanto, em altas concentracoes, grandes agregados sao as espécies predominantes.
Os resultados obtidos indicaram que o AS1411 e o seu derivado lipido-modificado estao
presentes em solucao em maultiplas espécies G4 (geralmente unimoleculares), enquanto
ao derivado de AS1411 lipido-modificado incluem agregados [112].

Adicionalmente, como foi mencionado anteriormente, existe evidéncia de que o
aptamero AS1411 conjugado com lipidos dobra-se em estruturas G4 unimoleculares
estaveis e paralelas, por conseguinte, as caudas lipidicas favorecem a formacao de

conjuntos micelares (em concentracoes <10 uM) [111, 112].
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Neste contexto, foi realizada a caracterizacdio do nanossitema formado pelo
oligonucle6tido AS1411 modificado com lipido, através da eletroforese em gel de
agarose. Como demonstrado por Carvalho et al. a composicao do tampao (50 mM NacCl,
5 mM KCl e 5 Mm MgCl,), é importante para a formacao de agregados [104]. Neste
sentido, foram avaliados diferentes tampoes de maneira a determinar o melhor tampao
para a formacdo dos nanoagregados. Apds os estudos realizados, o melhor tampao
mostrou ser o tampao 1x (tampao fosfato de potassio 20 mM, pH 6.9, contendo 145
mM de NaCl e 20 mM de KCl).

A capacidade do oligonucle6tido AS1411 modificado com a cauda lipidica para formar
nanoagregado, utilizando tampao 1x e agua foi avaliada através de eletroforese em gel

de agarose 1% (Figura 13).

€———— Nanoagregados

€. Mon6mero

Figura 13: Eletroforese em gel de agarose 1%. Pogo 1: marcador 1 kB; Pogo 2: marcador 25 bp; Pogo 3: 5" -

lipido-AS1411 (5 pM) em tampao 1x; Pogo 4: 5”-lipido-AS1411 (20 uM) em 4gua.

Pode ser identificada uma banda com pouca intensidade formada por ASi1411-lipido
modificado em tampao 1x na concentracao de 5 uM (poco 3) e no poco 4 observa-se o
arrastamento de uma banda bem definida formada por AS1411-lipido modificado em
dgua numa concentracdo de 20 pM. Desta forma foi observada a capacidade de
formacdo de nanoagregados na presenca e na auséncia de sais, também pode-se
observar a presenca de espécies monomericas. Do mesmo modo, evidenciou-se que
com o aumento da concentracao do AS1411-lipido modificado se observa uma banda

mais definida. Conforme aos resultados obtidos, observa-se a capacidade de ASi1411
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lipido modificado de formar nanoagregados estaveis, tolerando as condicoes de
separacao da eletroforese em gel mesmo na auséncia de sais, assim como a presenga de
espécies caracteristicas de G4.

Posteriormente, foi avaliada a capacidade de formacao de nanoagregados contendo
diferentes concentracoes de farmaco GEM (15 uM e 30 uM) e nanoagregados sem

encapsular farmaco (Figura 14).

Fila 1- Marcador 1 kb

Fila 2 - Marcador 25 bp

Fila 3 - Nanoagregado + GEM (15 uM)
Fila 4 - Nanoagregado + GEM (30 uM)
Fila 5 - Nanoagregado

Fila 6 - Tampéo 1x

Fila 7 - As1411-lipido modificado (5 uM)

& Nanoagregados

Figura 14: Eletroforese en gel de agarose a 1%. Poco 1: marcador 1kb; Pogo 2: marcador 25 bp; Poco 3:
nanoagregados com GEM (15 uM); Poco 4: nanoagreados com GEM (30 uM); Poc¢o 5: nanoagregado (5
uM); Poco 6: tampao 1x; Poco 7: AS1411-lipido (5 uM).

Pode-se observar, a presenca de uma banda com baixa intensidade formada pela
presenca de AS1411-lipido modificado (poco 7). E ainda visivel a migracdo de uma
banda (pouco intensa) corresponde ao nanoagregado sem encapsular farmaco (poco 5).
Nas bandas 3 e 4 que tém nanoagregados com GEM em concentragdes de 15 uM e 30
uM, respetivamente, nao se observou o aparecimento de bandas.

O arrastamento da banda 7 pode indicar a formacdo de uma estrutura estavel do
complexo AS1411-lipido, na banda 5 observa-se migracao muito pouco definida, que
pode ser atribuivel a presenca de grandes agregados, que nesta concentracao é pouco
detetavel. Desta forma, nas bandas 3 e 4 nao se consegue observar migragao, por causa
da concentracao do oligo-lipido. Com o aumento de concentracdao de oligo-lipido é
provavel que se observe uma banda mais definida.

Os resultados obtidos, indicam que o oligo-lipido nestas condicoes, tem a capacidade

de formar nanoagregados e dobrar-se numa estrutura G4 unimolecular estavel. De
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forma a caracterizar melhor o nanossistema, foram ainda realizados varios ensaios

biofisicos.
4.1.2 Dispersao dinamica da luz

Apo6s a formacgdo dos nanoagregados estes foram caracterizados em termos de
tamanho, dispersao e morfologia, utilizando as técnicas de DLS, MEV e MET.

A técnica de DLS baseia-se no movimento browniano das particulas, que ¢é
condicionado pelo coeficiente de dispersao das particulas, e relaciona-o com o seu
tamanho. Uma caracteristica deste movimento, é que as particulas pequenas tém a
capacidade de se mover mais rapidamente do que as particulas maiores [122].

Esta técnicaé utilizada para determinar o tamanho, a estabilidade coloidal e a
distribuicdo de tamanho de particulas (nanoparticulas, polimeros, proteinas) em
suspensdo. Desta forma, consegue-se obter informacado relevante sobre o tamanho
hidrodinamico médio (Z-average) das particulas, o indice de polidispersidade (PDI) e a
distribuicao de tamanho de acordo a intensidade, volume e niimero. O PDI descreve o
grau de “nao uniformidade” de uma distribuicdo, um PDI baixo (<0.2) indica
uniformidade de tamanhos na amostra, ou seja, a amostra é monodispersa. Ao
contrario, um PDI elevado indica que a amostra é heterogénea e pode apresentar

populacoes com diferentes tamanhos.

Na Tabela 3 estdo representados os resultados obtidos na determina¢do do tamanho

dos nanoagregados e da homogeneidade das amostras.

Tabela 3: Caracterizacao dos nanoagregadosem termos de tamanho e polidispersibidade. Os dados da

tabela correspondem & média das 3 leituras da amostra. O desvio padrao foi calculado para as 3 medigGes.

Amostra Tamanho da nanoparticula (nm) PDI
Nanoagregados 159.7 + 26.4 0.303
Nanoagregados + GEM (30 uM) 535.7 + 48.3 0.736

Os nanoagregados formados por 5 -lipido-AS1411 numa concentracio de 5 uM
apresentaram um tamanho médio de particula de 159.7 + 26.4 nm com um PDI
relativamente alto. Estes resultados indicam que a amostra apresenta alta
dispersibildade e foram confirmados pelos resultados de DLS (Figura 15). Apds a
analise de DLS do nanoagregado sem encapsular firmaco pode-se observar a existéncia
de duas populacoes de diferentes tamanhos (Figura 15A). Também foi avaliada uma

amostra com nanoagregados formados por 5 -lipido-AS1411 numa concentracao de 10
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uM (Figura 16), apresentando um tamanho médio de particula de 306.7 + 33.2 nm,
assim se observou uma variacao significativa no tamanho das amostras com diferentes
concentracoes de oligo-lipido. Como é conhecido, a concentracao de lipidos pode ter
um efeito significativo sobre o tamanho das nanoparticulas [123], portanto, é provavel
que em concentracoes maiores de oligo-lipido seja observado um aumento no tamanho

das particulas formadas.

De forma semelhante, os nanoagregados encapsulando 30 uM de GEM apresentaram
um tamanho médio de 535.7 + 48.3 nm com um PDI ainda maior do que o apresentado
para o nanoagregado sem GEM. Nesta amostra, também siao observadas duas
populacdes de tamanho (Figura 15B). Conforme estes resultados, observa-se um
aumento do tamanho nos nanoagregados apo6s a incorporacgao do farmaco, que pode ser
atribuido ao encapsulamento da GEM no nucleo hidrofébico do nanoagregado.
Também se pode verificar estd variacdo de tamanhos nos picos de intensidade dos
nanoagregados sem encapsular e dos nanoagregados com GEM, indicando um

aumento de tamanho destes altimos.
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Figura 15: Distribuicdo de tamanho de acordo a intensidade. (A) Anéalise DLS de nanoagregados formados
por 5”-lipido-AS1411 em tampao 1x. Sdo observados dois picos de intensidade (pico 1: 15.67 + 0.57 nm;
pico 2: 104.59 + 4.23 nm) e (B) Analise DLS de nanoagregados 5" -lipido-AS1411 encapsulando a GEM (30

uM). Sao observados, dois picos de intensidade (pico 1: 145.13 £ 52.2 nm; pico 2: 904.7 + 185.8 nm).
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Figura 16: Distribuicao de tamanho de acordo a intensidade de nanoagregados formados por 5°-lipido-
AS1411 numa concentracdo de 10 uM em tampao 1x. Sao observados dois picos de intensidade (pico 1:

17.47 £ 2.57 nm ; pico 2: 252.3 + 15.47 nm)

4.1.3 Técnicas de microscopia eletronica

Numa fase posterior as amostras de nanoagregados foram analisadas por microscopia

eletronica, especificamente por MEV e MET.

Nas micrografias obtidas pode-se observar que os nanoagregados formados por 5°-
lipido-AS1411 numa concentragdo de 5 uM, tém uma estrutura esférica bem definida e
apresentam um tamanho médio de 210 nm (Figura 17A). Os nanoagregados
encapsulando GEM apresentam um tamanho médio de 326 nm (Figura 17B). De este
modo, confirma-se o aumento de tamanho dos nanoagregados apos incorporagao do
GEM, ja indicado pela técnica de DLS.

A distribuicao de tamanho dos nanoagregados determinado por MEV foi ligeiramente
diferente daquele observado por DLS. Esta disparidade entre os resultados é
principalmente provocada pelo processo de preparagao das amostras para a MEV, uma
vez que sdo avaliadas em seco e ndo estdo hidratadas como no DLS. Ainda assim, pode-
se observar a presenca de diferentes populacées de tamanhos nas duas amostras,

confirmando a heterogeneidade das amostras.
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Figura 17:Micrografias obtidas utilizando MEV de (A) nanoagregados formados por 5°lipido-AS1411 em
tampao 1x (ampliacao 12 000x), onde foram medidas duas particulas, (D1: 199 nm; D2: 221 nm e de (B)
nanoagregados 5 -lipido-AS1411 encapsulando 30 pM de GEM (amplia¢do 20 000x) (D1: 147 nm; D2:343
nm; D3:326 nm; D4:488 nm). Micrografias obtidas mediante anélises MET de (C) nanoagregados
formados a partir 5" -lipido-AS1411 em tampao 1x (ampliagdo 25 000x) e de (D) nanoagregados 5 -lipido-
AS1411 encapsulando 15 uM de GEM (ampliacao 25 000x).

4.1.4 Dicroismo circular

Existe evidéncia sobre a natureza altamente polimoérfica do aptamero AS1411 [57, 91],
pelo que foi avaliado o efeito da conjugacao lipidica na estrutura conformacional deste
aptamero através da técnica CD. Esta técnica biofisica permite analisar a estrutura, as

alteracoes conformacionais e o efeito dos catides na estrutura [124, 125].

Conforme o espectro de CD de AS1411 relatado em varios trabalhos [57, 88, 112], este
aptamero pode apresentar uma banda negativa aos 240 nm, e duas bandas positivas, a
maior a cerca de 260 nm e uma mais fraca a cerca de 295 nm. Estas bandas
caracteristicas correspondem a estruturas de G4 predominantemente com topologia
paralela com uma pequena por¢ao com conformacao G4 antiparalela, evidenciada pela

banda fraca a 295 nm.

Na Figura 18 est4 indicado o espectro de CD obtido para o 5" -lipido-AS1411 em tampao
1x. O espectro de CD para o AS1411-lipido modificado apresenta uma banda negativa a
240 nm e uma banda positiva a 260 nm. Estas caracteristicas sdo consistentes com uma

estrutura de G4 com topologia paralela [112, 121, 125]. O espectro de CD nao apresenta
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uma banda positiva a 295 nm, indicando a auséncia de conformacoes G4 com
tolopologia antiparalela. Desta forma pode-se concluir que a modificacao lipidica, nesta

sequéncia de AS1411, promove a formacao de uma estrutura G4 paralela estavel.
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Figura 18:Espectro de CD de 5”-lipido-AS1411 em tampao 1x, onde se apresentam bandas caracteristicas

de uma estrutura G4 paralela.

4.2. Libertacao da GEM

A avaliacao in vitro da libertacdo do farmaco GEM dos nanoagregados foi realizada
pelo método de dialise. Neste método, a separacao fisica da formulacao é conseguida
por uma membrana de dialise, onde o farmaco libertado das nanoparticulas é
difundido através da membrana para o compartimento exterior, do qual se recolhe a
amostra para analise posterior (Figura 19) [117]. O resultado obtido mediante este

método oferece uma correlacdo com a libertacao de farmaco in vivo.

Recolha da amostra

_ —————————————> Tampado dialisador

Compartimento interno que
contem a nanosuspensio

de didlise

3 Compartimento exterior que

contem tampdo 1x

Figura 19: Representacao grafica do método de dialise. Adaptado de [117].
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O perfil de libertacio da GEM nos nanoagregados, foi avaliada em tampao 1x e
acompanhou-se ao longo do tempo (Figura 20). O valor da concentragdo, que
corresponde a observancia obtida, foi calculado mediante a curva padrao da GEM, que

foi realizada num intervalo de concentracoes de 0.25 - 30 uM/uL.

100

80
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40

204 /

Liberacio acumulativa da GEM (%)
| |
|

o T T T T T T T T
o 0,08 0,25 0,5 1 2 3 4 5 6 24 48

Tempo (h)

Figura 20: Perfil de liberacdo cumulativa da GEM dos nanoagregados 5" -1ipido-AS1411 em tampao 1x

Uma vez obtida a curva de calibracdo do farmaco, calculou-se a percentagem
cumulativa de libertacao do fAirmaco para cada hora. Na Tabela 4 pode-se observar um
aumento da libertacao do fArmaco a partir da 4 h, atingindo o maximo de libertagao
ap6s 5 h. Apos 5 h pode-se observar uma evidente diminuicdo na capacidade de
libertacao do farmaco.

Na Tabela 4 estao representadas as percentagens de libertacap de GEM obtidas ao
longo do tempo. Conforme aos resultados obtidos pode-se observar que os
nanoagregados carregados com GEM mostraram uma libertagdo continua do fAirmaco
ao longo de 48 h, com uma libertacdo cumulativa média de cerca de 63.25% até o final

do periodo avaliado.
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Tabela 4: Percentagem de libertacdo da GEM ao longo do tempo.

Tempo (h) GEM libertado (%)
0.08 75.91
0.25 68.81

0.5 63.17
1 52.45
2 54.05
3 50.04
4 62.21
5 95.79
6 62.14
24 58.85

48 52.36

4.3. Ensaios de viabilidade celular

De modo a avaliar o efeito na viabilidade celular dos nanoagregados foram realizados
ensaios MTT. Para estes estudos foi utilizada a linha A549 e NHDF.

Numa primeira fase, foi avaliado o efeito na viabilidade celular da GEM livre em
concentracoes entre 0.0001 — 100 UM em ambas linhas celulares (Figura 21).

Na linha celular cancerosa A549 é possivel observar que nas concentracoes mais baixas
de GEM, apresenta-se maior toxicidade nesta linha, comparado com as células NHDF e
ha reducio da viabilidade celular com o aumento da concentracao do farmaco. Pode-se
observar que a GEM apresenta efeito citotoxico mais acentuado na linha celular A549
em concentrages entre 0.015 — 100 uM. No entanto, um aumento da toxicidade é
também provocado na linha saudavel. Como mencionado anteriormente, os fArmacos
quimioterapicos provocam também toxicidade em células normais [40], o que se pode

comprovar nos resultados obtidos.

Como representado na Figura 21, a partir da concentracdo de 0.25 puM h& maior

toxicidade na linha celular saudavel quando comparada com a linha celular cancerosa

A549.
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Figura 21: Percentagem da viabilidade celular de acordo ao contro do firmaco GEM em diferentes

concentracoes, nas linhas celulares A549 e NHDF.

Os valores IC;, para a GEM,
ambas linhas celulares A549 e NHDF
Figura 24A pode-se observar a curva de
concentracdo do farmaco livre para
tem um efeito citotdoxico em ambas

Estes resultados evidenciam ainda o espe

apresentaram valores semelhantes para
(0.019 UM e 0.020 uM, respetivamente). Na
viabilidade celular  dependente da
A549 e NHDF, indicando que o GEM livre
linhas celulares.

rado efeito na falta de seletividade da GEM,

embora se verifique toxicidade nas duas linhas celulares, nas concentragdes mais altas

h4 uma reducio maior da viabilidade celul

ar nas células normais.

De forma a contornar esta limitacao foi testado o nanossistema formado a partir do

AS1411-lipido modificado, pretendendo-se uma diminuicdo do efeito citotoxico nas

células normais e um aumento da toxicidade na linha celular cancerosa quando

comparado com o GEM livre.

Numa fase inicial foi determinado o efeito na viabilidade celular do nanoagregado

formado a partir de 5" -lipido-AS1411 sem GEM encapsulado (Figura 22).
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Figura 22: Percentagem de viabilidade celular provocada nas linhas celulares A549 e NHDF pelo

nanoagregado formado a partir de 5 -lipido-AS1411 em diferentes concentracdes.

Pode-se observar que ha maior toxicidade nas células A549 do que nas células NHDF,
no entanto a diferenca nao é significativa, sugerindo que o nanoagregado nao induz
diminuicao na viabilidade celular.

Esta diminuicdo na viabilidade das células A549, pode ser atribuivel a presenca de
AS1411 na superficie dos nanoagregados, e aos seus efeitos antiproliferativos e seletivos.
Estes resultados indicam que o nanotransportador nao é toxico para ambas as linhas
celulares, nao se observando um efeito significativo na reducao da viabilidade celular.
Posteriormente, foi avaliado o efeito induzido na viabilidade celular pela exposicao das
linhas celulres ao nanoagregado carregado com GEM em concentracoes entre 0.001 —

10 UM durante 72 h, mantendo a proporcao de 1:6 (oligo-lipido:GEM) (Figura 23).
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Figura 23: Percentagem da viabilidade celular induzida pelo nanoagregado carregado com GEM em

concentracoes entre 0.001 — 10 M, mantendo uma proporgao de 1:6, oligo-lipido:GEM.

Na Figura 23 pode-se observar que nas duas concentracoes mais baixas (0.001 uM e
0.005 uM) ha um efeito citotoxico significativamente maior nas células cancerosas
A549 quando comparadas com as células NHDF. Ao aumentar a concentracdo do
nanoagregado carregado com GEM, este efeito é contrario, sendo que ha um maior
efeito citotéxico na viabilidade celular das células NHDF.

Os resultados obtidos indicam que o nanossistema carregado com GEM nao mostrou
ser significativamente mais eficaz nas células A459, quando comparado com o GEM
livre. Enquanto nas células NHDF, apresenta-se maior efeito citotoxico na presenca da
GEM quando comparado com o nanossistema carregado com GEM.

Os valores de IC5, para o nanoagregado com GEM foram 0.033 uM para A549 e 0.012
uM para NHDF (Figura 24B).

Os estudos do efeito do nanossistema na viabilidade celular das células A549 e NHDF
permitiram concluir que este nanossistema, apesar de caracterizado, mostra nao ser

totalmente eficaz para o CPNPC.
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Figura 24:(A) Curvas dependentes da concentracao de viabilidade celular de acordo ao controlo em (i)
A549 e (ii)) NHDF, ap6s incubagdo de GEM em concentragoes entre 0.001 — 100 pM, durante 72 h e (B)
Curvas dependentes da concetragio de viabilidade de acordo ao controlo em (i) A549 e (ii) NHDF, ap6s

incubacgio do nanoagregado com GEM em concentragdes entre 0.001 — 10 uM, durante 72 h.
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Capitulo 5

5.Conclusoes e Perspetivas futuras

Nos tultimos anos tem sido de grande relevancia o estudo de novas estratégias
terapéuticas para diversos tipos de cancros, tendo havido um interesse exponencial no
desenvolvimento de novos sistemas de entrega de medicamentos quimioterapicos.
Estes sistemas, tém como objetivo melhorar o perfil farmacocinético do farmaco e
permitir a entrega especifica ao tumor. Deste modo, pretende-se melhorar a qualidade
de vida do doente, com a diminuic¢ao de diversos sintomas que causados pela toxicidade

nao especifica e aumentar a eficicia do tratamento.

As nanoparticulas sdo uma estratégia inovadora que oferece varias vantagens como
sistemas de entrega direcionado, ainda assim, a maioria de formulacoes encontradas na
literatura envolvem diversas etapas de sinteses além de precisarem ser conjugadas a
um agente de direcionamento para a entrega especifica do farmaco. Evidéncias
sugerem que o AS1411 é um Otimo agente de direcionamento, utilizado como
constituinte numa variedade de sistemas de entrega. Recentemente, tem-se relatado
que a modificacao lipidica de oligonucleotidos formadores de G4, aumentam a
estabilidade da estrutura e permitem a formacdo de agregados micelares. A
estabilidade destes sistemas micelares dependem da natureza do lipido, da sequéncia

do oligonucleétido e da natureza dos sais presentes em solucao.

O presente trabalho teve como finalidade o desenvolvimento de um nanossistema
baseado no aptamero G4 AS1411 conjugado com um lipido, para entrega seletiva do

farmaco quimioterapico GEM, sendo uma estratégia terapéutica para o CPCNP.

Neste trabalho, foi demonstrado que a modificacao lipidica de AS1411 permite a
formacdo de nanoagregados, que posteriormente foram utilizados para a entrega
seletiva do fArmaco GEM. Os nanoagregados formados foram caracterizados mediante

diferentes ensaios biofisicos de forma a determinar a sua morfologia e tamanho.

Numa primeira fase, foi avaliada a capacidade do AS1411 conjugado com lipido para
formar nanoagregados, para o qual foi necessario a determinacao de um tampao que
favoreca a sua formacao. Observou-se a formacao de nanoagregados sugerido pelo
arrastamento das bandas de oligonucle6tidos e a presenca de monémeros, indicando

estruturas G4 unimoleculares.
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Os nanoagregados formados apresentaram um tamanho médio de 159.7 + 26.4 nm.
Apos encapsulacio da GEM os nanoagregados aumentaram o tamanho médio para
535.7 + 48.3 nm, indicando a encapsulagao fisica do farmaco. Também se observou um
aumento de tamanho do nanoagregado ao aumentar a concentracdo de oligo-lipido.
Enquanto, a morfologia, apresentaram ter estruturas esféricas bem definidas, quer os
nanoagregados sem a encapsulacdo do farmaco quer os nanoagregados com GEM.
Além disso, determinou-se que o lipido conjugado na extremidade 5”da sequéncia G4,

nao afeta a capacidade de AS1411 para formar uma estrutura G4 estavel.

Nos nanoagregados com farmaco foi avaliada a percentagem de libertacido da GEM,
indicando uma libertacdo continua deste fArmaco ao logo do tempo. Finalmente, foram
realizados estudos de viabilidade celular, de forma a determinar a toxicidade dos
nanoagregados formados. Os nanoagregados sem a incorporacdo da GEM promoveram
uma diminuicdo semelhante na viabilidade de células cancerosas e saudaveis,
indicando a seguranca do nanossistema. O nanoagregado com GEM, nao monstrou ser
eficaz na entrega seletiva do farmaco, uma vez que provocou a diminuicao da

viabilidade das células saudéaveis.

Como perspetivas futuras, pode ser considerado a formulagdo de um nanossistema
utilizando outro farmaco anticancerigeno utilizando no tratamento do CPCNP, com a
doxorrubicina. Também se poderia considerar a nova formulaciao do nanossistema com

outro aptamero G4, nomeadamente um derivado de AS1411.
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