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Resumo

As doencas oncoldgicas representam atualmente a segunda maior causa de morte a nivel
global, sendo 0 aumento progressivo do nimero de mortes anuais ao longo do tempo um evento
expectavel. Apesar do continuo e necessario estudo do cancro, a variabilidade e capacidade de
adaptacdo deste grupo de doengas demonstra desafiar os métodos de terapia tradicionais. Como

tal, o desenvolvimento de novos métodos terapéuticos apresenta uma enorme importancia.

A nanotecnologia e a sua aplicacdo na medicina, com enfése no tratamento do cancro, ofe-
rece vantagens inauditas relativamente aos métodos terapéuticos tradicionais. As plataformas de
nanomedicina permitem potenciar novos tipos de estratégias para o tratamento e controlo do can-
Cro, como € o caso de técnicas de terapia genética, com foco no silenciamento génico. As nano-
particulas de ouro (AuNPs) tém demonstrado a sua capacidade como ferramentas de teragndstico
dadas as caracteristicas da sua superficie e as suas propriedades Gticas Unicas. Os lipossomas,
para além poderem apresentar composi¢oes e modificagdes personalizaveis, tém demonstrado
uma elevada eficiéncia na entrega de diferentes cargas terapéuticas. Atualmente, o0 uso AuNPs e
lipossomas como vetores de entrega de acidos nucleicos terapéuticos (TNAS) para silenciamento

génico tem sido estudado.

Neste trabalho, AuNPs funcionalizadas com polietilenoglicol (PEG) e ssDNA (single
strand DNA) foram combinadas com diferentes formulagdes lipossomais (formulacéo J e formu-
lacdo M), com o intuito de estudar a capacidade de silenciamento do oncogene c-MYC por parte
dos complexos obtidos em células da linhagem HCT116 (cancro colorretal), juntamente com o
impacto que os diferentes nanoconjugados e complexos apresentam no uptake e na viabilidade

celular.

Os estudos realizados apontam a formulacdo J1 como tendo uma eficiente capacidade de
silenciamento para um periodo de incubacdo de 6h, apesar de apresentar menores valores de up-
take celular e menor impacto na viabilidade celular quando comparada com o uso de
AUNP@PEG@MY C para 0 mesmo periodo de incubag&o.

Palavras-chave: cancro, nanoparticulas de ouro, silenciamento génico, lipossomas, com-

plexos lipossomais, células HCT116.
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Abstract

Oncological diseases currently represent the second leading cause of death globally, with
the progressive increase in annual deaths over time being an expected event. Despite the contin-
uous and necessary study of cancer, the variability and adaptability of this group of diseases
demonstrates that they challenge traditional methods of therapy. As such, the development of new
therapeutic methods is of great importance.

Nanotechnology and its application in medicine, with an emphasis on cancer treatment,
offers unprecedented advantages over traditional therapeutic methods. Nanomedicine platforms
enable new types of strategies for cancer treatment and control, such as gene therapy techniques,
with a focus on gene silencing. Gold nanoparticles (AuNPs) have demonstrated their capacity as
theragnostic tools given their surface characteristics and unique optical properties. Liposomes,
besides being able to present customizable compositions and modifications, have demonstrated a
high efficiency in the delivery of different therapeutic loads. Currently, the use of AuNPs and
liposomes as delivery vectors for therapeutic nucleic acids (TNAS) for gene silencing has been
studied.

In this work, AuNPs functionalized with polyethylene glycol (PEG) and ssDNA (single
strand DNA) have been combined with different liposomal formulations (formulation J and for-
mulation M) in order to study the silencing capacity of c-MYC oncogene by the complexes ob-
tained in HCT116 cells (colorectal cancer), as well as the impact of the different nanoconjugates

and complexes on cell uptake and cell viability.

This research has shown that the J1 formulation has an efficient silencing capability for a
6h incubation period, although it has lower cell uptake values and less impact on cell viability
when compared to the use of AUNP@PEG@MYC for the same incubation period.

Keywords: cancer, gold nanoparticles, gene silencing, liposomes, Au-liposome complex,
HCT116 cells.
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1. Introducéo

1.1. Cancro

Cancro é a denominagdo de um grupo de doengas nas quais um conjunto de células prolifera
descontroladamente, geralmente através do desajuste de mecanismos moleculares de regulacéo celular
e promogdo da invasdo de tecidos, alteracdo das condi¢des metabdlicas e fisiologicas locais podendo,
numa fase mais tardia e providenciadas condi¢des adequadas, ser capaz de disseminagédo ao longo do
organismo inteiro e colonizagéo de diferentes tecidos e 6rgéos. De acordo com a Organiza¢do Mundial
de Saude, em 2018 foram registados 17 milhdes de novos casos de cancro, sendo a segunda maior causa
de morte no mundo e responsavel por aproximadamente 9,6 milhdes de mortes a nivel global®. O cancro
do pulméo, da mama e colorretal apresentam-se com maior incidéncia, sendo o primeiro a principal

causa de morte relacionada com o cancro?® (Figura 1.1).

Esta doenca deriva de fatores genéticos, diversos agentes externos e da idade do individuo, sendo
que alguns comportamentos também representam fatores de risco. A detecdo antecipada do cancro per-

mite um tratamento mais eficaz e, consequentemente, a reducéo da mortalidade da doenca®.
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Figura 1.1 — Distribuicdo da incidéncia e mortalidade em percentagem para os 10 tipos de cancro mais
comuns em 2018, relativamente aos novos casos e nimero de mortos registados nesse ano (adaptado de GLOBO-
CAN, 2018)3.



O desenvolvimento de cancro é um processo multifasico que ocorre durante a vida de um orga-
nismo, afetando uma subpopulacéao de células, como resultado de um conjunto de altera¢cGes molecula-
res e adaptacdo ao ambiente, como por exemplo mutagdes e a selecéo®.

A carcinogénese — processo de formag&o do cancro — tem diversas causas, que podem ser classi-
ficadas em dois principais grupos: causas internas e causas externas®. A formagao do cancro resulta da
interacdo entre os fatores genéticos de um organismo (causas internas), como a aquisicdo de mutacoes
somaticas ou hereditarias, modifica¢bes epigenéticas e alteracdes a nivel hormonal e/ou imunitério, e
carcindgenos®’ (causas externas) que apresentam capacidade de danificar o genoma ou causar disrupcédo

de diversos processos metabdlicos a nivel celular, promovendo assim a carcinogénese.

Existem diferentes tipos de carcindgenos, nomeadamente: carcin6genos fisicos, como diversas
formas de radiacdo; carcindgenos quimicos, como 0 amianto, componentes quimicos do fumo do ta-
baco, arsénio, etc.; e carcindgenos bioldgicos, como infecBes causadas por certos agentes patologicos

(virus, bactérias ou parasitas).

O nivel de interligagdo entre ambos os tipos de causa depende de determinadas alteracdes gené-
ticas, que influenciam a suscetibilidade do organismo a diferentes carcin6genos. O envelhecimento do
organismo é também um fator fundamental no desenvolvimento do cancro, devido & combinacéo de
diversos fatores, como a exposicao a diversos carcindgenos no quotidiano, a acumulacéo de lesdes a
nivel celular e mutacGes, e a tendéncia para a diminuicao da eficiéncia dos mecanismos de reparagao

celular ao longo do tempo de vida do organismo?.

As células tumorais apresentam também um conjunto de propriedades funcionais capazes de pro-
mover a carcinogénese, que sdo adquiridas através de mecanismos distintos ao longo da progressao e
propagacdo tumoral®. O desenvolvimento de instabilidade gendmica e a resposta inflamatéria associada
ao desenvolvimento tumoral sdo fundamentais para a aquisi¢ao das propriedades funcionais menciona-
das. A carcinogénese é também substancialmente influenciada pelo microambiente tumoral desenvol-
vido ao longo do processo de tumorigénese — ambiente envolvente ao tumor que inclui elementos como
vasculatura, células do estroma e células do sistema imunitério associados a0 mesmo — que por sua vez
influencia as condigdes a que as células tumorais se encontram (por exemplo, baixos niveis de oxigénio,

falta de nutrientes, barreiras fisicas ao crescimento apresentadas pelo tecido circundante, etc.)°.

Tradicionalmente, o cancro € classificado de acordo com o tipo de tecido de origem das células
cancerigenas (sendo mais comuns carcinomas, sarcomas, leucemias, linfomas e mielomas), com o local
onde primeiramente foi desenvolvido (por exemplo, cancro do pulmao) e consoante a progresséo tumo-
ral e grau de metastizagdo (normalmente caracterizado por quatro graus do cancro), podendo também

ser caracterizados relativamente as mutagdes presentes nas células cancerigenas®!:,



1.1.1. Caracteristicas das Células Tumorais

A capacidade de proliferar ignorando os mecanismos reguladores da mesma e a habilidade de
invadir e colonizar diferentes tecidos no organismo sdo propriedades funcionais fundamentais das cé-
lulas cancerigenas®. Estudos sugerem que a maioria dos cancros derivam de uma Unica célula anormal
gue, ao acumular mutacdes adicionais, ganha uma vantagem evolutiva em relacdo as células vizinhas,

crescendo e proliferando de forma descontrolada e originando eventualmente um tumor!23,

As mutacBes podem ser somaticas ou epigenéticas e 0s tumores podem ser classificados quanto
a capacidade de metastizacdo das suas células — capacidade de invasdo de tecidos circundantes e for-
macao tumores secundarios (metastases) — assim existindo tumores benignos (que nao apresentam esta

capacidade) e tumores malignos (caso as células tumorais consigam realizar este processo).

A nivel molecular, devido a aleatoriedade das mutages, estas podem acontecer em genes cuja
mudanca ndo influencia o desenvolvimento do cancro e em genes cuja sobrexpressdo ou inativacao é
critica para a tumorigénese e a carcinogénese, seja de forma direta ou indiretal**°, Estes Gltimos podem
ser agrupados em duas classes'®: proto-oncogenes (por exemplo, os genes MYC, RAS, ABL, BCR,
RAF, etc.), cujas formas mutadas e sobrexpressas sdo denominadas de oncogenes, e genes supressores
de tumores (por exemplo, os genes RB, TP53, BCL2, SWI e SNF, etc.) respetivamente. Os oncogenes
desempenham diversas fun¢Bes importantes na progressao do ciclo celular, na apoptose e na diferenci-
acdo celular. A sua sobrexpressao provoca a desregulacao da expressao de varios outros genes e de vias
de sinalizacdo associadas ao desenvolvimento tumoral, sendo observada em vérios tipos de tumores.
Os genes supressores de tumores tém como func¢éo a inibicdo da proliferacdo celular e do desenvolvi-
mento tumoral, sendo que em muitos tumores o downregulating, inativagdo ou perda destes genes re-
sulta na auséncia de mecanismos de regulacdo negativa essenciais para a inibi¢do da proliferacéo celu-

lar, contribuindo assim para a proliferacdo anormal de células tumorais.

As alteracBes moleculares referidas influenciam ndo s6 a origem e o desenvolvimento tumoral
como também o grau de diferenciagéo e capacidade de invasdo das células cancerigenas, o que é afetado
pelo aumento caracteristico relativo a frequéncia e acumulacdo de mutagdes em células cancerigenas®,
que pode ser devido a um aumento da sensibilidade a agentes mutagénicos, por degradacdo de compo-
nentes da maquinaria responsavel pela manutengéo da integridade do genoma ou através do compro-
metimento dos sistemas responsaveis por inducdo de apoptose ou estados de senescéncia em células
danificadas. A sucessdo de alteragdes no genoma das células cancerigenas proveniente do desenvolvi-
mento de instabilidade genétical’ contribui assim fortemente para a carcinogénese, visto que certas mu-
tacOes e alteracBes epigenéticas sdo capazes de conferir uma vantagem seletiva a determinada subpo-
pulacdo de células, permitindo assim que estas tenham um desenvolvimento mais rapido e eventual-

mente dominem o tecido e ambiente local.



O desenvolvimento tumoral encontra-se também associado a resposta inflamatéria®®. Virtual-
mente todas as lesdes neoplésicas contém células do sistema imunitario em menor ou maior concentra-
cdo, que advém da resposta inflamatdria associada ao desenvolvimento tumoral. A inflamagdo pode
contribuir para o desenvolvimento de capacidades fundamentais de células cancerigenas através do for-
necimento de moléculas bioativas ao microambiente tumoral, como fatores de crescimentos que man-
tém sinalizacdo proliferativa, fatores de sobrevivéncia que limitam a morte celular, fatores pro-angio-
génicos, enzimas capazes de modificar a matriz extracelular de modo a facilitar a angiogénese, invasao
e metastase e sinais indutores dos mesmos processos. As células inflamatérias podem também libertar
agentes quimicos, como espécies reativas de oxigénio, que sdo ativamente mutagénicas, contribuindo

assim para o acelerar da evolugdo genética de células cancerigenas.

As caracteristicas enunciadas das células tumorais contribuem assim para o desenvolvimento de
propriedades fundamentais no processo de carcinogénese®, como a capacidade de manutencédo de uma
proliferacdo cronica, a evasdo de supressores de crescimento, a resisténcia a mecanismos de morte ce-
lular, a imortalizagéo das células tumorais, a inducéo da angiogénese, as modificagdes associadas ao
metabolismo energético, a evasdo de destrui¢do por parte do sistema imunitario e a ativacdo da invasao
de células cancerigenas noutros tecidos e metastizacéo (Figura 1.2).

Manutencao de Evasdo de supressores
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Figura 1.2 — Representacdo das caracteristicas fundamentais e adquiridas pelas células cancerigenas
propostas por Hanahan e Weinberg (adaptado de Hanahan and Weinberg, 2011)8,



Manutenc&o de proliferagdo cronica

A manutencao de proliferacdo cronica € uma das propriedades fundamentais das células canceri-
genas®!®, Em tecidos normais, a producéo e libertacdo de sinais que promovem o crescimento, divisdo
e progressdo no ciclo celular € realizada de forma controlada, garantindo a homeostasia do nimero de
células e a manutencédo da arquitetura e fungdo dos mesmos. Estes sinais sdo transmitidos maioritaria-
mente por fatores de crescimento que se ligam a recetores presentes na superficie celular e, consequen-
temente, que emitem sinais através de vias de transducdo de sinal intracelulares, regulando assim o
crescimento e progressao do ciclo celular. Frequentemente, esses sinais influenciam outras propriedades
celulares, como a sobrevivéncia e 0 metabolismo energético das mesmas. As células cancerigenas apre-
sentam desregulacao relativa aos sinais mencionados, sendo capazes de manter a sinalizacdo prolifera-
tiva ativa de forma continua através de diferentes formas, nomeadamente: via estimulacdo autdcrina;
por estimulacdo das células normais do estroma associado ao tumor, que consequentemente fornecem
varios fatores de crescimento as células cancerigenas; através do aumento do nimero de recetores rela-
tivos a fatores de crescimento na superficie celular; por alteracdes estruturais dos mesmos recetores
para aumentar a afinidade destes a fatores de crescimento; através da ativacdo constitutiva da via de
transducdo de sinal por mutagGes somaticas ou via disrupcdo de mecanismos de feedback negativo

responsaveis por atenuar e inibir a proliferacéo celular.

Evaséo de supressores de crescimento

Para além da constante inducdo e manutencao de sinais que estimulam o crescimento celular, as
células cancerigenas precisam também de evitar mecanismos inibidores da proliferagdo celular, sendo
estes muitas vezes dependentes da acdo de genes supressores de tumores®*®. Dois dos principais genes
supressores de tumores codificam para as proteinas RB e TP53, que operam como elementos centrais
em dois circuitos complementares associados a regulacao celular, influenciando a escolha de prolifera-
cdo, senescéncia ou apoptose por parte da célula. A interligacdo dos dois circuitos permite reprimir
replicacéo inapropriada por parte de células cancerigenas que apresentam falta de um destes principais

genes supressores de tumores.

Estudos demonstram que ao cultivar células normais num ambiente bidimensional e ao ser atin-
gida uma elevada densidade populacional, ocorre a supressdo de proliferacéo celular adicional, resul-
tando em monocamadas de células confluentes — inibigdo por contacto. VAarios tipos de células cance-
rigenas em cultura in vitro demonstram ignorar a inibigdo por contacto evidenciada por células normais,
sugerindo um comportamento analogo in vivo durante o processo de carcinogenese. As células cance-
rigenas apresentam também capacidade de evadir os efeitos antiproliferativos de TGF-p (Transforming

Growth Factor Beta), proteina responsavel pelo controlo da proliferacéo, diferenciagéo e outras funcdes
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celulares. Em muitos tumores em fases avangadas, as vias de sinalizacdo associadas a TGF-f sao redi-
recionadas para a ativagdo de mecanismos celulares que conferem caracteristicas associadas ao caracter

maligno das células cancerigenas.

Resisténcia a mecanismos de morte celular

A morte celular programada serve como uma barreira natural ao desenvolvimento do cancro®%,
O entendimento acerca dos mecanismos envolvidos na apoptose tem revelado como esta é desencade-
ada em resposta aos varios fatores de stress fisiologico que as células cancerigenas experienciam, seja
ao longo da tumorigénese ou como resultado de terapias anticancerigenas??2, Notoriamente, desequi-
librios na sinalizacdo resultantes de elevados niveis de expressdo de oncogenes e danos no DNA asso-
ciados a hiperproliferagdo encontram-se entre as principais causas de apoptose. Contudo, estudos reve-
lam que a apoptose é atenuada em tumores que sucedem em progredir para estados mais avancados e
resistir a terapias. A maquinaria apoptética possui componentes reguladores e efetores, estando os re-
guladores divididos em dois circuitos principais?: um responsavel por receber e processar sinais extra-
celulares indutores de morte celular (via apoptética extrinseca) e outro cuja apoptose é ativada através
da detecdo e integracdo de uma variedade de sinais de origem intracelular (via apoptdtica intrinseca).
Cada um dos circuitos mencionados culmina na ativacdo de uma proteina normalmente latente, que da
inicio a uma cascata de protedlise que envolve caspases efetoras responsaveis pela fase de execugao da
apoptose, na qual a célula é progressivamente desmantelada e consumida quer pelas células vizinhas
como por células fagocitarias. As células tumorais apresentam varios mecanismos capazes de limitar
ou contornar a apoptose, entre 0s quais se encontram a perda de funcéo do supressor de tumor p53, 0
aumento da expressdo de reguladores anti-apoptéticos (Bcl-2, Bcl-xL) ou de sinais que promovem a
sobrevivéncia celular (IGF-1, IGF-2), por diminuicdo da expressdo de fatores pré-apoptoticos (Bax,

Bim, Puma) ou por inibicdo da via apoptética extrinseca®*.

A sobrevivéncia de células tumorais é também influenciada por processos autofagicos?>?°. A au-
tofagia permite a quebra de organelos celulares em metabolitos de baixo peso molecular a ser usados
na biossintese ou metabolismo energético, sendo este processo uma resposta fisioldgica a diferentes
formas de stress celular, como a exposicao de células a ambientes pobres em nutrientes. Alguns estudos
apresentam a autofagia como barreira da tumorigénese, podendo funcionar independentemente ou em
correlagdo com a apoptose. No entanto, certos tratamentos oncolégicos como a radioterapia ou a qui-
mioterapia podem induzir elevados niveis de autofagia em resposta ao stress celular causado pelos mes-
mos, diminuindo assim a eficiéncia dos tratamentos?. Para além disso, estudos demonstram que células

cancerigenas sobre elevados niveis de stress podem encolher por autofagia a um estado reversivel de



dorméncia, que pode resultar na persisténcia e eventual recrescimento de tumores apos tratamento on-

colégicod?,

Em contraste com a morte celular programada que ocorre por apoptose, a morte celular por ne-
crose apresenta potencial para a promocéo de sinais pro-inflamatérios e desenvolvimento tumoral?®?’,
Células necrdticas, ao explodir e libertar o seu contetido para os tecidos e meio circundantes, libertam
também sinais pré-inflamatdrios, recrutando células provenientes do sistema imunitéario cuja funcéo é
avaliar a extensdo do dano nos tecidos e remover detritos necroticos associados ao mesmo. No contexto
do cancro, estas células podem promover o desenvolvimento tumoral, dado a capacidade das mesmas
de estimular angiogénese, proliferacdo de células cancerigenas e de invasdo. Adicionalmente, células
necroticas podem libertar fatores regulatérios bioativos capazes de estimular diretamente a proliferacdo
de células vizinhas, contribuindo para a progressao tumoral. Assim sendo, a morte celular por necrose,
apesar de parecer benéfica contra a hiperproliferacdo associada a células tumorais, podera resultar em

varios efeitos adversos®.

Imortalizacdo das células tumorais

Ao contrério das células normais que apenas sao capazes de passar por um numero finito de ciclos
de divisdo celular, as células tumorais apresentam uma capacidade de replicacéo e proliferacéo ilimi-
tada, evitando estados de senescéncia e de crise celular presentes no ciclo de vida de células normais®.
Na imortalizacdo das células tumorais, a protecdo dos terminais dos cromossomas é um dos fatores
essenciais, juntamente com a desregulacéo do ciclo celular. Em células ndo-imortalizadas, os telomeros
sofrem um encurtamento progressivo remetente a ciclos de divisdo celular, perdendo eventualmente a
capacidade de proteger os terminais dos cromossomas e consequentes danos na sequéncia e estrutura
dos mesmos, que pdem em causa a viabilidade celular. A telomerase, enzima responsavel por adicionar
sequéncias especificas e repetitivas de DNA as extremidades do DNA telomérico, encontra-se ausente
em células ndo-imortalizadas, mas expressa a niveis funcionalmente significativos na maioria das célu-
las imortalizadas®®. Ao aumentar o nimero de repeticdes e, consequentemente, a extensdo do DNA
telomérico, a telomerase é capaz de contrariar a erosdo progressiva dos telomeros, estando assim cor-
relacionada com a resisténcia de células imortalizadas a mecanismos de senescéncia e crise celular,
duas barreiras a proliferacéo celular desregulada e, por associacdo, ao desenvolvimento do cancro®. A
imortalizagdo de células tumorais tem sido atribuida & sua capacidade de manter uma extensdo sufici-
ente de DNA telomérico capaz de evitar o desencadeamento de senescéncia celular ou apoptose, alcan-
cada normalmente pelo aumento de expressdo da telomerase ou por diferentes mecanismos de manu-

tengdo dos telémeros (Alternative Lengthening of Telomeres — ALT)*. A perda de DNA telomérico



encontra-se também associada em muitos tumores a um aumento de instabilidade gendmica, derivado

de uma instabilidade a nivel do cariétipo e amplificacdes e delecdes de segmentos cromossomais®.

Inducdo da angiogénese

A angiogénese é regulada quer por inducdo, quer por inibigdo, geralmente através de proteinas
sinalizadores que ligam a recetores presentes na superficie das células endoteliais. Um dos principais
fatores indutores da angiogénese é o VEGF (Vascular endothelial growth factor)3, cuja expresséo pode
ser aumentada por condicGes de hipoxia e por sinalizacdo por certos oncogenes, enquanto que um dos
principais fatores inibidores do mesmo processo é a trombospondina (TSP)%, que também consegue
ligar aos recetores transmembranares das células endoteliais, provocando assim sinais supressores ca-

pazes de contrariar estimulos pré-angiogénicos.

Tal como tecidos normais, o tecido tumoral necessita de adquirir nutrientes e oxigénio e eliminar
residuos metabdlicos e didxido de carbono. A neovasculatura tumoral, gerada por angiogénese, trata de
responder as necessidades enunciadas®. Ao contréario do que acontece em tecidos normais, em que a
angiogénese é um processo quiescente apenas ativo transientemente como parte de certos processos
fisioldgicos, durante a progressdo tumoral 0 processo de angiogénese encontra-se quase sempre ativo,
causando o desenvolvimento de novos vasos sanguineos através da vasculatura ja existente de modo a
suportar um continuo crescimento tumoral®. Os vasos sanguineos produzidos dentro de tumores sdo
tipicamente aberrantes, na medida em que a neovasculatura tumoral apresenta vasos sanguineos distor-
cidos e aumentados com ramificacdes excessivas e desorganizadas, fluxo sanguineo erratico, micro-
hemorragias, vazamento e niveis anormais de proliferacédo e apoptose em células endoteliais®*. A ativa-
cao dos mecanismos de angiogénese pode resultar também da acdo certos oncogenes em células tumo-
rais, como RAS e MYC, capazes de aumentar a expressao de fatores angiogénicos, enquanto que outros
sinais indutivos podem ser produzidos indiretamente por células do sistema imunitario associadas a

fendmenos inflamatorios®.

Ativacao da invasao de células cancerigenas noutros tecidos e metastizacao

O processo multifasico de metastizacdo e invasdo envolve uma sequéncia de etapas que engloba
as alteracdes bioldgicas e celulares necessarias para que este aconteca®>3¢, Comeca com a invaséo local
de células cancerigenas em tecidos vizinhos, seguida da infiltracdo das mesmas em vasos sanguineos e
linfaticos proximos, circulacdo das células cancerigenas através do sistema circulatério e linfatico, se-

guido do escape das células pelo Ilimen dos vasos para o parénquima de tecidos distantes (extravasacao),



a formacdo de pequenos nodulos de células cancerigenas (micrometatases) e, finalmente, o crescimento

das lesBes micrometasticas em tumores macroscopicos (colonizag&o).

O EMT (epithelial-mesenchymal transition)®"®, processo pelo qual células epiteliais perdem a
polaridade celular e capacidade de adesdo célula-célula ganhando propriedades migratorias e invasivas,
assim como capacidade de resistir a apoptose e de ocorrer disseminacéo, tem sido considerado como
um dos principais reguladores da metastizacdo e invasdo por parte de células cancerigenas. A diferente
regulacdo da expressdo de genes associados a mobilidade e migracdo celular por diferentes fatores de
transcricdo resulta num maior ou menor potencial de metastizag¢do. Este potencial € também influenci-
ado pelas condicdes da matriz extracelular (ECM). Estudos tém vindo a demonstrar a influéncia que as
células vizinhas podem ter na ativacdo da expressdo de fatores de transcricdo em células de modo a
ativar o processo de EMT, demonstrando a potencialidade que contribuigcdes heterotipicas que células
cancerigenas tém com células adjacentes do estroma associadas ao tumor podem induzir expressdo de
fendtipos malignos, nomeadamente, a ativacdo de mecanismos de metastiza¢éo e invasdo. As células
cancerigenas podem passar por reversao do processo de EMT, chamado MET (mesenchymal-epithelial

transition), voltando a um estado de “ndo-invasdo”, apresentando assim plasticidade.

Formas distintas de invasdo podem estar subjacentes a diferentes tipos de cancro®“°. O programa
EMT regula um tipo particular de invasao designada por mesenquimal®. Para além deste, existem tam-
bém outros mecanismos. S&o estes 0 mecanismo de invasao coletiva*?, que envolve nédulos de células
cancerigenas a avangar em massa para tecidos adjacentes, e a forma de invasdo amebdide*?, em que
células individuais demonstram plasticidade morfoldgica, permitindo que estas se desloquem através
de espacos intersticiais existentes na matriz extracelular ao invés de ser criado um caminho préprio
COMO ocorre nos outros tipos de invasdo mencionados. Outra forma de invasdo consiste na facilitagdo
de invasdo por células do sistema imunitario associadas a respostas inflamatérias*, que se retinem nas
fronteiras tumorais e produzem enzimas que degradam a matriz extracelular e outros fatores que per-

mitem um crescimento invasivo.

A metastizacdo pode ser dividida em duas principais fases: a disseminac&o fisica de células can-
cerigenas através do tumor primario para tecidos distantes, e a adaptacdo destas células a microambi-
entes de tecidos diferentes — o que resulta numa colonizagdo bem-sucedida, i.e., 0 crescimento de mi-
crometéatases em tumores macroscopicos®. O processo de colonizacdo pode ndo ser bem-sucedido,

sendo também influenciado pelo microambiente tumoral®=,

Em alguns tipos de cancro, o tumor primario pode libertar fatores supressores sistémicos que
induzem as micrometatases a adotar um estado de dorméncia, podendo o crescimento destas acontecer
ap6s um periodo indeterminado, periodo este de adaptacéo aos tecidos colonizados*+°. Este estado de

dorméncia e incapacidade de crescimento podera estar relacionado com a incapacidade de ativacao de



angiogénese por parte dos microtumores. Para além disso, a autofagia em resposta a falta de nutrientes
ou como resposta a medidas terapéuticas pode resultar no encolhimento de células cancerigenas, fa-
zendo com que estas adotem também um estado reversivel de dorméncia. Sinais de anti-crescimento
presentes na matriz extracelular de tecidos normais e supressdo de a¢Bes tumorais por parte do sistema
imunitario séo outros fatores que podem estar relacionados com o estado de dorméncia mencionado. A
capacidade de colonizacdo pode ser desenvolvida por parte das células cancerigenas colonizadoras ao
chegar ao tecido alvo como forma de pressdo seletiva ou entdo pode uma caracteristica inerente das

células disseminadas ao sair do tumor primario®.

Reprogramacéo do metabolismo energético

De modo a suportar o crescimento e proliferacdo celular de forma continua e mais eficiente, as
celulas cancerigenas apresentam a capacidade de modificar o seu metabolismo e vias de producéo de
energia*’*, As células cancerigenas apresentam uma caracteristica andémala relativa ao seu metabo-
lismo de energia, visto que, mesmo na presenca de oxigénio, estas conseguem limitar a sua producéo
energética maioritariamente a glicolise, o que é denominado por um estado de “glicolise aerdbica” —
Warburg effect*. A existéncia deste mecanismo em células cancerigenas parece ser algo contraintuitivo
devido a notdria diferenca de rendimento energético associado as diferentes vias de producdo de ener-
gia®. No entanto, estudos sugerem que o aumento da glicdlise permite o desvio de metabolitos inter-
mediérios para vérias vias biossintéticas, influenciando a sintese de macromoléculas e organelos neces-
sarios para a construgdo de novas células®t. O aumento de reservas de glucose tem sido associado ao
aumento e ativacao de transportadores de glucose (GLUT1), o que provoca um aumento da importacéo
de glucose para o citoplasma. O aumento de expressao de certos oncogenes (RAS e MYC, por exemplo)
e a mutacgdo e inativacdo de genes supressores de tumores (como o gene TP53), cujas alteragdes em
células tumorais sdo responsaveis por muitas das propriedades caracteristicas das células cancerigenas
como evidenciado anteriormente, poderdo também estar relacionados com o aumento dos niveis de

glucose intracelular*®®2,

Estudos demonstram a existéncia de tumores contendo duas subpopulac@es de células cancerige-
nas que diferem nas vias usadas para producéo de energia®. Uma das subpopulacdes celulares realizava
“glicolise aerdbica” secretando acido lactico, enquanto que as células da outra subpopulacdo importa-
vam e utilizavam como principal fonte de energia o &cido lactico produzido pelas células da populagdo

anterior. Estas duas subpopulages celulares demonstravam assim funcionar de forma simbiotica.
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Evasdo de destruigcdo por a¢ao do sistema imunitario

As células cancerigenas demonstram capacidade de evadir destruicdo e eliminacgdo por parte de
células do sistema imunitério (em particular por linfocitos T e B, células NK e macr6fagos), o que realca
o0 papel dicotomico do sistema imunitario, que tanto oprime como contribui para o desenvolvimento e
progresséo tumoral®>4. A monitorizacdo constante de células e tecidos por parte do sistema imunitario
contribui para a detecdo e eliminacdo de uma vasta maioria de células tumorais em estados iniciais, no
entanto, devido a mutabilidade constante das células cancerigenas, estas evoluem de modo a conseguir
evitar a identificacdo por parte do sistema imunitario ou até mesmo limitar a acao destrutiva do mesmao,
evitando assim a sua erradicacdo. Estes mecanismos passam, exemplo, por evitar a identificacdo de
neoantigens das células cancerigenas por parte dos componentes do sistema imunitario (reducéo de
imunogenicidade), pelo recrutamento de células associadas a resposta inflamatéria com atividade imu-
nossupressora ou até mesmo pela producdo e secre¢do de imunossupressores para 0 microambiente
tumoral por parte das células cancerigenas. Estudos evidenciam a importancia do sistema imunitario
como barreira para a formacao e progressdo tumoral, indicando que tanto a resposta inata como a res-
posta adaptativa do sistema imunitario sdo capazes de contribuir significativamente para a vigilancia

imunoldgica e, consequentemente, para a erradicacéo de células tumorais®s.

As caracteristicas e propriedades referidas das células cancerigenas apresentam um papel fulcral
na progressao e propagacao do cancro. O estudo e compreensdo destas caracteristicas compreende assim

um papel chave no desenvolvimento de novos métodos de diagnéstico e tratamento oncoldgicos.
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1.1.2. Diagnostico do Cancro

O crescente entendimento dos processos moleculares do cancro tem contribuido para o aprimo-
ramento de trés abordagens diferentes em relacdo a doenga: a prevencdo, o diagndstico e o trata-
mento®.Ao longo dos anos, varios ensaios tém sido realizados para detetar, identificar e listar possiveis
carcindgenos. Estudos sugerem gque uma percentagem significativa (30-50%) dos casos de cancro po-
deria ser prevenida ao modificar ou evitar a exposicdo a fatores de risco, como por exemplo, tabaco,
obesidade, radiacdo ultravioleta ou ionizante ou poluicdo®. Assim sendo, a investigagéo focada nos di-
ferentes fatores de risco (ambientais e comportamentais) e na influéncia destes na carcinogénese, apre-

senta relevancia na prevengdo do cancro.

Um diagndstico correto e atempado do cancro é essencial para um tratamento adequado e eficaz
da doenga, podendo reduzir significativamente a mortalidade da mesma. Atualmente, o diagnostico do
cancro é baseado fundamentalmente em trés conceitos®: testes laboratoriais para identificacdo de bio-
marcadores; testes de imagem e biopsias.

Diferentes técnicas usadas na criacdo de representagdes visuais do interior do organismo para
andlise clinica e intervencdo médica, como tomografia axial computorizada (TAC), magnetic resonance
imaging (MRI), tomografia por emissao de positrdes (PET), ultrassons, raios-X, entre outros, permitem
a visualizagdo de massas ou areas de anormalidade dentro do organismo, como no caso da existéncia
de tumores®. No entanto, métodos de imagem por si s6 ndo permitem a diferenciacdo entre células
cancerigenas e células ndo-cancerigenas. Assim sendo, atualmente, para a maioria dos cancros a reali-
zacdo de uma biopsia é 0 método mais utilizado para obter um diagndéstico mais definitivo. A biopsia
consiste na colheita de uma amostra de tecido e analise do mesmo para determinagdo da sua natureza,
neste Ambito, da sua tumorigenicidade. Existem varios tipos de biopsias, podendo estas ser classificadas
relativamente ao tipo de tecido a ser analisado ou ao método usado na colheita da amostra (por exemplo,
biopsia da medula dssea, biopsia de pele, biopsia endoscopica, biopsia por agulha, biopsia por cirurgia,

entre outros)%e.

Avancgos significativos na area de diagnostico molecular e dete¢do de biomarcadores oncoldgicos
tém permitido o desenvolvimento de estratégias viaveis para dete¢do e monitoriza¢do do cancro, para
além da realizacdo de diagndsticos de forma mais antecipada, caracterizagdo tumoral e uma determina-
cdo mais eficiente da fase em que a doenga se encontra, contribuindo assim para a personalizagéo do
tratamento oncoldgico®. Um biomarcador é designado como uma substancia ou atividade que pode ser
objetivamente medida e avaliada como um indicador de um processo biolégico normal, um processo
patogénico ou uma resposta a uma intervencdo terapéutica®®. Os biomarcadores oncoldgicos estdo pre-
sentes em tecidos tumorais ou em soro e englobam uma grande variedade de moléculas, incluindo DNA,

mRNA, enzimas, metabolitos, fatores de transcricéo e recetores presentes nas membranas celulares®:.
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Tendo em conta a abundancia de biomarcadores moleculares oncoldgicos existentes, aqueles capazes
de precisar muta¢fes somaticas ou na linha germinativa, alterag@es transcricionais e modificacdes po6s-
traducionais tém contribuido significativamente para o desenvolvimento e inovacdo do diagndstico e
tratamento do cancro®. Varios métodos de detecdo baseados no reconhecimento especifico de biomar-
cadores oncolégicos tém sido desenvolvidos, como polymerase chain reaction (PCR)%3, enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA)®, eletroforese®, surface plasmon resonance (SPR)%, surface enhanced
Raman spectroscopy (SERS)®, ensaios colorimétricos®®, ensaios eletroquimicos®, métodos de fluores-

céncia’®, etc.

A sensitividade e especificidade dos sistemas de detecdo de biomarcadores oncoldgicos sdo de-
terminadas por diferentes fatores, como a eficiéncia de ligacdo entre sonda e alvo, a capacidade de
converter a ligacdo referida num sinal mensuravel, e a habilidade de evitar interferéncias por ligacdo
das sondas a biomoléculas diferentes do alvo®®. Apesar das vantagens enunciadas anteriormente, exis-
tem desafios perante os métodos enunciados, tais como a diversidade da doenca e a habilidade limitada
gue um Unico biomarcador possui para identificar varios tipos de cancro com elevada especificidade e
sensitividade, o facto de que alguns dos métodos desenvolvidos apresentam elevada sensitividade mas
reduzida especificidade, aumentando o risco de sinais falso-positivos (como tal, sensores capazes de
analisar multiplos analitos simultaneamente tém sido desenvolvidos), e a necessidade de validacéo e
estandardizacdo das diferentes técnicas e do aprimoramento da sensitividade e especificidade dos en-

5ai0s®.

Recentemente, o diagnostico do cancro tem abandonado a dependéncia da biopsia direta de teci-
dos tumorais para a detecdo da doenga, diagnostico e monitorizagdo do tratamento do cancro. Devido
as limitaces praticas e riscos associados ao diagnostico baseado em biopsias de tecidos, novas plata-
formas de diagnéstico de cancro nao-invasivas tém continuado a evoluir em anos recentes’. Exemplos
destas plataformas incluem biopsias liquidas, que procuram identificar células cancerigenas em circu-
lacdo, biopsias a urina e saliva, usadas em ensaios gendmicos moleculares e biopsias ao sopro, que
medem compostos organicos volateis indicadores de cancro. Estas técnicas sdo baseadas principalmente
na evolugéo do diagndstico molecular e permitem um acompanhamento continuo da progresséo do can-

cro e do tratamento.

Avangos tecnoldgicos e na area do diagndstico permitem assim uma mudanca de paradigma re-
metente as estratégias terapéuticas aplicadas atualmente e uma melhoria geral na eficiéncia de trata-

mento.
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1.1.3. Tratamento

O tratamento do cancro depende de uma variedade de fatores, como as caracteristicas molecula-
res do cancro, a localizacdo e a extensdo da doenca e o estado de salde do paciente, sendo o objetivo a
destruicdo de todas as células tumorais causando o menor dano possivel a tecidos saudaveis®. Atual-
mente, a cirurgia, a quimioterapia e a radioterapia sdo os principais métodos terapéuticos usados no
tratamento do cancro, podendo ser aplicados individualmente ou em conjunto de forma a obter o melhor

resultado possivel™.

As terapias convencionais mencionadas tiram muitas vezes partido de certas propriedades de
células cancerigenas, como a instabilidade genética das mesmas e a perda de controlo relativamente a
progressdo no ciclo celular’. Concretizando, a radioterapia e a quimioterapia sdo terapias ndo-seletivas,
afetando tanto células cancerigenas como células normais, causando danos a nivel celular e molecular
nos tecidos. No entanto, as células cancerigenas demonstram ser mais suscetiveis aos efeitos das tera-
pias mencionadas, visto que apresentam mecanismos de reparacdo de danos no DNA deficientes, o que
em combinacdo com a falta de controlo na progresséo do ciclo celular por parte destas células e as
mutacBes causadas pelas terapias mencionadas, resulta na acumulagdo de mutac6es nocivas a sobrevi-
véncia celular e, consequentemente, uma maior sensibilidade por parte das células cancerigenas a estes
tipos de tratamento. Tendo em conta diminuta seletividade das terapias tradicionais, o desenvolvimento
de métodos terapéuticos que consigam atingir células cancerigenas de forma mais especifica é de ex-

trema importancia’™.

A elaboracédo de diferentes protocolos e técnicas de tratamento tem vindo a tomar partido das
caracteristicas e propriedades fundamentais das células cancerigenas, juntamente com as multiplas vias
bioquimicas envolvidas como foco de tratamento®. O direcionamento de terapias com foco em simulta-
neamente danificar ou inibir a atividade de mdultiplas capacidades funcionais das células cancerigenas

propBe assim uma forma de tratamento do cancro mais eficaz e duradouro.

A aquisicéo de resisténcia por parte de células cancerigenas™’® ¢ também um notavel obstaculo
perante a aplicacdo de terapias convencionais. As células cancerigenas podem exibir resisténcia intrin-
seca a farmacos, proveniente de variagdes genéticas do individuo e na diferenca genética de células
somaticas em tumores, ou resisténcia adquirida, devido a uma exposic¢éo prolongada ao fa&rmaco. Esta
resisténcia pode ser desenvolvida por diferentes mecanismos, como a reducdo no influxo do farmaco
ou o aumento no efluxo do farmaco, a ativacdo de sistemas de destoxificacdo celular, variagdes na
metabolizacdo do farmaco, a ativacdo de mecanismos de reparacdo do DNA; a evasdo de apoptose

induzida pelo farmaco, etc.

De modo a superar as limitacGes existentes na aplicacdo das terapias oncoldgicas classicas, es-

tratégias alternativas tém sido propostas, como a personalizacdo e aumento de especificidade do
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tratamento’’??, o direcionamento do foco terapéutico para o entendimento e controlo do processo de
evolucdo tumoral em fases iniciais’™, o desenvolvimento de terapias direcionadas para o microambiente
tumoral™ (com foco, por exemplo, na angiogénese, inflamacéo ou exploracdo das condicdes hipoxicas)
ou a aplicacdo de terapias baseadas na progresséo do ciclo celular®, através do uso de farmacos citos-
taticos de modo a abrandar a progressdo e mortalidade da mesma®?.

A necessidade médica de superar as limitacOes existentes das terapias tradicionais resultou na
investigacdo e desenvolvimento de, entre outros, vetores especificos para células cancerigenas®, méto-
dos de imunoterapia®, técnicas de terapia genética® e diversas terapias combinadas®® aplicadas ao

tratamento do cancro.

1.1.3.1. Terapia Genética em Cancro

Avancos no estudo do genoma humano e no conhecimento de genética molecular ao longo das
Gltimas duas décadas tém vindo a impulsionar abordagens terapéuticas baseadas em manipulacdo ge-

nética de modo a melhorar a regresséo do cancro e encontrar uma potencial cura para a doenca.

A terapia genética engloba qualquer procedimento que pretende tratar ou aliviar uma doenca ao
modificar geneticamente as células de um paciente, sendo que estas modificagdes consistem na altera-
céo, delecéo ou substituicdo de um ou mais genes em células-alvo®. Os materiais a ser transferidos para
as células do paciente podem ser genes, segmentos de genes ou oligonucle6tidos e a transferéncia de
material genético para células alvo pode ocorrer através de varios métodos, podendo estes ser agrupados
em duas categorias principais: vetores virais®’ e vetores ndo-virais®. Relativamente aos vetores nao-
virais, diferentes abordagens tém sido desenvolvidas, usando métodos fisicos (por exemplo, nanoparti-
culas® ou eletroporacéo®) e quimicos®™ (como lipossomas). Apés a transferéncia do material genético
para dentro das células alvo, este pode induzir silenciamento, down-regulation, modificagdo ou repara-

cédo dos genes-alvo®,

A modificacdo de genes-alvo pode também melhorar a resposta de terapias oncolégicas subse-
guentes, como quimioterapia, imunoterapia ou radioterapia, enquanto que a reparacdo de genes alvo
pode ajudar na prevencao de futura carcinogénese ou complicagdes relacionadas com cancro. As tera-
pias genéticas englobam também a imunomodulacdo das células tumorais ou do sistema imunitario do
organismo® e a manipulagdo do microambiente tumoral®®, de modo reduzir a vasculatura do tumor ou
aumentar a antigenicidade tumoral através de um melhor reconhecimento por parte do sistema imuni-

tario do organismo.

Por sua vez, o conceito de introduzir acidos nucleicos terapéuticos (do inglés, Therapeutic Nu-

cleic Acids - TNAs) em células-alvo, de forma controlada, com o objetivo de bloguear a expressdo de
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genes especificos promotores do desenvolvimento cancerigena (gene silencing) ou restaurar a expressao
de genes supressores de tumores que perderam a sua fungdo ao longo da ontogenia cancerigena, tem
sido extensivamente investigado no &mbito do tratamento do cancro. Atualmente, existe uma amplitude
de estratégias de terapia genética que dependem da capacidade de vectorizacdo de TNAs e/ou de uma
combinagdo de ferramentas usadas em edi¢do genética — que visam corrigir eventos moleculares a nivel
celular contribuidores para o desenvolvimento cancerigena — para as células-alvo pretendidas®. Estas
plataformas incluem ferramentas de edi¢do gendmica, elementos capazes de induzir e modular meca-
nismos enddgenos de RNA de interferéncia (RNAI), e componentes capazes de identificar e destruir
marcadores moleculares aberrantes® %, As ferramentas de edicdo genémica sdo definidas pela capaci-
dade de modificar o genoma de organismos vivos com precisdo, podendo incidir em DNA, usando
ferramentas de edicdo gendémica® como CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic
repeats)®®®®, TALENSs (transcription activator-like effector nucleases)!®, ZFNs (zinc finger nucle-
ases)!®! e meganucleases'®?; ou RNA, usando oligonucleétidos antisense (ASOs)!%, mecanismos de

RNA de interferéncia (RNAI)%, ribozimas e riboswitches!®,

Recentemente, as ferramentas moleculares usadas para modela¢do do genoma e expressao gené-
tica tém sido usadas em diferentes estratégias conceptuais para monitorizagao da progressdo tumoral ou
eliminacdo de células cancerigenas. No entanto, a escolha o uso das diferentes ferramentas ndo é muito
evidente tendo em conta que estas apresentam algumas limitagdes cruciais. A Tabela 1.1 destaca algu-
mas das principais caracteristicas das estratégias mencionadas e menciona algumas das suas aplicacoes
mais recentes, enquanto que a Tabela 1.2 contribui com uma visdo geral acerca do uso atual de algumas
ferramentas de edicdo genética em ensaios clinicos. A maioria das limitacdes podem ser superadas
através do design de formulagdes e estratégias de delivery adequadas. Estas devem ser capazes de trans-
portar elevadas cargas do efetor molecular desejado com alta precisdo a nivel celular, garantindo o
aumento do seu tempo de meia-vida em circulacdo e conferindo prote¢do contra mecanismos de degra-

dacéo enddgenos.

A tecnologia baseada em RNAI tem sido apresentada como uma nova estratégia terapéutica di-
recionada com particular interesse no tratamento do cancro. Certos miRNAs presentes no citoplasma
encontram-se associados ao RISC (RNA-induced silencing complex), assim ativando a degradacgéo de
MRNA ou a repressdo da traducdo do mesmo?®. Os mecanismos de RNAI sdo mediados por dsRNA
usado na regulacdo da expressao genética, visto que tanto os sSiRNA como os miRNA sdo sintetizados
a partir da clivagem de dsRNA pela enzima Dicer. No entanto, apesar da alta especificidade do RNAI,
pode ocorrer a indugdo de efeitos off-target atraves do silenciamento do gene-alvo num tecido diferente
do desejado. Para além disso, a administracao sistémica de terapias baseadas em RNAI (siRNA e ASOs)
apresenta por si s6 algumas barreiras, como a exposicao das moléculas terapéuticas a degradacao por

nucleases ou a eliminagdo por parte do organismo, a ativacdo de uma resposta imunitéaria, a instabilidade
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e baixa disponibilidade de oligonucleétidos livres, e a carga negativa dos mesmos (que afeta pejorati-
vamente a internalizacdo destes por parte das células)!’. De modo a resolver os problemas relativos a

técnica enunciados, a vectorizacdo de siRNA e ASOs para efeitos terapéuticos tem sido desenvolvida.

Os ASOs (tecnologia de DNA antisense, por exemplo) permitem a inibigdo ou down-regulation
da producéo de uma proteina especifica através do uso de moléculas de DNA antisense complementares
a sequéncia-alvo na célula, que hibridam com a sequéncia de mRNA correspondente blogueando a
expressdo do gene-alvo na sua totalidade, seja por sinalizacdo da clivagem da sequéncia de mRNA,
impedimento estérico da traducdo, etc.2%4. A tecnologia de DNA antisense é também uma valiosa ferra-
menta relativamente a regulacdo da expressdo genética, tendo sido usada em combinag¢do com técnicas
de quimioterapia convencional aplicadas ao tratamento do cancro. Atualmente, 0 método de gene silen-

cing mais utilizado engloba o uso de tecnologia de RNAI, mais especificamente de siRNA%,

Particularizando, o gene silencing consiste na diminui¢do da expressao de um gene alvo atraves
da entrega intracelular de TNAs, dependendo geralmente de mecanismos de RNAi (como shRNA,
siRNA e miRNA) para a modulacdo da expresséo genética. A maioria dos alvos de silenciamento estéo
relacionados com oncogenes (por exemplo, c-MYC, KRAS, BCR-ABL, EGFR), devido ao desencadear
de proliferagdo anormal celular associado aoc aumento de expressdo dos mesmos ou ao aumento de
atividade das oncoproteinas resultantes. Outros alvos incluem outros genes relacionados com a sobre-

vivéncia tumoral, como por exemplo, genes indutores de angiogénese®,

Por fim, as abordagens anteriores para o tratamento do cancro, como a integracdo de retrovirus
no genoma do hospedeiro com risco de mutagénese, imunogenicidade contra o virus e/ou tumor e a
resisténcia ao tratamento, tém sofrido um decréscimo significativo com a nova geracéo de vetores virais

e ndo-virais®+109.110

A terapia génica/genética pode assim vir a desempenhar um papel importante na terapia do can-
cro como parte de um tratamento multimodal, em combinagéo com outras formas de terapia oncoldgica,
como a cirurgia, a quimioterapia e a radioterapia. O tipo e modo de terapia genética devera ser deter-
minado com base nos constituintes do genoma de um individuo especifico, juntamente com o0s aspetos
particulares do tumor, genoma e estado imunitario do organismo, de modo a desenvolver um tratamento

multimodal Gnico e 6timo para as necessidades de cada paciente.
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Tabela 1.1 - Descrigdo de ferramentas de terapia genética aplicadas ao tratamento do cancro (adaptado de Ferreira et al, 2020).

Ferramentas de
edicdo genética

Caracteristicas

Vantagens

Limitacdes

Aplicagdo no tra-
tamento do cancro

Ref

CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9 facilita a edicdo gendmica
em multiplex, com a possibilidade de si-
multaneamente deletar ou inserir multiplas
sequéncias de DNA.

CRISPR/Cas9 € rapido de desen-
volver, simples e de menor custo
em comparacdo com outras ferra-
mentas de edigdo genética.

Potencial para edicdo de multiplos
loci em simultaneo.

Elevada frequéncia de integracdo
aleatoria.

Ativacdo de vias de reparacdo de
DNA por non-homologous end
joining (pode levar a microdele-
¢Oes no local DSB).

Modificacdo de cé-
lulas T na terapia do
cancro.

[97,98,111—
113]

ZFNs

Dominios de ligagdo ao DNA reconhecem
sequéncias trinucledtidicas de DNA (se-
guéncias de DNA mais longas podem tam-
bém ser afetadas).

ZFNs podem ser desenhados de
modo a incluir uma variedade de
dominios efetores para reconheci-
mento de virtualmente qualquer se-
quéncia de DNA.

Numerosos efeitos off-target.

Técnica cara e dificil de imple-
mentar.

Aplicac@es clinicas
para além do cancro
(HIV)

[114,115]

TALENSs

A especificidade de targeting de DNA ad-
vém da fusdo de proteinas bacterianas
TALE. TALEN arrays reconhecem ape-
nas um Gnico nucledtido e ndo tem im-
pacto na especificidade de ligag&o.

TALEN engineered nucleases apre-
sentam melhor especificidade e efi-
ciéncia comparando com ZFNs.

A principal limitacdo é a clona-
gem seriada de grandes médulos
e a juncdo eficiente destes modu-
los, de forma definida, usando li-
gases.

Ensaios clinicos —
Neoplasia cervical
intraepitelial; neo-
plasias hematolégi-
cas.

[96,97,115]
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Tabela 1.1 - Descricdo de ferramentas de terapia genética aplicadas ao tratamento do cancro (adaptado de Ferreira et al, 2020) (continuagao).

Ferramentas de
edicdo genética

Caracteristicas

Vantagens

Limitacdes

Aplicagdo no tra-
tamento do cancro

Ref

RNA interferéncia

RNAI é generalmente usado na down-re-
gulation da expressdo genética. Para além
disso, as moléculas efetoras (como siRNA)
podem ser vetorizadas individuamente ou
expressas a partir de plasmideos adequa-
dos.

RNAI usa maquinaria celular, o que
¢ facilitado por moléculas de
SiRNA.

Tempo de meia-vida curtos de-
vido a acdo de RNases.

Baixa estabilidade bioquimica.

Elevado custo.

Silenciamento  de
oncogenes em di-
versos casos de
cancro — uso cli-
nico.

[104,116—
118]

Oligonucleétidos

Antisense

ASOs sdo pequenas moléculas de DNA ou
RNA complementares a0 mMRNA-alvo.

Ligacdo com o alvo resulta na alteracéo do
splicing de mRNA ou na degradagéo de
transcritos-alvo. Pode também levar ao
blogueio da tradugdo dos transcritos-alvo.

Simples de desenhar e vetorizar
para dentro de células.

Obstéaculos na delivery in vivo
(imunogénico) que pode causar
efeitos secundarios.

Tempo de meia-vida curtos de-
vido a acdo de RNases.

Aplicac@es clinicas
para além do cancro
(por exemplo, talas-
semia).

[104,108,119,
120]

Meganucleases

A tecnologia baseada em meganucleases
envolve re-engineering da especificidade
de ligagdo da DNA que ocorre natural-
mente na familia das homing endonu-
cleases.

As meganucleases sdo a classe mais
pequena de engineered nucleases,
tornando-as recetivas a todos os
métodos padrdo de gene delivery
visto que produzem menos efeitos
off-target.

As meganucleases sdo de dificil
construcdo, consumindo bastante
tempo e com elevado custo.

N&o existe mengéo
em aplicacdes clini-
cas.

[102,115]
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Tabela 1.2 - Visdo geral de ferramentas de edicdo genética presentes em ensaios clinicos

(adaptado de Ferreira et al, 2020).

Referéncia dos

Condic¢ao/ Tipo de
Plataforma Alvo Vectorizacdo  Ensaios Clinicos
Doenca Células (Fase)
. NCT01252641
T (CD4+) Adenovirus
xnn
Infecdo por HIV- NCT02225665
CCR5 T CD4/CD8 mRNA
1 (/my
HSPC
mRNA NCT02500849 (1)
(CD34+)
ZFN
LesBes pré-cance-
rigenas do cérvix o
) ] HPV16/18 E7  Epitelial DNA NCT02800369 (1)
induzidas por
HPV
o Gene do Fator .
Hemofilia B % Hepatdcitos AAV NCT02695160 (1)
Relapsed/refrac- .
CD52, TRAC CART Lentivirus NCT02808442 (1)
tory B-ALL
TALEN Cancro do colo do
] . HPV16/18 o .
Gtero associado ao E6/E7 Epitelial Plasmideo NCT03226470 (I)
HPV
TALENS
acoplados a Cancro do colo do HPV16/18
Utero associado ao E6/E7 Epitelial Plasmideo NCT03057912 (1)
CRISPR/ HPV
Cas9

AAV: adeno-associated virus; AML: acute myeloid leukemia; BCL11A: mouse B cell lymphoma factor

11A; CAR T: Chimeric Antigen Receptor T; CCR5: chemokine receptor 5; CRISPR: clustered regularly inters-

paced short palindromic repeat; HPV: Human papillomavirus; HSPCs: hematopoietic stem/progenitor cells;

PDCD1: programed cell death 1; TALEN: transcription activator-like effector nuclease; TRAC: T cell receptor

alpha chain; ZFN: zinc-finger nuclease.



Tabela 1.2 - Visao geral de ferramentas de edicdo genética presentes em ensaios clinicos

(adaptado de Ferreira et al, 2020) (continuacéo).

Referéncia dos

Condicao/ Tipo de
Plataforma Alvo Vectorizagdo  Ensaios Clinicos
Doenca Células (Fase)
AML CD123, TRAC CART mRNA NCT03190278 (1)
Diversos tipos de NCT02793856 (1)
PDCD1 T DNA
cancro NCT03081715 (1)
Lentivirus, NCT03166878
Relapsed/refrac- TRAC, B2M CART . il
eletroporagéo (171
tory CD19+ leu-
kemia CD19e CD20 L,
CRISPR/ CART Lentivirus, NCT03398967
and lymphoma ou x
eletroporagao  (I/11)
Cas9 CD22, TRAC pora
Leucemia e lin-
] CD7,CD28 CART - NCT03690011 (1)
foma de células T
. HSPC NCTO03655678
B-talassemia BCL11A -
(CD34+) (/1)
Anemia falci- HSPC NCTO03745287
BCL11A -
forme (CD34+) (/my

AAV: adeno-associated virus; AML: acute myeloid leukaemia; BCL11A: mouse B cell lymphoma factor
11A; CAR T: Chimeric Antigen Receptor T; CCR5: chemokine receptor 5; CRISPR: clustered regularly inter-
spaced short palindromic repeat; HPV: Human papillomavirus; HSPCs: hematopoietic stem/progenitor cells;

PDCD1: programmed cell death 1; TALEN: transcription activator-like effector nuclease; TRAC: T cell re-

ceptor alpha chain; ZFN: zinc-finger nuclease.
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1.1.3.2. Terapia Combinatdria no Tratamento de Cancro

O aumento da eficiéncia de terapéuticas contra o cancro pode passar pela combinacédo de dife-
rentes terapias de modo a maximizar o efeito anticancerigeno pretendido, através da identificacdo de
multiplas peculiaridades que conferem vulnerabilidade as células cancerigenas em contraste com cé-
lulas normais, do desenvolvimento de tratamentos direcionados especificamente a cada uma das vul-
nerabilidades definidas e da combinacdo de diferentes métodos de tratamento 6timos para o trata-

mento do cancro num paciente individual*?.

A combinacdo de farmacos anticancerigenos melhora a eficacia de tratamento comparando
com abordagens mono-terapéuticas'??, pois afeta vias metabélicas chave nas células tumorais de
forma sinergistica. Esta abordagem pode reduzir potencialmente a resisténcia de células cancerigenas
a farmacos, proporcionando simultaneamente beneficios anticancerigenos, como a reducéo do cres-
cimento tumoral e do potencial de metastizagdo, efeito citostatico nas células tumorais e indugéo de

apoptose.

O futuro do tratamento oncoldgico passa assim pelo estudo da biologia molecular oncoldgica
e de biomarcadores oncologicos, e pelo aumento da precisao e personalizacdo das terapias. A nano-
medicina é uma area cujo desenvolvimento e investigacdo apresenta cada vez mais solucfes para 0s

desafios referidos.
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1.2. Nanomedicina e Cancro

Os limites intrinsecos das terapias convencionais usadas no tratamento oncol6gico tém vindo
a promover o desenvolvimento e aplicacdo de novas estratégias mais eficientes e seguras para o
mesmo efeito, entre as quais o0 uso de nanotecnologia e a nanomedicina tém particular destaque. Ape-
sar do consideravel sucesso alcangado nesta area, a sua implementacao apresenta alguns obstaculos
gue advém da complexidade e heterogeneidade da biologia tumoral, de um entendimento incompleto
das interacdes bio-nano e dos desafios relacionados com a producdo, controlos, translacdo para a

clinica e comercializagdo'?,

O interesse cada vez maior em aplicar nanotecnologia no tratamento e diagnostico do cancro
pode ser justificado pelas caracteristicas particulares de alguns dos nanomateriais?®, sendo algumas

destas propriedades e aplicagdes enumeradas de seguida:

e Capacidade de melhoria do indice terapéutico de certos farmacos, aumentando a eficacia
e/ou diminuindo a toxicidade dos mesmaos, e de certas propriedades farmacéuticas (como
a estabilidade, solubilidade, tempo de circulagdo e acumulagdo no tumor) de moléculas
terapéuticas.

e Vectorizagdo de farmacos de forma especifica para diferentes tecidos, células ou organe-
los.

e Libertacdo continua ou desencadeada por estimulacéo de agentes terapéuticos.

e Facilita a entrega de macromoléculas biolégicas (por exemplo, DNA, siRNA, mRNA e
proteinas) em locais de acéo intracelulares.

e Permite a co-entrega de multiplos agentes terapéuticos de modo a melhorar a eficiéncia
da terapia e superar a resisténcia de células cancerigenas a farmacos.

e Maior sensibilidade no diagnéstico de cancro e técnicas de imagem.

e Combinacdo de acdo terapéutica com técnicas de imagem.

e Propriedades terapéuticas inerentes de alguns nanomateriais ap0s estimulacao.

O uso de nanoparticulas como vetor na entrega de farmacos, ferramenta de diagnostico e de
imagem e no desenvolvimento de vacinas sintéticas e aparelhos médicos em miniatura remete para o
potencial da nanotecnologia no tratamento oncolégico, sendo que varias plataformas terapéuticas ba-
seadas em nanoparticulas (NP) tém sido aprovadas para o tratamento do cancro, estando a sua apli-

cagdo como aparelho de diagndstico e em abordagens como a quimioterapia, hipertermia, terapia de
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radiacdo, terapia genética e imunoterapia em rapida evolucdo. Consequentemente, um dos principais
interesses relativamente as abordagens referidas é a possibilidade de combinagéo de diferentes modos
terapéuticos com a capacidade de visualizacdo em tempo real da distribuicdo e acumulacdo das NPs
no local alvo do organismo, 0 que por sua vez pode ser acoplado a possivel dete¢do de biomarcadores
criticos da doenca e levar a uma melhor compreensdo do estado da mesma. Desta forma, a nanotec-
nologia permitiu o desenvolvimento de técnicas de (nano)teragnostico, proporcionando terapia e di-

agndstico numa Unica plataforma®?3,

A maioria das NPs terapéuticas usadas no tratamento de tumores sélidos sdo administradas
sistemicamente, havendo uma acumulacdo destas no tumor via efeito EPR (enhanced permeability
and retention)!?* — targeting passivo — que é geralmente associado um vazamento relacionado com a
formacé&o rapida de vasculatura tumoral defeituosa por necessidade de nutrientes por parte das células
tumorais, 0 que permite a passagem das NPs para o espaco intersticial tumoral, e a uma drenagem
linfatica pouco eficaz que resulta na retencdo das NPs no tecido. A entrega passiva de NPs em tumores
toma assim partido das alterac@es patofisioldgicas na dinamica de fluidos e solutos no organismo de
modo a haver um direcionamento e acumulagéo preferencial de NPs para o local em questdo. As NPs
podem também ser desenhadas de modo a que estas fagam um targeting seletivo de células e tecidos
especificos'® — targeting ativo - através da incorporagdo de biomoléculas especificas (como anticor-
pos, pequenas moléculas, péptidos, etc.) que sdo reconhecidos pelas células-alvo, melhorando assim

o direcionamento, seletividade e internalizacao das NPs e de agentes terapéuticos associados.

No entanto, varios processos bioldgicos podem influenciar a entrega sistémica das NPs'?, tal
como a interagdo entre proteinas e NPs, a circulagdo sanguinea das mesmas, a extravasagdo de NPs
para 0 microambiente tumoral perivascular e a interacdo com este Gltimo, a penetragdo das NPs no
tecido tumoral e a internalizacdo das mesmas por parte das células tumorais. Por sua vez, as proprie-
dades das NPs (como o seu tamanho, geometria, caracteristicas da superficie, elasticidade, rigidez,
porosidade, composi¢éo e funcionalizagdo) podem influenciar os processos bioldgicos referidos, de-

terminando assim o direcionamento, retencdo e acdo terapéutica das NPs.

As plataformas nanotecnoldgicas permitem também o targeting de varios marcadores tumoral
ao mesmo tempo, assim como a entrega de uma ampla gama de agentes terapéuticos de forma simul-
tanea, o que pode resultar numa abordagem sinergistica capaz de lidar com a heterogeneidade tumoral

e com a resisténcia demostrada por parte das células tumorais e cancerigenas!?1%,
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Interacdo Proteina-NP

Quando uma NP entra num ambiente bioldgico a sua superficie é rapidamente coberta por va-
rias biomoléculas, levando tipicamente 4 formagdo de uma “coroa” proteica'?®. A adsorc¢do de prote-
inas a superficie das NP altera o tamanho, estabilidade e propriedades da mesma, atribuindo simulta-
neamente uma identidade biol6gica que determina a resposta fisioldgica associada - seja a nivel da
internalizacdo celular das NPs, do trafego intracelular, farmacocinética, biodistribuicéo, toxicidade,
eliminacdo por parte do organismo, etc. Enquanto que NPs funcionalizadas com certos ligandos po-
dem perder a sua capacidade de targeting aguando da formagao da “coroa” proteica, certas proteinas
do plasma associadas a este processo podem melhorar a entrega de NPs em 6rgdos especificos. No
entanto, em ambientes clinicos, a interagdo entre NPs e proteinas pode também despoletar reacGes de

hipersensibilidade em pacientes ao ativar o sistema de complemento.

Circulagdo Sanguinea

O tempo de meia-vida das NPs em circulagdo na corrente sanguinea esta relacionado com a
eficacia de entrega das NPs — seja esta ativa ou passiva — com particular influéncia na extravasacdo
passiva para 0 microambiente tumoral, que também sofre influéncia da eficiéncia de extravasacdo, da
intensidade do fluxo sanguineo na zona referente e na capacidade de perfusdo dos tecidos!?’. Para
além da filtragem do sangue, um dos principais fatores limitantes do tempo de circulacdo das NPs é
a interagdo inespecifica entre estas e as proteinas do soro, 0 que pode promover opsonizag&o e reco-
nhecimento por parte do sistema reticuloendotelial’?®. Técnicas usadas no ambito de prolongar o
tempo de meia-vida de circulacdo de NPs incluem a funcionalizacdo das mesmas com moléculas
estabilizadoras (como por exemplo o polietilenoglicol — PEG - que ajuda a reduzir a adsorcdo de
proteinas a partir da neutralizag&o a carga da superficie das NPs, hidrofilicidade e repulsdo estérica),
a modulacdo da rigidez e elasticidade das particulas ou a camuflagem de NPs com marcadores biol6-

gicos presentes em células normais de modo a prevenir a ativagao do sistema reticuloendotelial.

Extravasagdo para o Microambiente Tumoral

A extravasacdo de NPs que se encontram em circulagdo sistémica para o tecido tumoral pode
ser influenciada pela vasculatura tumoral aberrante, pelo microambiente tumoral perivascular e pelas
proprias NPs'?’. No entanto, outros fatores como o tempo de meia-vida de circulagéo das NPs, o tipo
de funcionalizagdo das mesmas, a variabilidade da viscosidade do sangue e da pressdo oncotica em

varios segmentos da vasculatura do microambiente tumoral também séo relevantes no movimento
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das NPs em relacdo ao espaco intersticial tumoral. Para além disso, as propriedades fisico-quimicas
das NPs influenciam néo s6 a extravasacdo das NPs como a acumulagdo das mesmas no tecido alvo,

gue por sua vez também sofrem impacto da heterogeneidade tumoral.

Penetracéo no Tecido Tumoral

Apesar do foco na extravasacdo e acumulagdo no processo de entrega das NPs, a penetracdo
uniforme das mesmas no tecido tumoral pode ser crucial na otimizagdo dos resultados?’1%, Esta
entrega pode ser auxiliada através da funcionalizagdo das NPs com diferentes macromoléculas (por
exemplo, dextranos e anticorpos), cujo tamanho e afinidade de ligacdo afeta a penetracéo tumoral e a
cinética de difusdo das NPs no tecido. A funcionalizacdo referida pode melhorar a internalizagdo de
NPs por parte das células-alvo, no entanto, pode também reduzir a profundidade que estas alcangam

no tumor.

Desafios na difusdo das NPs para regides mais interiores do tumor incluem barreiras fisiolégi-
cas intrinsecas ao microambiente tumoral, tais como uma densa matriz de intersticial e uma pressao
de fluido intersticial elevada. A internalizacdo inespecifica de NPs por parte de células do estroma
podem contribuir para a limitacdo da difusdo das plataformas nanoterapias. A afinacdo das proprie-
dades fisico-quimicas das NPs pode apresentar uma solucéo vidvel de forma a ultrapassar as barreiras
mencionadas. No entanto, enquanto NPs mais pequenas conseguem difundir com mais facilidade
através do tecido tumoral, particulas com um tamanho diminuto podem ser rapidamente eliminadas

por filtracdo renal, por exemplo.

Targeting do Microambiente Tumoral

Tendo em conta o importante papel do microambiente tumoral no desenvolvimento, progressao
e metéastase de tumores, assim como na aquisicdo de resisténcia a farmacos por parte das células
tumorais, este tem sido considerado um alvo relevante no tratamento do cancro. Assim sindo, mo-
dificacOes feitas no mesmo oferecem uma estratégia alternativa para o melhoramento da acumulacédo
e penetracao tumoral por parte das NPs. Quando comparado com células cancerigenas, o targeting de
células ndo-tumorais que se encontram no microambiente tumoral (como células do estroma ou da
vasculatura tumoral) apresenta particular interesse, visto que estas sdo provavelmente mais estaveis
a nivel genético e, como tal, menos suscetiveis ao desenvolvimento de resisténcia a farmacos, sendo
que o equilibrio entre o alcance de um efeito terapéutico acompanhado de um minimizar de toxicidade

para células normais é de particular importancia.
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Para além do foco no microambiente tumoral do tumor primario, o direcionamento de terapias
para as condi¢cGes ambientais necessarias a sobrevivéncia e proliferacdo de células relacionadas com
0 processo de metastase tem oferecido uma nova abordagem de tratamento, visto que uma possivel

interferéncia nas mesmas pode ser particularmente benéfica num aspeto preventivo.

Internalizacao Celular e Tréafego Intracelular

Uma eficiente internalizacdo celular tem também um papel importante na melhoria da retencéo
das NPs por parte das células, do efeito EPR e da eficécia terapéutica do tratamento, tendo em conta
gue muitas nanoterapias requerem uma entrega intracelular de modo a apresentar atividade. Uma das
abordagens utilizadas consiste na funcionalizacdo de NPs com ligandos que reconhecem recetores
especificos na superficie das células-alvo — targeting ativo. O tipo de abordagem mencionada tem
particular importancia quando a acumulacéo de NPs ndo depende do efeito EPR, como em casos de
targeting vascular ou quando a entrega de agentes terapéuticos necessita de transcitose ativa de bar-

reiras fisiologicas (como a barreira hematoencefalica, por exemplo)25127,

Posteriormente a internalizacdo, as NPs necessitam de libertar as suas cargas terapéuticas para
difusdo destas ao longo dos compartimentos celulares até atingirem o(s) seu(s) alvo(s) ou de ser di-
recionadas atraves das vias de trafego intracelular de modo a atuar na localizag¢&o subcelular apropri-
ada'?®. Para entrega citosolica de certas biomacromoléculas, como ASOs ou siRNA, o escape endos-
somal e o desenvolvimento de estratégias que aumentem da sua eficiéncia é crucial®*°. Atualmente,
diferentes mecanismos de realizacdo do escape endossomal tém sido propostos, tais como a formacao
de poros na membrana do endossoma, o efeito de “esponja de protdes”, fusdo membranar entre o
endossoma e NPs lipidicas e a disrupcdo fotoquimica da membrana endossomal. O uso de varios

agentes bioldgicos e quimicos de modo a facilitar o escape endossomal tém também sido investigado.

Libertacio Controlada de Agentes Terapéuticos

Algo igualmente importante de ter em conta remete para possivel libertacdo gradual de carga
terapéutica durante a circulacéo associada as NPs administradas de forma sistémica’®. Com isto, par-
ticulas com longos tempos de circulacdo e baixos niveis de extravasagdo para o tecido tumoral podem
apresentar relativamente pouca carga aquando da altura de chegada ao microambiente tumoral. Assim
sendo, de modo a otimizar os resultados, o design de plataformas nanoterapéuticas requer um pro-

fundo entendimento de diversos pardmetros e da interconexdo entre 0s mesmos, tais como a
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farmacocinética das NPs e dos agentes terapéuticos, a relacdo entre a concentracdo de NPs e agentes
associados ou separados e a diferenca existente dos parametros anteriores no plasma e no tecido tu-

moral.

Com a finalidade de controlar de forma precisa a libertagdo de agentes terapéuticos, diversas
plataformas nanoterapéuticas responsivas a estimulos tém sido desenvolvidas. De forma geral, estas
NPs séo desenhadas de modo a reconhecer mudancas discretas associadas ao microambiente tumoral
e as células tumorais (como varia¢des no pH, no estado redox ou reacdo com enzimas especificas do
meio) ou de modo a sofrer ativagdo por estimulos externos (como calor, luz, campo magnético ou

ultrassons), para induzir a libertacdo das suas cargas terapéuticas.
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1.2.1. Plataformas Nanotecnoldgicas e Terapia Genética

Nos ultimos anos, varias plataformas nanotecnoldgicas tém sido elaboradas e empregues no
desenvolvimento de novas terapias aplicaveis ao tratamento do cancro. Estas plataformas tém por
base compostos organicos e/ou inorganicos, lipidos, proteinas e polimeros sintéticos, e incluem lipos-
somas, micelas, dendrimeros e NPs metalicas e poliméricas, que por sua vez podem ser sintetizadas
numa multitude de composic¢BGes quimicas e apresentar uma ampla gama de propriedades fisicas ca-

racteristicas (Tabela 1.3)81%2134,

Dos diferentes tipos de plataformas mencionados, os lipossomas foram a primeira classe de
NPs terapéuticas a obter aprovacdo clinica para uso no tratamento do cancro. Juntamente com outras
NPs de base lipidica, estas plataformas representam uma grande por¢do das NPs terapéuticas aplica-
das a nivel clinico, sendo que o encapsulamento de farmacos neste tipo de NPs tem contribuido para
uma ampla melhoria na farmacocinética e na biodistribuicdo dos mesmos. NPs de albumina associa-
das a paclitaxel foram também posteriormente comercializadas, visto que estas plataformas permitem
a formulagéo de farmacos hidrofébicos mitigando simultaneamente o uso de excipientes toxicos, o
que resulta potencialmente num farmaco mais bem tolerado em doses mais elevadas e com uma ad-
ministragdo mais rapido, permitindo assim uma maior concentragdo de fa&rmaco no organismo. Outras
plataformas nanotecnol6gicas como micelas e NPs poliméricas e NPs inorganicas (como NPs de ouro,
SPIONSs, grafeno, Quantum Dots, etc.) tém sido investigadas com particular interesse no tratamento
do cancro. Devido a sua origem enddgena, 0s exossomas tém também sido propostos como vetores
capazes de carregar cargas anticancerigenas de forma direcionada para os tumores. O uso de NPs
virais (por exemplo, AAV e lentivirus) como vetores de entrega de agentes terapéuticos (principal-
mente de ASOs ou siRNA para efeitos de terapia genética) tem também sido cada vez mais facilitado

atraveés do aprimoramento de técnicas de engenharia genética e quimica.

A é&rea da nanotecnologia tem visto varios avangos em anos recentes, tanto em relagdo ao de-
senvolvimento de novos materiais como na sua aplicacdo num nimero crescente de areas, sendo a
terapia genética uma area de particular interesse no tratamento de diversas doencas!®. Atualmente,
vetores virais demonstram ser sistemas atrativos para aplicaces de terapia genética, visto que apre-
sentam uma elevada eficiéncia de transfecdo que de momento dificilmente é igualada por vetores nao-
virais. No entanto, apesar da vantagem mencionada, os vetores virais podem frequentemente ativar e
provocar uma reagdo por parte do sistema imunitario do organismo, o que por sua vez pode reduzir a
eficiéncia de gene delivery subsequente. A utilizacdo de vetores ndo-virais em terapia genética oferece
a hipdtese de evitar uma resposta por parte do sistema imunitario, com a vantagem de potencialmente

permitir o transporte de maiores cargas terapéuticas. A mitigacdo das desvantagens atuais no uso de
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vetores ndo-virais estd associada ao avanco na area dos nanomateriais, que tem proporcionando um

aumento da eficiéncia de transfe¢do e a navegacao através de multiplas barreiras bioldgicas por parte
das NPs em questao.

Diferentes tipos de nanomateriais tém sido desenvolvidos como potenciais vetores ndo-virais
para terapia genética (Tabela 1.3) sendo de seguida destacados alguns deles, nomeadamente, as for-

mulac@es lipossomais e as nanoparticulas de ouro (AuNPS).
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Tabela 1.3 - Tipos de nanoparticulas (NPs) usadas como nanocarriers na terapia do cancro e em terapia genética (adaptado de Ferreira et al,2020).

Tipos de NPs

Caracteristicas

Aplicacbes

Limitacdes

Exemplos

Terapia Genética

Refs

Dendrimeros

Pequenas (1-15 nm) NPs po-
liméricas ramificadas.

Alta solubilidade em &agua e
alta capacidade de carrega-
mento com agentes terapéu-

Targeting de células can-
cerigenas e tecidos danifi-
cados.

Sintese demorada; alguns
desafios relativos a toxici-
dade na incorporagéo e li-
bertacdo de farmacos.

Dendrimeros PAMAM usados
em sistemas de entrega de far-
macos.

Dendrimeros ricos em
acido borénico usados
como vetores para

CRISPR/Cas9.

136-139

Lipossomas

ticos.
Nanoestruturas  compostas
por moléculas anfipaticas

(normalmente, lipidos) com
boa biocompatibilidade e

uptake celular.

Delivery de cargas hidrofi-
licas ou hidrofobicas de-
pendendo da constituicdo
lipidica.

Baixa estabilidade, degra-
dacédo répida e clearance
por parte do organismo.

Possivel desencadea-
mento de oxidacdo lipica

(longo prazo)

Doxorrubicina incorporada
numa formula¢do lipossomal
sensivel a temperatura - Ther-
moDox® (Celsion) — em fase
Il de ensaios clinicos para o
tratamento de carcinoma hepa-

tocelular primario.

Sistemas lipidicos para de-
livery de siRNA.

139-142

NPs

poliméricas

Podem ser naturais (protei-
nas e polipéptidos) ou sinté-
ticas.

Biocompatibilidade e biode-
gradabilidade.

Libertacdo controlada de
farmacos, protecdo de mo-
léculas terapéuticas e tar-
geting especifico.

Baixa eficiéncia de trans-
fecdo e alguma citotoxici-
dade.

A polietilenoimina (PEI) é a
mais usada em complexos idni-
cos nanosized (poliplexos).

Delivery de DNA plasmi-
deo (CRISPR/Cas9) em
PLGA.

143-145
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Tabela 1.3 - Tipos de nanoparticulas (NPs) usadas como nanocarriers na terapia do cancro e em terapia genética (adaptado de Ferreira et al,2020) (continuag&o).

Tipos de
EIP Caracteristicas Aplicacbes Limitacgdes Exemplos Terapia Genética Refs
S
Carbon dots, grafeno, 6xi-
NPs de 08 ¢ nanGIDes e carbono. Aplicagaies em técnicas de Sistemas de drug delivery res- D¢/IVery € tracking in-
(CNT). imagem e entrega de far- Citotoxicidade. . i 146-148
. tracellular de siRNA
carbono ponsivos a estimulos.
Propriedades Gticas e meca- Macos.
nicas Unicas.
Quantum Dots sdo nano- o Os Quantum Dots podem atuar como N&o existem relatos
i ) o Elevada toxicidade de- . . o -
Quantum  sondas luminescentes que Usados em imagem médica, | ) foto-sensibilizadores, produzindo es- de aplicagdes clini-
) ] ) vido ao CdSe (nicleo . ) o ) 149,150
Dots apresentam alta fotoestabi- detecdo e targeting. . pécies reativas de oxigénio (ROS) cas nesta area.
] metélico das NPs) o
lidade. apos irradiagéo com luz.
) . Principalmente usadas para . . Lo AuUNPs podem ser usadas como Delivery de
NPs de nucleo metalico L ] Citotoxicidade, biodis- o ] ]
. . aplicacBes de labelling; pode . _ agentes fototérmicos em hipertermia CRISPR/Cas9
AuNPs com propriedades oticas e tribuicdo e tempo de i o . 151-154
" oL ser usada como ferramenta R e como nanocarriers para silencia- com/sem  estimulo
fisico-quimicas Unicas. . retencéo das NPs. .
de teragndstico. mento génico. externo.
Ferucarbotran (Resovist®) — nano-
NPs particulas superparamagnéticas de CRISPR/Cas9-PE|-
Atuam com acdo de um Citotoxicidade do nu- oxido de ferro (SPIONs) clinica- MNP 155157

magnéticas

(MNP)

» Imagem médica.
campo magnético externo.

cleo de ferro.

mente aprovadas cobertas com car-
boxidextrano para melhoria do con-
traste de MRI no figado.
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1.2.1.1. Formulag@es Lipossomais

As formulagdes lipossomais tém sido dos sistemas de delivery mais populares, sendo em-
pregues na melhoria da eficiéncia de entrega de agentes terapéuticos devido ao seu elevado grau
de biocompatibilidade. A capacidade que os lipossomas apresentam de entregar diversos tipos de
cargas, como farmacos usados em quimioterapia, oligonucleétidos (ASOs e siRNA), antigénios
e proteinas, tem contribuido para o sucesso dos mesmos como métodos entrega de agentes tera-

péuticos®®,

Os lipossomas sdo definidos como vesiculas unilamelares ou multilamelares de diferentes
tamanhos (como, GUVs - giant unilamellar vesicles; MLVs - multilamellar vesicles; SUVs -
small unilamellar vesicles e LUVs - large unilamellar vesicles), compostos primariamente por
fosfolipidos — fosfatidilcolina (PC), esfingomielina (SM), fosfatidilserina (PS) e fosfatidiletano-
lamina (PE) — que sdo moléculas anfipaticas que, quando expostas a agua, formam uma bicamada
fosfolipidica que envolve uma fase interior aquosa’®. A superficie dos lipossomas pode ser co-
berta com certas moléculas, como PEG ou alguns agucares, de modo a evitar a detegdo e elimi-
nacao destes por parte do sistema reticuloendotelial e a aumentar o tempo de meia-vida de circu-
lagdo dos mesmos. A funcionalizacdo com PEG proporciona também um linker para a ancoragem
de diferentes ligandos, como por exemplo, agentes responsaveis por targeting especifico e dire-
cionado para certos recetores nas superficies das células-alvo, como alguns péptidos, anticorpos

monoclonais, aptdmeros e certos compostos quimicost®®1%9,

As formulagdes lipossomais oferecem vérias vantagens como sistemas de entrega de
TNAs, nomeadamente, a sua capacidade de prevenir a degradacdo da carga terapéutica, ocorrer
acumulacéo preferencial no tecido tumoral (targeting passivo) e entrega de elevadas concentra-
cOes de carga, direcionar especificamente TNAs para as células tumorais e para 0 microambiente
tumoral (targeting ativo) e fornecer plataformas seguras e eficientes dependendo do conteido
lipidico das formulagdes!®. Com isto, as formulacdes lipossomais tém demonstrado elevada efi-
ciéncia na manutencgdo de altas concentragfes de farmacos com reduzida biodisponibilidade, no
entanto, para uma entrega bem sucedida de TNAs atraves de sistemas de base lipidica, é neces-
sério haver a otimizacdo da composicdao lipidica das formulagdes, do racio entre lipido e agente
terapéutico, do tamanho e carga das particulas, das modificacOes e caracteristicas da superficie e

da eficiéncia do encapsulamento da carga e da producdo dos mesmos!®L.

Tradicionalmente, os lipossomas catidnicos tém sido os mais usados como sistemas de en-
trega de oligonucledtidos (SiRNA, ASOs, etc.), sendo os lipidos constituintes, como o0 DOTAP

(1,2-dioleoil-3-trimetilaménio-propano), capazes de originar complexos com o oligonucleétido
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negativamente carregado a partir de interagdes eletrostaticas — lipoplexos!®>16, Estes lipoplexos
sdo capazes de interagir facilmente com a superficie extracelular da membrana celular negativa-
mente carregada, o que promove a internalizacdo das NPs e a consequente entrega da carga tera-
péutica a nivel celular, no entanto, a interacao facilitada pode levar a diminuicéo de especificidade
e seletividade na entrega de TNAs, maior interacdo entre NPs e proteinas do soro ou até a esti-
mulacdo de uma resposta imunitaria. Um dos principais problemas remetentes ao uso de liposso-
mas cationicos reside também na toxicidade dos mesmos apds administracdo sistémica, estando
estes associados a inducdo de ROS por exemplo. Assim sendo, é necessario o estudo mais apro-
fundado e a sele¢do mais cuidada dos lipidos e estratégias a implementar na sintese de formula-
cOes.

Para ultrapassar alguns dos problemas associados a carriers carregados, incluindo liposso-
mas cationicos e carriers negativamente carregados, lipidos neutros como DOPC (Dioleoil fos-
fatidilcolina), DPPC (Dipalmitoilfosfatidilcolina) e DSPC (1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfoco-
lina) tém sido usados na preparacao de formulacdes lipossomais, sendo que a maioria dos lipos-
somas aplicados a gene delivery sdo compostos por uma combinagdo de lipidos carregados e li-
pidos neutros*>161, As desvantagens enunciadas tém também levado ao estudo de outras alterna-
tivas, como o uso de lipossomas aniénicos como potenciais veiculos para gene delivery'®, No
entanto, o uso de lipidos anidnicos para tal efeito ndo tem demonstrado alta eficécia, principal-
mente por estes apresentarem uma baixa eficiéncia de encapsulamento de TNAs devido as forcas
de repulsdo existentes entre a cadeia de fosfato dos oligonucledtidos e as cabegas anidnicas dos
lipidos. De modo a facilitar o processo de formacao de lipoplexos anionicos, catides divalentes
tém sido aplicados na mitigacdo das forgas de repulsdo eletrostatica mencionadas com o intuito

de possibilitar o encapsulamento de TNAs.

Plataformas nanotecnoldgicas com uma base lipidica s6lida tém também sido desenvolvi-
das para a entrega sistémica de oligonucle6tidos, como SNALPs (stable nucleic acid-lipid parti-
cles) e SLNs (solid lipid nanoparticles)!®*, Os SNALPs consistem numa bicamada lipidica
contendo uma mistura de lipidos cationicos e fusogénicos que permitem o uptake e a libertacdo
endossomal de TNAS, com particular sucesso na entrega de siRNA. As SLNs sdo compostas por
moléculas como éster de colesterol, triglicéridos, colesterol, DOPE (Dioleoil fosfatidiletanola-
mina), etc. Estes carriers possibilitam um silenciamento génico direcionado eficiente e uma
maior estabilidade no soro com reduzida citotoxicidade, apesar de este obstaculo continuar a apre-

sentar uma elevada importancia.
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Outro tipo de formulagbes como particulas lipoides e conjugados lipofilicos de sSiRNA tém
sido desenvolvidos para uma entrega especifica e mais eficiente de TNAs, com foco principal em
SIRNA62163,

Apesar das imensas vantagens associadas a grande parte dos tipos de formula¢des enume-
rados, certos desafios comuns como a toxicidade dos lipossomas ou a falta de estabilidade destes
em arrecadacao (seja por agregacao dos mesmos, vazamento do agente terapéutico, etc.) precisam

ainda de ser solucionados®.

1.2.1.2. Nanoparticulas de Ouro

Nanoparticulas metalicas como NPs de 6xido de ferro (IONs), NPs de ¢xido de ferro su-
perparamagneticas (SPIONs), NPs de prata (AgNPs) e NPs de ouro (AuNPs) tém sido bastante
usadas em multiplas aplicacdes biomédicas devido as suas propriedades fisico-quimicas, que sao
fortemente dependentes do tamanho, morfologia, &rea de superficie, caracter anfipatico e biocom-
patibilidade. Grande parte destas NPs sdo normalmente sintetizadas a partir de procedimentos
relativamente simples, e podem ser facilmente funcionalizadas com uma ampla variedade de bi-
omoléculas (como, &cidos nucleicos, proteinas, farmacos, etc.) de modo a apresentarem atividade

bioldgica®®164165,

Nanoparticulas magnéticas (MNPs) tém sido especialmente usadas como agentes de con-
traste com o objetivo de melhorar a resolucdo e acuracia de técnicas de MRI, melhoria esta que
advém da capacidade de, ap0s exposi¢do a um campo magnético externo, as MNPs exibirem
tempos de relaxamento distintos que contribuem para a discriminacdo das imagens obtidas de-
pendendo dos tecidos envolventes. Adicionalmente, MNPs tém também sido usadas como nano-
carriers, visto que o uso de um campo magnético pode resultar numa acumulacao preferencial
das NPs num local desejado do organismo. Ao aplicar campos magnéticos alternados, as MNPs
podem atuar como “conversores de calor”, contribuindo para estratégias dependentes de hiperter-
mia moderada, cuja aplicacdo tem demonstrado melhorias na eficiéncia de gene delivery em com-

partimentos celulares, melhorando assim os efeitos de silenciamento génico consequentes®®-169,

De entre os diferentes tipos de NPs metalicas, as AuNPs tém mostrado promessa na sua
aplicacdo em terapia genética, o que advém da sua capacidade como carriers especificos e efici-
entes para entrega de TNAS, o que é potenciado pela possibilidade de uma entrega combinatoria
de TNAs com por exemplo, farmacos ou anticorpos, e pela sua facilidade de sintese e funciona-

lizagdo com diferentes moléculas, promovendo a possibilidade de terapia sinergistica e
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combinadal’. A biocompatibilidade e as propriedades fisico-quimicas das AuNPs, com destaque
as suas propriedades 6ticas derivadas do efeito localizado de SPR, contribuem fortemente para o
uso das mesmas como sistemas de teragnostico em cancro, sendo utilizadas atualmente em testes

colorimétricos e terapias fototérmicas (PTT) para o tratamento do cancro, por exemplo®.

Dependendo dos procedimentos e condi¢bes usados na sintese de AuNPs, estas podem
apresentar varias morfologias e, consequentemente, diferentes caracteristicas. Dentro dos dife-
rentes tipos de AuNPs descritos, existem nanospheres (AuNSs), nanorods (AuNRs), nanoshells
(AuNShs), nanocages (AuNCgs), nanostars(AuNSts), nanoboxes (AuNbs), nanocubes (AuN-
Cus), nanoclusters (AuNCIs), nanocrystals (AuNCrs) e triangular bipiramids (AuBps)®+7°,

As AuNSs tém sido descritas como vetores adequados para terapia genética, o que advém
da sua fécil sintetizacdo e funcionalizagdo, da elevada razdo entre area de superficie e volume das
NPs, da alta eficiéncia de internalizacdo por parte de células-alvo e escape endossomal e da sua
usual baixa citotoxicidade e alta biocompatibilidade®1%, Consequente de algumas propriedades
das NPs, como a carga de superficie e polaridade das mesmas, o uptake celular ocorre por trans-
porte ativo, principalmente por endocitose através das vias disponiveis — endocitose mediada por

clatrina, calveolina ou independente de ambos*™.

As AuNPs esféricas tém também sido descritas como potenciais ferramentas para o trata-
mento de cancro, apresentando multiplos modos de acdo como hipertermia, entrega de farmacos
e TNAs, etc. Umas das principais vantagens das AuUNSs é a sua capacidade de entregar TNAs de
forma seletiva e eficiente a células-alvo, evitando a degradacéo destes por nucleases. No entanto,
uma limitacdo comum da sua aplicagéo é a estabilidade do coloide, nomeadamente a agregacéo
destes nanoconjugados apés funcionalizagdo com oligonucle6tidos ou introducdo em ambientes
bioldgicos, visto que a agregacdo de AuNPs pode ser induzida a partir de componentes do meio,
proteinas do soro ou pela formagdo de uma “coroa” proteica, o que por sua vez influencia forte-
mente a interacdo entre AuNPs e células, a concentragdo efetiva de AUNPs no organismo e a

internalizacdo por parte das células®!721",

De modo a atenuar as limitagdes apresentadas por AuNPs esféricas usadas na entrega de
TNAs, varias estratégias de funcionalizacdo tém sido descritas. Dadas as propriedades de super-
ficie das AuNPs e da facilidade existente na funcionalizacdo da mesma, uma panoplia de molé-
culas pode ser conjugada a superficie das AuNPs para efeitos de entrega de TNAs com o ambito
de garantir uma maior eficiéncia de entrega e internalizacdo por parte das células-alvo. Tipica-
mente, a funcionalizacdo de AuNPs ocorre por adsor¢do das moléculas desejadas a superficie das

AUNPs quer por ligacGes covalentes, sendo a ligacdo entre ouro-tiol a mais comum, quer por
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interacOes eletrostaticas!’™. Estas técnicas de estabilizacdo incluem o uso de monocamadas de

nucleétidos, polimeros, ou lipidos catiénicos'’>*".

Para efeito de silenciamento genético, moléculas de PEG, PEI e PG sdo as mais utilizadas,
havendo um maior destaque no uso da primeira como estabilizador. Estas moléculas conferem
uma carga de superficie mais neutra as AuNPs funcionalizadas com TNAs, efeito essencial para
0 aumento da biocompatibilidade, solubilidade e tempo de circulagcdo em ambientes biolégicos,
consequente da diminuicdo da degradacdo enzimatica, interacdo com proteinas do plasma e maior

evasdo de uma resposta imunitaria no organismo*’°.

A funcionalizacdo de AuNPs com TNAs pode ser realizada de diferentes formas, podendo
ocorrer por interagGes eletrostaticas®®”?, por exemplo, através da ligacdo de acidos nucleicos car-
regados negativamente a superficie positivamente carregada das AuNPs, ou por funcionalizagdo
com oligonucle6tidos tiolados, oligonucledtidos com um terminal alquiltiol, sSiRNAs com um ter-
minal amina ou com miRNAs com um terminal cisteamina'’®. A afinidade das AuNPs para liga-
cao com oligonucledtidos ou outras biomoléculas que contendo grupos tiol contribui extensiva-
mente para o uso destas NPs como veiculos na entrega de TNAs, sendo estes sistemas usados
numa variedade de aplicacdes de silenciamento genético e tracing de genes-alvo especificos como

ferramenta de teragndstico.

Como tal, o design AuNPs e a montagem dos acidos nucleicos nas mesmas em nanoconju-
gados funcionais influenciam fortemente a entrega dos TNAs. Dentro da gama de estratégias
existentes para a conjugacao de TNAs em AuNPs, as abordagens mais usadas para aplicacdes de
silenciamento genético tém por base ligagdes covalentes, em que a interacdo entre o enxofre pre-
sente em oligonucle6tidos tiolados e 0 ouro presente na superficie das NPs (ligacdo S-Au) apre-
senta um papel fundamental, ou a montagem supramolecular de TNAs, visto que esta permite o
uso de acidos nucleicos ndo-modificados. Outras opcOes para o carregamento de TNAs em
AuNPs incluem mixed-monolayer-protected AuNPs (MM-AuUNPs)'"®, amino acid-functionalized
AuNPs (AA-AUNPs)¥®, layer-by-layer fabricated AuNPs (LbL-AuNPs)®!, Os diferentes méto-
dos de sintese e funcionalizacdo de AuNPs podem contribuir também para o desenvolvimento de
estratégias que permitem a libertacéo controlada de acidos nucleicos!®. A libertagdo controlada
e responsiva a estimulos de TNAs pode ser alcangada por diferentes processos, sendo que a mai-
oria destas estratégias depende das condi¢des da matriz extracelular do tecido-alvo, como o pH,
temperatura, forga ionica, atividade enzimatica ou reatividade intracelular, como aqueles media-
dos por reducdo intracelular da ligagéo tiol (por exemplo, por glutationa e GSH)#, Outros pro-

cessos dependem da aplicacdo externa de estimulos, como irradiagdo num comprimento de onda
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adequado, ultrassons, etc., que podem resultar na libertacdo controlada de TNAS num espaco e

tempo desejados?®,

Com particular interesse para a terapia do cancro, diversas combinacdes sinergisticas com
base em AuNPs tém sido desenvolvidas de modo a aumentar a eficiéncia do tratamento. O uso de
AUNPs funcionalizadas com oligonucledtidos permite combinar a capacidade de silenciamento
génico com outros aspetos terapéuticos, como a ac¢do de farmacos, a ablagdo fototérmica direcio-
nada ao ambiente tumoral, etc®1’°, Por exemplo, a utilizacdo de fototermia suave pode ser usada
para aumentar a fluidez da membrana celular, facilitando assim o uptake celular e o escape en-

dossomal por parte das AuUNPs.

Apesar da potencialidade evidenciada para o tratamento de cancro por AuNPs como vei-
culos para terapia genética e gene silencing, ainda existe a necessidade de realizar estudos toxi-
coldgicos para averiguar qual o impacto real destes vetores em sistemas bioldgicos.
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1.2.2. Combinacéo de Lipossomas e Nanoparticulas de Ouro

Como mencionado anteriormente, as AUNPs apresentam imensas potencialidades aplicé-
veis ao tratamento do cancro, que variam desde 0 seu uso em técnicas de imagem, terapia foto-
térmica, radioterapia ou como vetores para terapia genética®. Ainda assim, a eficéacia das terapias
baseadas em AuNPs depende do sucesso na entrega destas particulas ao local tumoral e na inter-
nalizacdo das mesmas por parte das células-alvo, sendo que ainda existem desafios significativos
a este nivel associados a estabilidade e agregacdo de AuNPs nuas (o que faz com que estas percam
as suas propriedades Gticas), tempo de circulacdo no organismo, interagdo com proteinas do soro,
ativacdo de uma resposta imunitéaria, etc. Desta forma, modificacfes adequadas, como a comple-
xacdo e funcionalizacdo de AuNPs com moléculas biocompativeis e bioativas, tém vindo a per-
mitir o aumento da estabilidade das particulas e da sua capacidade de targeting, desenvolvimento

este que tem sido fulcral no seu uso em aplicacdes biomédicas®.

Devido a ja estabelecida eficiéncia de entrega de vérias cargas terapéuticas por parte de
lipossomas, a combinacdo destes com AuNPs apresenta uma possivel abordagem para a melhoria
da estabilidade e do tempo de circulacdo das particulas in vivo, juntamente com um aumento da
internalizacdo de AuNPs por parte das células-alvo'®1%, Atualmente, existem trés principais ti-
pos de complexos formados pela combinagdo de AuNPs e lipossomas (Figura 1.3): o primeiro
consiste na encapsulagdo de AuNPs hidrofilicas carregadas negativamente, em que as AuNPs se
encontram presentes na fase aquosa dos lipossomas; o segundo é formado por lipossomas em que
AUNPs com superficies hidrofdbicas se encontram integrados na bicamada lipidica; e o terceiro
é composto por lipossomas modificados, em que AuNPs sdo conjugados a superficie dos lipos-
somas Vvia adsorcéo fisica. Estes complexos podem ser sintetizados usando diferentes tipos de
lipidos, como lipidos catidnicos e lipidos modificados com PEG, que tém demonstrado contribuir
de forma benéfica na entrega de farmacos e em aplicacoes de gene delivery!®-18’, Para além disso,
a superficie destes complexos formados por lipossomas e AuNPs pode ser funcionalizada com
moléculas bioativas capazes de promover o targeting de tecidos e populacdes celulares especifi-
cas. As caracteristicas dos complexos formados estdo dependentes, entre outros, do processo de
sintetizacdo, da razdo entre lipidos e AuNPs e do tamanho destes Ultimos, que pode influenciar a

integridade da membrana dos lipossomas e provocar vazamento indesejado dos mesmos.

Devido as propriedades intrinsecas dos lipidos e AuNPs constituintes dos complexos em
questdo, estratégias para a libertacdo controlada de AuNPs combinadas com lipossomas tém sido
desenvolvidas. Uma destas estratégias tem por base a incidéncia de radiacdo como mediador da

transferéncia de calor produzido consequentemente por parte das AuNPs, de forma localizada,
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para os lipidos constituintes dos lipossomas, com o intuito de sensibilizar e destabilizar a mem-

brana lipossomal permitindo assim o escape das AUNPs*8,

Com isto, diferentes tipos de complexos formados pela combinagdo de AuNPs e liposso-
mas tém sido propostos como ferramentas de teragnostico com potenciais aplicagdes em biome-

dicina.

Figura 1.3 — Representagdo esquematica de diferentes tipos de complexos formados pela combi-
nacdo de AuNPs e lipossomas. (A) Encapsulagcdo de AuNPs em lipossomas; (B) Incorporacdo de AuNPs
nas membranas dos lipossomas; (C) Conjugacdo de AuNPs na superficie dos lipossomas. (Adaptado de
Kojima et al. 2008)*¢7.
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1.3. Contexto e Objetivos

A utilizacdo de lipossomas em gene delivery tem visto um grande desenvolvimento em
anos recentes com a progressao da nanomedicina e da medicina de precisdo. Neste contexto, for-
mulacdes contendo diferentes proporces e tipos de lipidos tém sido desenvolvidas de modo a
controlar a entrega da carga lipossomal consoante o local e tempo desejado. Algumas destas for-
mulacdes tém sido combinadas com outros tipos de nanoparticulas de modo a melhorar o efeito

desejado, como por exemplo, nanoparticulas de ouro.

Os oncogenes desempenham Vvarios papeis importantes na progressdo do ciclo celular,
apoptose e diferenciacdo celular. A sua sobrexpressdo desregula a expressao de varios outros
genes estando na origem de diversos tipos de tumores atraves de translocagdo cromossomica,
amplificacdo e ativacdo de vias de sinalizacdo e do aumento de estabilidade proteica. Mesmo
guando ndo sdo diretamente responsaveis pela origem do tumor, estes genes estdo normalmente

envolvidos em vias regulatérias, muitas das quais sdo esséncias em medicina direcionada.

Diferentes sistemas a nano-escala tém demonstrado um elevado potencial para a vectori-
zag&o de moléculas com aplicagOes em terapia genética (como RNAI, sSiRNA, ASOs, etc.) devido
as propriedades intrinsecas dos nano-sistemas e da possibilidade de carregamento e targeting dos
mesmos. A avaliacdo da capacidade de silenciamento e do seu impacto na viabilidade das células
tumorais, sozinho ou em combinagdo com terapias tradicionais e/ou novos agentes terapéuticos,

sdo passos fundamentais no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.

Este projeto tem como objetivos a sintese e caracterizacdo de nanoconjugados de ouro,
diferentes formulacGes lipossomais e de complexos formados pela combinacdo de ambos, € 0
silenciamento do oncogene c-MYC na linhagem celular HCT116, usando as nanoparticulas de
ouro funcionalizadas com ssDNA, isoladas e/ou em combinacdo com as diferentes formulacGes

lipossomais de modo a avaliar a eficacia das mesmas contra células da linhagem tumoral indicada.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Sintese e Caracterizacdo dos Nanoconjugados de Ouro

2.1.1. Sintese de Nanoparticulas de Ouro

Nanoparticulas de ouro com aproximadamente 14 nm de didmetro foram sintetizadas
usando o método de reducéo por citrato'®1%, Este método possibilita uma producéo simples e
em grande quantidade de AuNPs esféricas, monodispersas e hidrofilicas, compativeis com passos
de funcionalizacdo subsequentes, com a vantagem adicional da possivel modificagdo do didmetro
das AuNPs sintetizadas, até certo ponto, via modulacéo da razdo entre o citrato e 0s sais de ouro

usados.

As AuNPs foram preparadas numa hotte e o material de vidro usado na sintese foi lavado
com aqgua regia (3:1 HCI:HNOs) de modo evitar a contaminagéo por parte de outros metais. A
aqua regia foi entdo removida e o material lavado com &gua MiliQ. 225 mL de uma solucédo a
1mM de HAuUCI, foram inseridos dentro de um baldo de fundo redondo de dois pescocgos, junta-
mente com um magneto. Um condensador foi ligado a um dos pescocos e tampa foi posta no
pescoco restante para evitar perdas de volume. O sistema foi entdo colocado em cima de um
agitador magnético com aquecimento. Quando refluxo foi iniciado, 25 mL de uma solugéo de
citrato de sodio a 38.8 mM foram rapidamente adicionados e a mudanca de cor da solucéo de
amarelo palido a vermelho escuro foi observada. O sistema foi mantido em refluxo durante apro-
ximadamente mais 30 minutos. Posteriormente, foi desligado o aquecimento e o sistema foi arre-
fecido a temperatura ambiente em agitacéo, protegido da luz. Por fim, a solucdo coloidal de

AUNPs obtida foi filtrada para tubos Falcon de 50 mL usando filtros de 0.1 um.
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2.1.2. Funcionalizacéo das Nanoparticulas de Ouro

As AuNPs produzidas foram primeiramente funcionalizadas com PEG modificado com um
grupo tiol na posi¢do 5’ (C1sH3207S, 356,48 Da) (AUNP@PEG), de modo a saturar 30% da su-
perficie das nanoparticulas!®. AUNP@PEG foram obtidas ao preparar 30 mL de uma solugéo
aquosa de SDS (0.028%) contendo 10 nM (concentracéo final) de AuNPs sintetizadas como an-
teriormente descritas e 0.003 mg/mL (concentragéo final) de PEG. Esta mistura foi incubada du-
rante aproximadamente 10 minutos. Posteriormente, foi adicionada uma solugdo de NaOH até
alcancar uma concentracdo final de 25 mM e a mistura foi incubada durante 16 horas a tempera-
tura ambiente com agitagdo suave e protegida da luz. Finalmente, a solucéo foi distribuida por
tubos de centrifuga, sendo estes centrifugados a 21460xg durante 30 min a 4°C e retirado o so-
brenadante. As AUNP@PEG foram lavadas ressuspendendo o precipitado oleoso em agua MiliQ

e realizando uma nova centrifugacdo de modo a obter uma solugdo mais concentrada.

Parte das AUNP@PEG foram subsequentemente funcionalizadas com o oligonucle6tido
tiolado: 5> — GCGCCCATTTCTTCCAGATATCCTCGCTGGGCGC — 3’ (sequéncia palindro-
mica sublinhada; a sequéncia para targeting de mRNA de ¢c-MYC foi retirada de GenBank
NM_002467.5) (AUNP@PEG@MYC). Uma sequéncia palindromica foi adicionada de modo a
permitir a formagdo de uma estrutura stem-loop e a sequéncia de ssDNA final foi analisada usando
o0 software NUPACK.

Os oligonucledtidos tiolados foram misturados com DTT (concentragdo final 0.1 M) e in-
cubados durante aproximadamente 2 horas a 4°C. Um volume da mistura foi extraido com dois
volumes de acetato de etilo, sendo a solugdo resultante centrifugada por 3 minutos a 10000xg e a
fase organica descartada (este processo foi realizado 3 vezes). A fase aquosa resultante foi puri-
ficada usando uma coluna NAP-5 dessalinizante de acordo com as instruc@es de fabrico, utili-
zando como eluente uma soluc¢éo de tampéo fosfato a 10 mM (pH 8). Os oligonucle6tidos purifi-
cados obtidos foram entdo quantificados através de espetrofotometria UV-Visivel, aplicando a lei

de Lambert-Beer e o coeficiente de extingdo molar do oligonucleétido a 260 nm.

A funcionalizacdo das AUNP@PEG com os oligonucle6tidos preparados foi realizada
usando o método de salt-aging®®!, que consiste no uso de NaCl para modelacéo das forcas ele-
trostaticas existentes entre as particulas de ouro, o citrato e os oligonucle6tidos, com a finalidade

de obter AuNPs estaveis funcionalizadas com uma elevada densidade de oligonucleétidos.

Assim, os oligonucleétidos purificados foram misturados com as AUNPsS@PEG preparadas
anteriormente numa proporcéo de 1:100 (AuNP@PEG:Oligonucle6tido). Foi entdo adicionada

solucdo AGE | até atingir uma concentracao final de tamp&o fosfato de 10 mM (pH 8) e 0.01%
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(w/v) de SDS, e a solucdo resultante ficou a incubar durante 20 minutos a temperatura ambiente.
A forca idnica da solucédo foi sequencialmente aumentada ao adicionar volumes apropriados de
solucdo AGE Il até uma concentracdo final de 10 mM tampao fosfato (pH 8), 0.05 M NacCl e
0.01% (w/v) de SDS, incubando a mistura durante 20 minutos. O passo anterior foi repetido para
concentracdes finais de NaCL de 0.1 M, 0.2M e 0.3 M. Ap6s a Gltima adicdo de AGE 11, a solucéo
ficou a incubar durante 16 horas a temperatura ambiente, com agitacdo leve e protegida de luz. A
solucdo contendo AUNP@PEG@MYC resultantes foi distribuida por tubos de centrifuga e cen-
trifugada a 21460xg durante 30 minutos, o sobrenadante foi removido e guardado o precipitado
oleoso ressuspenso com agua tratada com DEPC. As AUNP@PEG@MYC foram lavadas desta

forma por um total de trés vezes.

O numero de oligonucledtidos a superficie de cada AUNP@PEG@MYC foi determinado
ao elaborar uma reta de calibracdo usando solucgdes nas mesmas condigdes (10 mM de tampéo
fosfato a pH 8, 0.01% SDS e 0.3 M NaCl) diferentes concentra¢des de oligonucle6tido, e deter-
minando a quantidade de oligonucle6tidos presentes nos sobrenadantes armazenados. Subtraindo
a quantidade de oligonucle6tidos encontrados nos sobrenadantes a quantidade de oligonucleoti-
dos inseridos inicialmente, foi possivel determinar o nimero de oligonucleétidos a superficie de

cada nanoparticula.

2.1.3. Caracterizacdo dos Nanoconjugados de Ouro

Os diferentes nanoconjugados (AuNP, AUNP@PEG, AUNP@PEG@MYC) foram carate-
rizados através de espetrofotometria UV-Visivel, DLS (Dynamic Light Scattering) e Potencial
Zeta. Varios espetros de absorbancia das nanoparticulas de ouro com os diferentes niveis de fun-
cionalizagdo foram obtidos usando espetrofotometria UV-Visivel, o que permitiu determinar
aproximadamente qual o didmetro das mesmas usando o método desenvolvido por Haiss et
al.1%21% ¢ consequentemente, indicar a concentracdo de nanoparticulas de ouro em solucéo atra-
vés da aplicacdo da lei de Lambert-Beer. O diametro hidrodindmico dos diferentes nanoconjuga-
dos foram determinados por DLS. Esta técnica também permitiu a confirmacao do caracter mo-
nodisperso das populacdes de nanoparticulas de ouro. A analise foi realizada a 25 °C, com um
angulo de dispersdo de 90°, usando agua como meio de dispersao. O mesmo aparelho foi utilizado
para a determinacgéo do potencial zeta dos diversos nanoconjugados, fornecendo assim uma me-

dida de magnitude da repulsdo ou atracdo eletrostatica ou das cargas entre as particulas.
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2.2. Sintese e Caracterizacdo dos Nanoconjugados Lipidicos

A preparacgdo e caracterizacdo das formulacdes lipossomais e a combinacgdo dos nanocon-
jugados de ouro com lipossomais foram realizadas na Faculdade de Farmécia da Universidade de
Lisboa (FFUL) com a ajuda atenciosa da Doutora Manuela Colla Carvalheiro, a quem expresso

0S meus agradecimentos.

As formulacdes lipossomais a utilizar foram escolhidas com base num estudo preliminar
elaborado por Patricia Fraga, intitulado "Caracterizacdo de formulagGes Lipossomais para gene
delivery". De acordo com o estudo realizado, dentro das diversas formulacfes analisadas, as que
apresentavam maior estabilidade e capacidade de retencdo de nanoparticulas de ouro eram as

formulagbes J e M, utilizadas neste trabalho.

2.2.1. Combinagdo dos Nanoconjugados de Ouro com Lipossomas

Duas formulagdes lipidicas foram preparadas ao incorporar nanoconjugados de ouro
(AUNP@PEG@MYC) em lipossomas de composicdes lipidicas diferentes, usando dois métodos
distintos de preparacdo dos mesmos!*®®. Como controlo, foram também sintetizados lipossomas
com as mesmas composi¢des lipidicas usando 0os mesmos métodos de preparacdo, mas sem a
incorporacdo de AUNP@PEG@MYC. Os componentes lipidicos respetivos a cada formulagéo
foram adicionados a tubos de ensaio de vidro, dissolvidos num pequeno volume de cloroférmio
(solvente orgénico) e homogeneizados com recurso ao vortex. Os tubos de ensaio contendo as
misturas lipidicas foram colocados em banho-maria a uma temperatura de 37°C de modo a evitar
a presenca de cloroférmio nas misturas. Posteriormente, as misturas lipidicas foram secadas com

um fluxo de azoto, com o intuito de remover possiveis vestigios do solvente organico.

A formulacdo J foi preparada usando os lipidos DPPC:DOPC:DSPE-PEG na proporc¢ao de
86:10:4, respetivamente. A formulagdo foi produzida por hidratacdo de um filme lipidico, este
altimo obtido através da secagem da mistura lipidica mencionada contra as paredes do tubo de
ensaio em que se encontrava inserida como descrito anteriormente. Foram preparados dois tipos
de particulas lipidicas: JO, em que ndo foram usadas AUNP@PEG@MYC, e J1, em que ocorreu

a incorporacdo dos nanoconjugados AUNP@PEG@MYC.

A formulacdo M foi preparada usando os lipidos DSPC:DOPC:DSPE-PEG na proporcao
de 86:10:4, respetivamente. A formulagéo foi produzida por reidratacdo da mistura lipidica men-
cionada apos liofilizagdo. O método de producéo permitiu a sintese de DRVs (do inglés, Dried

Reconstituted Vesicles). Foram preparados dois tipos de particulas lipidicas: MO, em que ndo
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foram usadas AUNP@PEG@MYC, e M1, em que ocorreu a incorpora¢ao dos nanoconjugados
AuNP@PEG@MYC.

Na producdo de ambas as formulagdes que incluem AUNP@PEG@MYC, foi preparado
um volume final de 1 mL de mistura de lipidos (20 mM de concentracéo final) e solu¢do contendo
AUNP@PEG@MYC (20 nM concentracdo final). Neste caso, foram usados aproximadamente
666 UL de mistura lipidica e 333 pL de solugdo coloidal de AUNP@PEG@MYC (de concentra-
c¢do inicial 60 nM). Apds aplicado 0 método de producdo respetivo, as particulas lipidicas produ-
zidas foram sujeitas a um processo de extrusdo manual a uma temperatura de 60°C, utilizando
seringas de vidro, por uma membrana com 200 nm de didmetro (as formulag6es contendo nano-
conjugados) ou 100 nm de didmetro (as formulagdes que ndo continham nanoconjugados), de
modo a garantir monodispersdo e unilameridade nas particulas lipidicas produzidas. Previamente
ao processo de extrusdo, o extrusor foi colocado em cima de uma placa de aquecimento até atingir
a temperatura de 60°C com o intuito de apresentar temperaturas superiores as temperaturas de
transicdo de fase dos fosfolipidos usados nas formulag@es, sendo estas iguais a 45°C para o DPPC
e 58°C para 0 DSPC, respetivamente. Seguidamente, as formulacdes produzidas foram carregadas
em colunas Sephadex G-50 previamente preparadas, e as diferentes fases aquando da eluicdo com

tampdo citrato (pH 8) (100 nM) foram separadas e armazenadas.

2.2.2. Caracterizacao dos Nanoconjugados Lipidicos

As formulagdes JO, J1, MO e M1 foram caracterizadas com recurso a DLS de modo a veri-
ficar o tamanho médio das mesmas e o tipo de dispersdo do tamanho das amostras. A concentra-
cao final de lipido apds eluicdo foi determinada através da quantificacdo dos fosfolipidos usados
na sintese presentes na fracdo final. O fator de diluicéo foi determinado tendo em conta o volume
de preparacdo carregado na coluna e o volume final obtido. A concentracdo de nanoconjugados
de ouro presente nas formulacGes em que estes foram incorporados foi determinada através de
espetrofotometria UV-Vis, usando as formulacgdes vazias correspondentes como branco, obtengéo
do espetro de absorbancia e aplicacdo da lei de Lambert-Beer como na sec¢do anterior. O nimero
de particulas lipidicas existentes em solucéo foi calculado a partir do nimero total de lipidos por
lipossoma e pela concentracdo de lipidos presente nas solugdes. O nimero total de lipidos por
lipossoma foi por sua vez calculado tendo em conta o tamanho médio das particulas lipidicas e
um tamanho aproximado dos fosfolipidos utilizados. Obtendo a concentragdo de nanoconjugados
de ouro presente nas formulacgdes e a concentracdo de particulas lipidicas em solugo, foi possivel

calcular o nimero de nanoconjugados de ouro por particula lipidica.
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2.3. Cultura Celular

Os ensaios seguintes foram realizados em células da linhagem celular HCT116 (células
epiteliais provenientes de carcinoma retal), cuja cultura foi mantida em DMEM suplementado
com 10% FBS a 37°C a 5% de CO; e 99% de humidade relativa numa estufa propria (SANYO
CO2 Incubator, Electric Biomedical Co., Osaka, Japao).

O crescimento das células era realizado em frascos de cultura (T flasks) de 25 cm?. De
modo a manter as culturas celulares em monocamada e em fase de crescimento exponencial, se-
manalmente eram realizadas subculturas de células. Assim, quando o estado de confluéncia celu-
lar se aproximava dos 80-90%, era preparada uma subcultura como forma de evitar falta de nu-

trientes, excessiva acidificagdo do meio de cultura ou inibi¢do de crescimento por contacto.

Na preparacao de uma subcultura, primeiramente era analisado o estado de confluéncia das
células através de um microscépio ético invertido (Nikon TMS, Nikon Instruments, Téquio, Ja-
pdo). Caso o estado de confluéncia celular estivesse proximo do desejado, 0 meio presente no
frasco de cultura era retirado e 2 mL de TrypLE™ Express (Gibco®, Nova lorque, EUA) eram
adicionados com o intuito de destacar as células por tripsinizacdo, visto que as células da linha-
gem celular em questdo tém a caracteristica de ser aderentes. ApoOs atuacdo deste composto por
aproximadamente 5 minutos a temperatura ambiente, o reagente era neutralizado ao adicionar ao
frasco um igual volume de meio completo DMEM. De seguida, a solugdo era transferida para
tubos de 2 mL, sendo estes centrifugados durante 5 minutos a 300xg. O sobrenadante era descar-
tado e o pellet celular ressuspenso em 1 mL de meio completo DMEM. A contagem de células
era realizada pelo método de exclusdo com azul Trypan (Sigma, St. Louis, EUA). Assim, era
preparada uma solugdo com 350 pL de meio completo DMEM, 100 uL de azul Trypan a 0,2 %
(v/v) e 50 pL da suspensao celular, que era carregada num hemocitometro (Hirschmann, Ebers-
tadt, Alemanha), sendo entéo utilizado o microscépio 6tico invertido para realizar a contagem do
numero de células viaveis. A concentragdo celular (células/mL) € obtida multiplicando o nimero
de células contadas pelo volume do hemocitémetro (10* células/mL) e pelo fator de diluigdo (10)
a dividir pelo nimero de quadrantes onde foram contadas células, como esta representado na
equacdo 1. Ao aplicar esta equacdo é possivel estimar posteriormente o volume de suspensao
celular e meio DMEM a introduzir num novo fraco de cultura de 25 cm? para 5 mL de solugdo

final com o intuito de alcancar o estado de confluéncia desejado apds uma semana de incubag&o.
Equacéo 1:

ne de células viaveis contadas X 10* x 10

n?de células viaveis/mlL =
/ n? de quadrantes contabilizados

48



2.4. Challenge com Diferentes Nanoconjugados

Para os ensaios in vitro, o seeding de células da linhagem HCT116 com o meio apropriado
(DMEM com ou sem PhenolRed) era realizado a uma densidade de 1x10° células por pogo em
placas de 24 pogos (volume final de 500 pL por pogo) ou a uma densidade de 2x10* células por
poc¢o em placas de 96 pocos (volume final de 100 pL por po¢o). Depois da introdugéo das células
e do meio de cultura nos respetivos pogos, estas eram incubadas por um periodo de 24h de modo
a permitir a adesao das células ao fundo dos pocos, sendo realizado o challenge ap6s esse periodo.

O challenge - incubagdo dos nanoconjugados por um determinado periodo de tempo com
as células presentes nos pogos das placas - das células era realizado usando 0.6 nM de
AUNP@PEG@MYC (correspondendo a 36 nM de oligonucleétido; Racio de Au:oligonucleétido
= 1:60), 1.7 nM de formulagéo J1 (correspondendo a 29.7 nM de oligonucledtido) e 1.2 nM de
formulacéo M1 (correspondendo a 37.2 nM de oligonucledtido). Como controlo, as células foram
expostas a 0.6 nM de AUNP@PEG. Na preparacéo das placas a usar, um volume de agua superior
ao volume de suspenséo celular era adicionado aos pogos mais exteriores da placa de modo a
evitar perdas de volume nos po¢os de interesse, ou seja, N0S pogos usados para etapas de seeding
e para execucdo do challenge. Eram adicionados 800 pL de agua em cada poco externo das placas
de 24 pocos e 180 pL de agua em cada posso externo das placas de 96 pocos. Os passos de
incubacéo foram realizados numa estufa de CO, (SANYO CO2 Incubator, Electric Biomedical

Co., Osaka, Japdo) com atmosfera controlada a 37° C, 5% de CO; e 99% de humidade relativa.

I @ m m O O W »
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Figura 2.1 — Exemplo de distribui¢do do seeding das células da linhagem HCT116 em placas de
24 pocos (a esquerda) (volume final de 500 pL por poco) e em placas de 96 pocos (a direita) (volume final
de 100 pL por poco). Os circulos vermelhos representam pocos contendo células e meio cultura (DMEM)
e as linhas azuis representam pogos que contém agua, para evitar perda de volume nos pogos primarios.
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2.5. Analise da Expressao Genetica

As células da linhagem celular HCT116 foram incubadas com os diferentes nanoconjuga-
dos (AUNP@PEG, AUNP@PEG@MYC, formulacéo J1 e formulacdo M1) em placas de 24 pogos
conforme as condi¢cGes mencionadas e recolhidas em diferentes time-points passado o respetivo
tempo de incubag&o (2, 4 e 6 horas). As células foram centrifugadas a 300xg durante 5 minutos a
temperatura ambiente e 0 RNA total foi extraido a partir do pellet celular usando TRIsure (Bio-
line, Taunton, MA, USA) de acordo com as indicagdes do fabricante. O RNA (100 ng) foi sujeito
a transcri¢do reversa usando o kit “NZY M-MuLV First-Strand cDNA Synthesis kit” (NZY Tech,
Lisboa, Portugal). A amplificagdo de cDNA por gPCR foi realizada num termociclador Corbett
Rotor-Gene 6000 (Qiagen, Hilden, Alemanha) usando NZYqPCR Green Master Mix (2x) (NZY -
Tech, Lisboa, Portugal). A mistura de reacéo foi preparada para um volume final de 20 pL com
1 pL de cDNA e os primers seguintes, a uma concentra¢ao de 200 nM cada: c-MYC forward (5’
— GCTCATTTCTGAAGAGGACTTGT — 3°) e ¢c-MYC reverse (5° — AGGCAGTTTACA-
TTATGGCTAAATC — 3°); 18S forward (5’- GTAACCCGTTGAACCCCATT - 3’) e 18S re-
verse (5 — CCATCCAATCGGTAGTAGCG — 3°). As condi¢des de qPCR incluem um tempo
inicial de desnaturacéo a 95°C de 5 minutos e 35 ciclos de 95°C por 20 segundos, 55°C por 20

segundos e 72°C por 30 segundos.

Os dados de gPCR foram analisados pelo método de Ct (244°)1%4 em que o nivel de ex-
pressao genética relativa é dado através da quantificacdo do gene de interesse (c-MYC) relativa-
mente ao gene de controlo (18S), normalizado a condicdo controlo (células expostas a
AuNP@PEQG):

Equacdo 2:
ACt = Cte_myc — Ctygs
Equacéo 3:

AACt = ACtnanoconjugado — ACtpunprerec
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2.6. Verificacdo do Uptake Celular dos Diferentes Nanoconjugados e

Formulagdes
2.6.1. Fracionamento por Espetroscopia UV-Visivel

A guantidade de nanoconjugados internalizados pelas células ap6s challenge com os nano-
conjugados foi determinada indiretamente por fracionamento por espetroscopia UV-Visivel. Para
tal, foi realizado o seeding das células da linhagem HCT116 numa placa de 24 pocos e realizado
0 challenge com os diferentes nanoconjugados e formulagbes (AuNP@PEG,
AUNP@PEG@MYC, formulagéo J1 e formulagdo M1) como descrito anteriormente, por um pe-
riodo de incubacéo de 6 horas numa estufa de CO, (SANYO CO2 Incubator, Electric Biomedical
Co., Osaka, Japdo) com atmosfera controlada a 37° C, 5% de CO; e 99% de humidade relativa.
Passado o periodo de incubacédo (6h) a placa foi retirada da estufa e 0 meio de cultura DMEM
presente em cada pogo respetivo a incubagdo com um dos diferentes nanoconjugados e formula-
¢des (500 pL) foi recolhido em tubos de 2 mL para posterior analise. Aos tubos em questao foi
adicionado um igual volume de PBS usado na lavagem dos pocos de modo a tentar recolher o

maximo de amostra possivel.

As solugdes compostas por meio de cultura DMEM e PBS foram analisadas por espetros-
copia de UV-Visivel (espectrofotometro Shimadzu UVmini-1240, Quioto, Japdo) com o intuito
de quantificar as AUNPs presentes em solucdo, permitindo assim uma extrapolagao da quantidade
de AuNPs internalizadas ao fazer a diferenca entre a quantidade de AuNPs introduzidas para

realizacéo do challenge e a quantidade de AuNPs em solucéo passado o periodo de incubacéo.
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2.6.2. Quantificacéo de Ouro por ICP-MS

Com o objetivo de estudar e quantificar a internalizacdo de AuNPs por parte das células
em estudo, a técnica de ICP-MS (Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry) foi aplicada.
Assim, foi realizado o seeding das células da linhagem HCT116 numa placa de 24 pocos e reali-
zado o challenge com os diferentes nanoconjugados e formulagdes (AuNP@PEG,
AUNP@PEG@MYC, formulacdo J1 e formulagdo M1) como descrito anteriormente, por um pe-
riodo de incubacéo de 6 horas numa estufa de CO, (SANYO CO2 Incubator, Electric Biomedical
Co., Osaka, Japdo) com atmosfera controlada a 37° C, 5% de CO; e 99% de humidade relativa.
Passado o periodo de incubacdo, o meio de cultura DMEM presente nos pogos respetivos as cé-
lulas HCT116 foi retirado e guardado em tubos falcon de 15 ml (SPL Life Sciences, Coreia do
Sul). Os pocos foram lavados com 500 pL de PBS por poco, que foram seguidamente adicionados
aos tubos contendo o meio usado na incubacgdo das células com os diferentes nanoconjugados e
formulacBes. As células presentes nos pocos foram entdo tripsinizadas usando e 250 pL de
TrypLE™ Express (Gibco®, Nova lorque, EUA) por pogo. Este processo ocorreu a temperatura
ambiente por aproximadamente 5 minutos. As células foram entdo colecionadas em tubos de 2
mL e centrifugadas a 300xg durante 5 minutos. O sobrenadante foi adicionado aos tubos falcon
de 15 ml contendo meio de cultura DMEM usado na incubagdo e o PBS usado na lavagem dos
pogos. O pellet celular correspondente a cada poco, ou seja, a cada incubagdo com um tipo de
nanoconjugados ou formulacéo diferente, foi ressuspenso em 500 pL de meio de cultura DMEM
e 500 L de PBS, sendo este volume posteriormente transferido para tubos falcon de 15 ml. Foi
entdo adicionada aqua regia preparada de fresco aos tubos falcon até perfazer um volume final
de 5 mL, sendo preparados também tubos falcon de 15 ml apenas com aqua regia para serem
usados como controlo. Os tubos foram armazenados a 4°C até quantificacdo do ouro presente nas

amostras por ICP-MS.

A quantificacdo do ouro presente nas amostras foi realizada usando o servico de espectros-

copia de emissdo atdmica por parte do Laboratorio de Analises da Rede REQUIMTE, FCT-UNL.
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2.7. Avaliacdo da Viabilidade Celular

Para avaliagdo da viabilidade celular foram realizados ensaios de MTS com recurso ao Kit
CellTiter 96 AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay (MTS, Promega, Madison, WI,
USA), que é composto por dois reagentes: 0 MTS [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboxymeto-
xifenil)-2-(4-sulfofenil)- 2H-tetraz6lio)] e o PES (etossulfato de fenazina). Este método baseia-
se no principio de que nas células viaveis, o reagente de MTS, de coloracdo amarela, vai ser
reduzido pelo PES, levando a formacéo de formazano nas mitocondrias das células. Esta substan-
cia apresenta uma coloragdo acastanhada e absorve a 490 nm, podendo ser quantificada através
da medicédo da absorbancia nesse comprimento de onda. Esse valor sera diretamente proporcional
ao metabolismo mitocondrial, sendo em seguida transposto para viabilidade celular (método in-

direto)®,

Como tal, células da linhagem celular HCT116 foram incubadas por um periodo de 6h com
os diferentes nanoconjugados e complexos lipidicos (AUNP@PEG, AUNP@PEG@MYC, formu-
lagdo J1 e formulagdo M1) em placas de 96 pocos como descrito anteriormente. Passado o tempo
de incubagdo, o meio celular foi retirado e foram adicionados 80 pL de meio DMEM (sem Phenol-
Red) e 20 pL de reagente de MTS — Kit CellTiter 96 AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation
Assay (MTS, Promega, Madison, WI, USA) - aos pocos contendo células, sequido de 45 minutos
de incubacéo numa estufa de CO, (SANYO CO2 Incubator, Electric Biomedical Co., Osaka, Ja-
péo) com atmosfera controlada a 37° C, 5% de CO; e 99% de humidade relativa. A absorbancia
a 490 nm foi medida num leitor de microplacas Tecan Infinite M200 microplate reader (Manne-
dorf, Switzerland) e os valores obtidos foram corrigidos relativamente as condi¢des de controlo
(pocos sem células contendo a mistura de DMEM e reagente MTS). O célculo da viabilidade

celular foi assim executado de acordo com a equacgéo 4.
Equacao 4:

Viabilidade celular (%) =

= (Abs da amostra (490 nm) — Abs do controlo (490nm)) X 100
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3. Resultados e Discussao

O silenciamento genético pode contribuir para a potenciacao de diferentes abordagens no
tratamento oncoldgico. Por exemplo, os oligonuclettidos de ssDNA usados em silenciamento
conseguem reconhecer um produto genético especifico, inibindo a producao de proteinas associ-
adas ao desenvolvimento do cancro, ao ativar RNase H que cliva hibridos de DNA/RNA; através
do bloqueio estérico da traducdo; ou por modulagéo de splicing alternativo!®. Desta forma, as
células que possuem o marcador genético selecionado serdo alvo de um targeting seletivo, com
o0 intuito de melhorar a efic4cia da terapia. O silenciamento genético tem tirado proveito de estra-
tégias de nanovetorizacao que prolongam o tempo de meia-vida de circulagcdo de TNAs, enquanto
simultaneamente promovem o aumento do uptake celular®’. Aqui foram usadas AuNPs - combi-
nadas ou ndo com diferentes formulagGes lipossomais - como vetores para a entrega especifica de
oligonucleétidos para targeting da sequéncia de mRNA de c-MYC em células HCT116, em que
a silencing moiety estava numa configuracéo stem-loop para melhor a seletividade e especifici-

dade perante a sequéncia-alvo!®,

AUNPs com aproximadamente 14 nM de didmetro foram sintetizadas e funcionalizadas
com PEG (AuNP@PEG) e com um oligonucleétido ssDNA para targeting da sequéncia de
mMRNA de c-MYC (densidade de 60 oligonucle6tidos por nanoparticula). A funcionalizacdo com
PEG é crucial no aumento da solubilidade dos nanoconjugados em sistemas in vitro e in vivo, na
reducao do uptake dos mesmos pelo sistema reticuloendotelial aumentando o tempo de circulagédo

nos nanoconjugados e na diminuicdo destes com proteinas do soro e de tecidos®.
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3.1. Sintese e Caracterizacdo de Nanoconjugados para Silenciamento

Genético

As nanoparticulas de ouro apresentam propriedades fisicas e éticas distintas, dependentes
do tamanho, morfologia, estrutura da superficie e estado de aglomeracao das nanoparticulas. Ao
lidar com AuNPs, especialmente ao funcionalizar a superficie das mesmas com agentes quimicos
ou biomoléculas, a sua caracterizacdo apresenta bastante importancia, por exemplo, para avaliar
o resultado da modificacdo de superficie. Algumas das técnicas de caracterizacdo de nanoparti-
culas de ouro foram utilizadas como descrito, nomeadamente, espetroscopia UV-Visivel, DLS e
Potencial Zeta. Durante a sintese e preparacdo das nanoparticulas com diferente funcionalizagdo
de superficie (AuNPs, AUNPs@PEG e AUNPs@PEG@MY C), estas foram caracterizadas usando

as técnicas mencionadas.

Foram recolhidos espetros de absorbancia correspondestes ao intervalo de comprimento de

onda da radiacéo incidente de 420 nm a 720 nm (Figura 3.1.A).

Espetro de Abs - Nanoconjugados
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Figura 3.1.A - Espetros de absorbancia em funcdo do comprimento de onda da radia¢do incidente
(nm) dos diferentes nanoconjugados. As setas indicam o pico de SPR das diferentes AuNPs, evidenciando
0 desvio existente.
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Um tratamento mais cuidado dos dados obtidos permitiu detetar o comprimento de onda
da radiacdo incidente correspondente com o pico de SPR das nanoparticulas em diferentes niveis
de funcionalizacdo. Ao realizar a média movel dos valores de absorbancia em fungéo do intervalo
de comprimento de onda da radiacdo, de modo a suavizar flutuacdes curtas dos dados e destacar
tendéncias a longo prazo, e derivar os valores resultantes da média mével, foi possivel determinar
com precisdo o comprimento de onda correspondente ao pico de SPR das diferentes nanoparticu-
las de ouro (Figura 3.1.B). Como observavel, ocorreu um desvio no pico de SPR, havendo um
aumento do comprimento de onda da radiagdo responsavel por este proporcional ao nivel de fun-
cionalizacdo, ou seja, as AUNP apresentam o pico de SPR a um comprimento de onda menor que
as AUNP@PEG, sendo que este é também, por sua vez, menor que nas AUNP@PEG@MYC
(Tabela 3.1). Este desvio indica assim acerca do estado de funcionalizacdo das nanoparticulas,
resultando de um aumento no indice refrativo local na superficie das mesmas, como consequéncia
do PEG localizado na superficie das AuNP@PEG e do PEG e oligonucledtido nas
AuNP@PEG@MYC.

Derivada da Média Movel dos Espetros de Abs

0,001

T ————

518 518,5 519 519,5 520 520,5 521 521,5 522

3 523,5 5247524,5_525

Absorbéancia

-0,001
Comprimento de onda (nm)

—@— AuNP AuNP@PEG AuNP@PEG@MYC

Figura 3.1.B - Representacdo gréafica da derivada da média movel dos valores de absorbancia em
funcdo do comprimento de onda da radiac&o incidente (nm) dos diferentes nanoconjugados.

Os espetros de absorbancia (Figura 3.1.A) permitiram também o célculo da concentracdo
de nanoparticulas de ouro em suspensdo, juntamente com uma aproximacao do tamanho (diame-

tro) do ndcleo das mesmas.

O didmetro aproximado das nanoparticulas foi extrapolado ao elaborar uma reta de cali-

bragdo tendo em conta os dados tedricos e empiricos apresentados por Haiss et al. (Figura 3.2).
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Foi entdo retirada a equacdo que relacionava o didmetro das nanoparticulas com a razdo entre a

absorbéancia no pico de SPR e a absorbancia no comprimento de onda de 450 nm.

Equacéo 5:

Didmetro NP (nm) =0.112 % eZ.9986X((AbSSPR)/(AbS 450 nm))

O diametro aproximado do nicleo de ouro dos diferentes nanoconjugados foi assim calcu-
lado através da aplicacdo da equacéo anterior (Tabela 3.1).

Razao de Abs vs Diametro da AuNP
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Figura 3.2 - Reta de calibragdo elaborada a partir de dados tedricos e empiricos apresentados por
Haiss et al., que relaciona o diametro de nanoparticulas de ouro esféricas (nm) com a razdo entre a ab-
sorbancia das mesmas correspondente ao seu pico de SPR e a absorbancia destas a 450 nm.

A concentragdo de nanoparticulas de ouro em solucgéo foi determinada através da aplicacao
direta da lei de Lambert-Beer, que dita que a absorbancia de uma substancia homogénea esta

influenciada de forma proporcionalmente direta pela concentragdo da mesma, de acordo com a

seguinte férmula:

Equacéo 6:

A= ¢ Xl xXC
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Em que, A é a absorbancia da substéncia, € é o coeficiente de extingdo molar para o com-
primento de onda remetente a A, | é o comprimento do percurso 6tico e C é a concentracdo da

substancia em solucéo.

Para nanoparticulas de ouro de aproximadamente 14 nm de didmetro, tamanho esperado ao
utilizar o método de sintese referido, o pico de SPR ronda por volta de 520 nm de comprimento
de onda de radiagdo incidente e o coeficiente de extingdo molar correspondente é de 2.33x108 M-
1 em*. Como evidenciado anteriormente, as nanoparticulas de ouro sintetizadas exibem as carac-

teristicas enunciadas.

Com isto, a concentragdo de nanoparticulas de ouro em solugdo foi calculada usando o
valor de absorbancia referente ao pico de SPR correspondente a cada um dos diferentes nanocon-
jugados (AUNP, AUNP@PEG, AUNP@PEG@MYC) (Tabela 3.1). Em casos em que foram rea-
lizadas diluigBes para correta leitura dos espetros de absorbancia, a concentracéo obtida foi mul-
tiplicada pelo fator de diluicdo de modo a indicar o valor de concentracdo na solugéo stock.

Tabela 3.1 - Valores de comprimento de onda correspondente ao pico de SPR, didmetro aproximado e
concentracdo em suspensao dos diferentes nanoconjugados.

AUNP AUNP@PEG AuUNP@PEG@MYC
Pico de SPR (nm) 521 523 524
Diametro aproximado do 14,42
nacleo de ouro (nm)
Concentracdo (nM) 57,01 49,14 60,09

As nanoparticulas particulas de ouro preparadas foram também caracterizadas por DLS.
Esta técnica permite determinar qual o tamanho hidrodindmico das nanoparticulas, o que inclui o
tamanho do ndcleo das nanoparticulas, as moléculas a superficie das mesmas e a esfera de solva-
tacdo. Assim sendo, a conjugacdo de moléculas como PEG e oligonucle6tidos a superficie das
nanoparticulas de ouro aumenta o tamanho hidrodindmicos das mesmas, como verificado pelo
aumento de Z-average referente as nanoparticulas nos diferentes estados de funcionalizagéo (Ta-
bela 3.2). A relagdo entre o didametro das particulas e a frequéncia deste na populagdo foi repre-
sentada graficamente (Figura 3.3), 0 que permite aferir acerca da monodispersividade das dife-
rentes populactes de nanoconjugados. As AUNP@PEG mostram um alargamento da curva, que

pode estar associado a um baixo nivel de agregacao (Figura 3.3). Ao avaliar simultaneamente 0s
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valores de indice de polidispersividade obtidos, 0s dados sdo indicativos de que as trés populacbes

de nanoconjugados tém uma distribuicdo monodispersa (Tabela 3.2).
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Figura 3.3 - Distribui¢do do tamanho dos varios nanoconjugados. Representagdo gréfica da fre-
guéncia de nanoparticulas observadas (em percentagem) em funcdo do didmetro das mesmas (nm).

Foram também medidos os valores de potencial zeta dos diferentes nanoconjugados (Ta-

bela 3.2). O potencial zeta mede a magnitude de repulsdo/atracdo eletrostatica/de carga entre par-

ticulas, o que afeta a sua estabilidade e estado de dispersdo/agregacédo. A ligagdo de PEG a super-

ficie das AUNPs induz um desvio do potencial zeta para valores mais neutros, enquanto que, tendo

em conta a carga negativa das moléculas de ssDNA, a funcionalizagcdo com oligonucleétidos in-

duziu um desvio para valores mais negativos, como demostrado (Tabela 3.2).

Tabela 3.2 - Valores de Z-average (nm), indice de polidispersividade (PI) e Potencial Zeta referentes aos
diferentes nanoconjugados. Os valores representados foram calculados fazendo a média de pelo menos trés
medicBes independentes e o respetivo desvio-padrdo (com excec¢do da medicdo de Potencial Zeta que ape-
nas foi possivel ser realizada uma vez).

AuNP AuNP@PEG AuNP@QPEG@MYC
Z-average (nm) 16,46 + 0,80 20,60 + 0,66 23,18 + 0,69
PI 0,29 £ 0.09 0,30 £0.11 0,29 £ 0,17
Potencial Zeta (mV) -36 -27 -42
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3.2. Incorporacdo de Nanoconjugados em Lipossomas e Caracterizacao

das Formulages

A escolha das formulacGes lipossomais a utilizar nesta seccdo teve por base um estudo
preliminar realizado por Patricia Fraga, intitulado "Caracterizacdo de formulagcdes Lipossomais
para gene delivery". De acordo com o estudo realizado, dentro das diversas formulacdes analisa-
das, as formulac@es lipossomais que apresentavam maior estabilidade e capacidade de retencédo
de AuNPs eram as formulacdes J e M, utilizadas neste trabalho. As formulacBes J e M, vazias e
combinadas com os nanoconjugados de ouro, foram preparadas em colaboracdo com a Doutora

Manuela Colla na Faculdade de Farmacia da Universidade de Lisboa.

Apos a preparagdo das formulagGes lipossomais mencionadas, a concentragéo final de li-
pido, o tamanho dos lipossomas e o tipo de dispersdo destes foi determinado (Tabela 3.3). Tendo

em conta os valores de PI obtidos, todas as formulagdes apresentavam popula¢des monodispersas.

Tabela 3.3 - Valores de concentracéo final de lipido (umol/mL), didmetro médio das particulas (nm) e
indice de polidispersividade (PI) das populacfes analisadas referentes as diferentes formulagdes liposso-
mais, vazias e conjugadas com nanoconjugados de ouro.

Formulaces [Lipido]fina (umol/mL) | Diametro médio (nm) Pl
JO 7,37 99,72 0,033
J1 5,53 197,30 0,075
MO 3,04 115,00 0,035
M1 2,94 170,53 0,053

Tendo em conta 0s métodos usados na preparagdo das formulacdes, foi entdo assumido que
os lipossomas séo unilamelares e feito um calculo teérico do possivel nimero de lipossomas em
solucéo a partir da concentracdo de lipido final e do tamanho médio dos lipossomas (Tabela 3.4)

usando a seguinte equacao.

Equacao 7:

[47(2)" + 4m (&)’

a

Ntotar =
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Em que 4n(§)2 € a area de superficie de uma das monocamadas do lipossoma, sendo d o
didametro do lipossoma, h a espessura da bicamada lipidica (aproximadamente 5 nm) e a a area da
cabeca do fosfolipido (aproximadamente 0.71 nm? para fosfatidilcolinas). Na equacéo 7, a area
de superficie de ambas as monocamadas hum lipossoma unilamelar sdo somadas. Posteriormente,

o total de area lipidica € dividida pela area da cabeca de uma molécula de lipido.

Sabendo a concentragdo de lipidos em solugdo, é possivel determinar o nimero total de
particulas lipidicas por volume de solucdo (Tabela 3.4). A equacdo seguinte foi usada para calcu-

lar o nimero de lipossomas por mililitro de solucéo:
Equacéo 8:

Myipiao X Ny
Nygzas X 1000

Nlipossomas -

Em que Miipiago € @ concentracdo molar de lipido, Niotal € 0 NUmero de lipidos por lipossoma
e Na é 0 nimero de Avogadro. Foi feita a conversdo do nimero de particulas lipidicas por mililitro

para a concentracdo das mesmas em solucdo (Tabela 3.4).

A concentragdo de AUNP@PEG@MYC presente em solugéo foi determinada a partir do
pico de SPR obtido por espetrofotometria UV-Vis como explicado (Figura 3.4), usando o método
desenvolvido por Haiss et al. e aplicado anteriormente. As formula¢es sem AUNP@PEG@MYC
foram usadas como branco de modo a minimizar o efeito dos lipidos presentes em solugdo no
espetro relativo aos nanoconjugados de ouro. A solucdo lipidica contendo a formulacéo J1 conti-
nha uma concentragdo de aproximadamente 4.94 nM de AUNP@PEG@MYC, enquanto que a
solucéo lipidica contendo a formulagdo M1 continha uma concentragdo de aproximadamente 6.20
nM de AUNP@PEG@MYC (Tabela 3.4).

Tabela 3.4 - Valores de numero total de lipidos por lipossoma, nimero de particulas lipidicas por mL de
suspensdo, concentragdo de particulas lipidicas em suspensdo, concentracao de nanoconjugados de ouro e
a proporcao destes em relagdo ao nimero de particulas lipidicas referentes a cada formulagao.

FormulacGes

Numero total de
lipidos por lipos-

NUmero de particu-
las lipidicas por mL

Concentracéo de
particulas lipidi-

Concentracéo de na-
noconjugados de

Proporcéo de nano-
conjugados de ouro

soma cas (nM) ouro (nM) por particula lipidica
Jo 79571,80 5,568x10% 92,98 0 N/A
J1 327302,95 1,02x108 16,96 4,94 1:3
MO 107245,63 1,71x108 28,45 0 N/A
M1 243171,50 7,28x10%2 12,14 6,20 1:2
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Assumindo que todos 0s nanoconjugados estdo incorporados, conjugados ou encapsulados
nos lipossomas, a formulacdo J1 apresenta uma razdo de 1:3 (nanoconjugados:lipossoma) e a
formulacdo M1 apresenta uma razdo aproximada de 1:2 (nanoconjugados:lipossoma). Apesar da
formulacdo J1 apresentar uma maior concentracao de particulas lipidicas, a formulacdo M1 con-
tinha um valor de concentracdo de AUNP@PEG@MYC superior. Considerando o nimero de
nanoconjugados em compara¢do com o nimero de lipossomas, a formula¢do M1 apresenta van-
tagens na medida em que existe uma maior proporc¢do de lipossomas com nanoconjugados, en-
quanto que a formulacdo J1 apresenta uma maior proporcdo de lipossomas vazios. Isto remete
para uma maior eficiéncia de carregamento de lipossomas com AuNPs em lipossomas baseados

na composi¢do e método de preparacdo da formulagdo M.

Espetro de Abs - Formulacdes com AuNPs
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Figura 3.4 - Espetros de absorbancia das formulagdes J1 e M1. As formula¢Bes JO e MO foram
usadas como branco na medicdo dos espetros, respetivamente.
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3.3. Avaliacdo da Expressao do Gene c-MYC em Células da Linhagem

Celular HCT116 Incubadas na Presenca de Diferentes Nanoconjugados

Os dados de gPCR obtidos foram analisados pelo método de Ct (224¢)1% em que o nivel
de expressao genética relativa é dado através da quantificacdo do gene de interesse (c-MYC) re-
lativamente ao gene de controlo (18S), normalizado a condicdo controlo (células expostas a
AUNP@PEG). Assim sendo, o nivel de expressdo genética relativa para cada time-point é calcu-

lado através da aplicacdo das equacdes 2 e 3.

Equacéo 2:
ACt = Ct._yyc — Ctygs
Equacéo 3:

AACt = ACtnanoconjugado — ACtpunrerec

O 18S rRNA foi usado como controlo interno na calibragdo dos niveis de expressao do
gene-alvo (c-MYC) visto que este apresenta niveis de expressao constantes através das diferentes
amostras e condigdes utilizadas, funcionando como um housekeeping gene. A condigéo controlo
aplicada na andlise enunciada remete para a exposi¢do das células da linhagem HCT116 a
AuNP@PEG na mesma concentracdo que a condi¢do de interesse e durante 0 mesmo periodo de
incubacdo, de modo a excluir o possivel efeito silenciador intrinseco das proprias AuNPs funcio-
nalizadas com PEG e analisar de forma focada o efeito silenciador que advém dos oligonucleoti-
dos funcionalizados em AUNP@QPEG@MYC.

A analise expressao genética de c-MYC através de gPCR em tempo real permite identificar
algumas tendéncias acerca de como a incubacdo com os diferentes nanoconjugados durante varios

periodos influenciam a expressdo do gene alvo.
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Expressao do gene c-MYC em células HCT116
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Figura 3.5 - Silenciamento génico do gene c-MYC em células da linhagem celular HCT116. O
gréafico representa a expressdo relativa de mRNA apoés incubacdo das células HCT116 com 0.6 nM de
AUNP@PEG@MYC (correspondendo a 36 nM de oligonucledtido), 1.7 nM de formulagédo J1 (correspon-
dendo a 29.7 nM de oligonucleétido) e 1.2 nM de formulagdo M1 (correspondendo a 37.2 nM de oligonu-
cledtido). Os dados foram normalizados ao gene de controlo 18S e depois as células expostas a
AUNP@PEG. Os dados apresentados correspondem a média e ao desvio-padrdo dos valores obtidos em
trés medicGes independentes de cada populacéo correspondente a cada time-point. Ndo foram encontradas
diferengas significativas entre as diferentes condi¢des experimentais (Student's t-test, p-value > 0.05).

Com base na Figura 3.5, em termos gerais, 0 nivel de silenciamento foi aumentando com
0 periodo de incubacdo, o que pode ser explicado pela internalizagdo de um maior nimero de
nanoconjugados ao longo do tempo e pelo tempo necessario a acdo do agente silenciador. Para
um periodo de incubacédo de 2h, as AUNP@PEG@MYC apresentaram maior capacidade de si-
lenciamento (aproximadamente 45%) da expressao do gene c-MYC, comparando com o silencia-
mento provocado pelas formulagfes J1 e M1 (20% e 13% de silenciamento, respetivamente). No
periodo de incubacdo de 4h, o nivel de silenciamento provocado por AUNP@PEG@MYC per-
maneceu Virtualmente igual. No entanto, houve do silenciamento induzido por parte das formu-
lagdes J1 e M1, que para este periodo de incubacdo sdo semelhantes ao causado pelo nanoconju-
gados anterior (45% e 35%, respetivamente). Para o periodo de incubagdo de 6h, houve menor
expressdo do gene c-MYC por parte das células HCT116 incubadas com AUNP@PEG@MYC e
com a formulag&o J1, que provocaram silenciamento do gene na ordem dos 65%. Contudo, houve
uma regressdo na eficiéncia de silenciamento por parte da formulagdo M1, que causou uma ini-
bicdo de expressdo do gene na ordem dos 25%, valor este inferior ao registado no periodo de
incubacédo de 4h. No geral, os nanoconjugados indiciam um eficiente silenciamento genético do
gene alvo.
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3.4. Analise do Uptake de Nanoconjugados de Ouro

De modo a verificar a relagdo entre o silenciamento génico, o uptake de nanoconjugados
de ouro por parte das células da linhagem HCT116 foi estudado, ap6s seeding e challenge com
os diferentes nanoconjugados e nanoformulagGes para um periodo de incubagéo de 6h, como des-

crito.

A anélise de fracionamento com recurso a espetrofotometria UV-Visivel permitiu a quan-
tificacdo, como realizado anteriormente, da concentracdo de AuNPs em solucdo presente nos po-
¢os passado o tempo de incubacdo de 6 horas. A percentagem de internalizagdo das AuNPs rela-
tiva ao challenge com os diferentes nanoconjugados e formulac@es encontra-se evidenciada na

Figura 3.6.
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Figura 3.6. — Percentagem de AuNPs internalizadas por células da linhagem HCT116 ap6s incu-
bacdo com os diferentes nanoconjugados e formulagdes descritas por um periodo de 6h. Os dados apresen-
tados correspondem a média e ao desvio-padrdo dos valores obtidos em trés medi¢des independentes de
cada populacéo. Foi realizada a analise estatistica dos dados obtidos por aplicacdo de Student’s t-test entre
as diferentes condicgdes e o controlo (AUNP@PEG), sendo o p-value > 0.05 em todos 0s casos e, conse-
guentemente, os resultados ndo sdo considerados estatisticamente significativos.

Os dados apresentados na Figura 3.6 corroboram as diferencas existentes na eficiéncia de
silenciamento, sendo visivel uma relacdo direta entre 0 aumento do uptake celular de AuNPs e 0
aumento do silenciamento génico resultante do challenge. Os valores de uptake celular de AuNPs

apresentados na Figura 3.6 coincidem com os resultados obtidos por ICP-MS.
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3.5. Avaliacéo da Viabilidade Celular

Estudos com recurso ao ensaio de MTS foram realizados de modo a verificar qual a influ-
éncia do challenge realizado com os diferentes nanoconjugados e formula¢des na viabilidade ce-
lular. Como controlo foram usadas células da linhagem HCT116 incubadas em meio DMEM e
na auséncia de nanoconjugados durante um periodo de incubacdo de 6h, o que corresponde a
100% de viabilidade celular.

Viabilidade Celular (%)

120,00 n.s.

100,00
80,00
60,00
40,00
20,00

0,00

HCT116 AuNP_PEG  AuNP_PEG_MYC M1

Figura 3.7 — Viabilidade celular, em percentagem, de células da linhagem HCT116 apds realizado
challenge com um tempo de incubacdo de 6h. Os dados apresentados correspondem a média e ao desvio-
padréo dos valores obtidos em trés medicdes independentes de cada populagdo. Foi realizada a analise
estatistica dos dados obtidos através da aplicacéo de Student’s t-test entre as diferentes condicdes e o con-
trolo (AUNP@PEG), sendo o p-value > 0.05 em todos 0s casos e, consequentemente, os resultados ndo séo
considerados estatisticamente significativos.

A Figura 3.7 representa a viabilidade celular, em percentagem, ap6s incubacdo de células
da linhagem HCT116 como descrito, por um periodo de 6h, com as diferentes NPs. O grafico de
viabilidade celular obtido evidencia um aumento de viabilidade por volta de 10% quando com-
parando células incubadas com AuNP@PEG com células HCT116 que incubadas apenas em
meio - este aumento podera estar associado a um aumento de metabolismo j& registado e células
quando incubadas com AuNPs?21 O challenge realizado com AUNP@PEG@MYC resultou

nos menores valores de viabilidade celular (um decréscimo de aproximadamente 15% em
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comparacdo com os valores de viabilidade celular obtidos por incubacdo das células com
AUNP@PEG). O challenge realizado com a formulagdo M1 provocou um aumento de viabilidade
semelhante ao challenge realizado com AuNP@PEG. A incubacdo das células HCT116 com a
formulacédo J1 resultou em valores de viabilidade celular menores que o challenge realizado com
AUNP@PEG, no entanto, apresentou valores de viabilidade superiores comparativamente a incu-
bacéo das células HCT116 com as AUNP@PEG@MYC, apesar de ambos estes nanoconjugados
apresentarem niveis muito semelhantes de eficiéncia de silenciamento para o time-point de 6h, o
que podera indicar menor citotoxicidade por parte da formula¢do J1 em comparagdo com as
AUNP@PEG@MYC.
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4. ConclusOes e Perspetivas Futuras

Apesar da impactante evolucdo na area da oncologia, as atuais opc¢des para o tratamento
do cancro sdo principalmente baseadas em estratégias invasivas e/ou inespecificas que tém a fi-
nalidade de lidar com o crescimento de células malignas e destabilizar a sua progressao. A maioria
das estratégias terapéuticas aplicadas dependem do uso de diferentes farmacos, que exibem falta
de uma desejada seletividade celular e molecular remetente & ndo-danificacéo de células e tecidos
saudaveis aquando da danificacdo das células tumorais. Abordagens desenvolvidas mais recente-
mente tém como objetivo a entrega seletiva da carga terapéutica diretamente as células canceri-
genas, com base na especificidade do seu perfil molecular. Este Gltimo tem sido um dos principais
alvos da terapia genética, na qual ferramentas de edigdo gendmica e abordagens baseadas em
RNAI tém tomado a lideranca na modelagdo e correc¢do a nivel molecular de variagGes por tras da
origem de células cancerigenas. Atualmente, a capacidade de entrega de TNAs ao tecido alvo tem
sido talvez uma das principais barreiras na eficiente aplicacdo deste tipo de estratégias.

A investigacdo na area da nanomedicina tem proporcionado o desenvolvimento de plata-
formas inovadoras capazes de superar 0s obstaculos existentes mencionados anteriormente. As
propriedades fisico-quimicas intrinsecas das nanoparticulas potenciam em si a probabilidade de
sucesso terapéutico de diferentes estratégias aplicadas ao tratamento do cancro. De facto, as na-
noparticulas ndo funcionam apenas como plataformas para a vectorizagdo de diferentes cargas
terapéuticas (por exemplo, TNAs, farmacos, anticorpos, etc.), apresentando também aplicagdes
como dispositivos de imagem médica, contribuindo assim para o desenvolvimento de ferramentas
de teragnoéstico cada vez mais eficientes. A nanomedicina molecular aplicada a terapia do cancro
depende principalmente da entrega especifica da carga terapéutica em questdo em células-alvo,
sendo que, idealmente, 0s nanoconjugados sdo vetorizados para e com elevada eficiéncia de trans-
fecdo em celulas-alvo, apresentando simultaneamente uma baixa toxicidade para as células e te-
cidos saudaveis. Diferentes estratégias de terapia combinatoria tém sido investigadas com a fina-

lidade de potenciar a eficiéncia do tratamento.

Na area da nanomedicina, os lipossomas tém demonstrado ser vetores bastante eficientes
para a entrega de diversos tipos de cargas terapéuticas, apresentando uma elevada capacidade de
carregamento e baixa imunogenicidade e citotoxicidade. Os diferentes métodos de producdo e as
diferentes possiveis composic@es lipidicas dos lipossomas permitem a personalizacdo dos mes-

mos consoante o objetivo final, carga terapéutica a entrega e células-alvo.
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Recentemente, tém ocorrido avancos relativamente ao uso de AuNPs multifuncionais
para a entrega celular de modeladores e silenciadores génicos como alternativa a agentes de trans-
fecdo convencionais, visto que as AUNPs apresentam vérias vantagens em termos das suas pro-
priedades de superficie, biodistribuicdo e possibilidade de combinagdo com diferentes agentes e
estratégias terapéuticas. As AuNPs apresentam assim uma grande potencialidade como vetores

para a entrega seletiva de TNAs em células cancerigenas.

Devido as propriedades das AuNPs e dos lipossomas, a formacao de complexos entre 0s
dois pode resultar em vantagens terapéuticas. Particularmente, a combinagdo de AuNPs (funcio-
nalizadas com TNAs) com lipossomas apresenta a possibilidade de um efeito sinergistico, que

poderé resultar numa maior eficécia de terapia genética.

Neste trabalho, AuNPs funcionalizadas com PEG e ssDNA foram combinadas com dife-
rentes formulagdes lipossomais (formulacdo J e formulagdo M), com o intuito de estudar a capa-
cidade de silenciamento do oncogene c-MYC por parte dos complexos obtidos em células da li-
nhagem HCT116 (cancro colorretal), juntamente com o impacto que os diferentes hanoconjuga-
dos e complexos apresentam no uptake e na viabilidade celular. Os estudos realizados apontam a
formulacéo J1 como tendo uma eficiente capacidade de silenciamento para um periodo de incu-
bacéo de 6h, apesar de apresentar menores valores de uptake celular e menor impacto na viabili-
dade celular qguando comparada com o uso de AUNP@PEG@MYC para 0 mesmo periodo de

incubacéo.

Futuramente e na continuagdo deste projeto, existem varios aspetos que podem ser explo-
rados. Nomeadamente: os diferentes estudos efetuados neste trabalho, ou seja, a avaliagdo da
expressdo genética do c-MYC, a anélise da internalizagdo de AUNPS@PEG@MYC por parte das
células HCT116 e a avaliagdo da viabilidade celular deveriam ser realizados consoante mais pe-
riodos de incubacéo - 2h, 4h, 6h, 12h, 24h, 48h e 72h - de modo a desenhar o perfil de acdo dos
diversos nanoconjugados ao longo do tempo e do seu efeito nos parametros mencionados; previ-
amente a realizacdo dos estudos enumerados, a preparacdo de complexos Au-lipossoma com re-
curso a métodos mais precisos (como por microfluidica) e uma melhor caracterizacdo dos dife-
rentes complexos obtidos seria necessaria, principalmente a verificacdo do potencial zeta das for-
mulagOes obtidas, a quantificagdo mais precisa da concentracdo de AuNPs presentes nas formu-
lagcOes, a determinacdo da razdo de AuNPs por lipossomas, a localizagcdo dos nanoconjugados de
ouro nos lipossomas, etc.; deveriam também ser realizados ensaios de estabilidade dos complexos
preparados e comparagdo dos resultados com as formulagfes que ndo conteriam nanoconjugados

de ouro e com as outras variaveis presentes (composicao lipidica, método de preparacdo, etc.); o
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estudo da curva de crescimento das células da linhagem HCT116 com e sem challenge por parte
dos nanoconjugados de ouro e formulacdes deveria ser efetuado, com o intuito de verificar qual
0 impacto dos mesmos no crescimento e progressao celular; deveriam ser realizados ensaios de
apoptose das células da linhagem HCT116 com e sem challenge prévio por parte dos nanoconju-
gados de ouro e formulagdes; o estudo do trafego intracelular dos complexos e comparagdo com
as vias usadas pelas AuNPs e lipossomas seria de particular interesse; a combinacdo da terapia
estudada com outras estratégias terapéuticas, como hipertermia ou quimioterapia, também apre-
senta possivel interesse. Os estudos realizados e propostos deverdo ter um nimero de replicados
adequado de modo a garantir a robustez da andlise estatistica.

Apos o estudo elaborado dos complexos e formulagdes sintetizadas, uma possibilidade fu-
tura encontra-se na translacdo das mesmas para aplica¢des clinicas. De momento, talvez os requi-
sitos mais urgentes para uma eficiente translacdo de sistemas de terapia genética com base em
nanotecnologia para a clinica sdo a possibilidade de scale-up da producdo, a capacidade de carac-
terizacdo extensa, precisa e reproduzivel da nanotecnologia e o estudo extensivo de estudos de

toxicidade em organismos humanos.
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