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Resumo

Mesmo apds mais de meio século de pesquisas e desenvolvimento em
quimioterapia, o cancer ainda é uma das doencas mais dificeis de serem tratadas.
Dentre os tipos de cancer, o de prostata aparece em destaque por ser a forma mais
incidente entre os homens. O pequeno progresso alcangado até os dias de hoje no
tratamento desta doenga nos levou a pesquisar duas estratégias para intervir na
multiplicagdo de células de cancer de prdstata. Na primeira, um sistema de
liberacao de farmacos (drug delivery) baseado em ciclodextrinas e destinado a
melhorar a biodisponibilidade da riboflavina (vitamina capaz de induz apoptose
em células tumorais) foi preparado, caracterizado e testado. A segunda estratégia
consistiu no desenvolvimento de um sistema de transferéncia de genes (gene
delivery) baseado em nanoparticulas lipidicas solidas, para futura transferéncia de
genes supressores de tumor e, portanto, indutores da morte das células de cancer
prostatico. Na primeira parte foi realizada a caracterizagao fisico-quimica de
complexos de riboflavina com beta (B-CD) e hidroxipropil beta (HP-B-CD)
ciclodextrinas, seguida de avaliacio da toxicidade em células de cancer de
prostata. A associacao da riboflavina com as ciclodextrinas aumenta a solubilidade
desta vitamina e melhora sua eficiéncia contra células de cancer de prostata.
Entretanto, a interacdo molecular da riboflavina, tanto com B-CD quanto com HP-
B-CD, mostrou-se nao usual, como comprovado por ressonancia magnética
nuclear, pelos ensaios de Efeito Nuclear Overhauser. Na segunda parte, foram
desenvolvidas nanoparticulas lipidicas solidas de ca. 100 nm, compostas de acido
estedrico, dioleil-propanoato de trimetilamonio e Pluronic F68; foi também
estudada a influéncia da adicao de dioleil-fosfatidiletanolamina a essas
formulagdes. As nanoparticulas se mostraram bastante estaveis quanto ao tamanho
e potencial Zeta, durante o periodo (140 dias) estudado. Elas também foram
capazes de proteger o material genético transportado contra a a¢do da enzima
DNase e apresentaram eficiéncia de transfeccao comparavel a da Lipofectamina
2000®, um carreador comercial de uso consagrado para transfeccao.

Palavras chave: DPrdostata - Cancer; Riboflavina; Ciclodextrinas;
Nanoparticulas lipidicas solidas; Técnicas de transferéncia de genes.
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Abstract

Even after more than half a century of research and development in chemotherapy,
cancer remains one of the most difficult diseases to treat. Among the cancer types,
prostate adenocarcinome is the most incident in male. The insufficient advances
attained so far in cancer treatment led us to explore two strategies designed to
obstruct proliferation of prostate cancer cells. At the first, a drug delivery system
based on cyclodextrins and aimed to improve the bioavailability of riboflavin (a
vitamin able to induce apoptosis in tumor cells) was prepared, characterized and
tested. The second strategy consisted in the development of a gene delivery system
based on solid lipid nanoparticles for future transfer of tumor suppressor genes
able to induce death of prostate cancer cells. The first part of this thesis comprises
the physico-chemical characterization of beta (B-CD) and hydroxypropyl beta (HP-
B-CD) cyclodextrins complexes with riboflavin, followed by evaluation of their
toxicity against prostate cancer cells. Riboflavin complexation with cyclodextrins
increased the solubility of this vitamin and its effectiveness against prostate cancer
cells growth. However, the molecular interaction of riboflavin with either p-CD or
HP-B-CD was unusual, as evidenced by nuclear magnetic resonance (Overhauser
Nuclear Effect) experiments. In the second part solid lipid nanoparticles of ca. 100
nm and composed of stearic acid, 1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium-propane and
Pluronic F68 (with or without 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine)
were prepared. Stability (evaluated by size and Zeta potential of the nanoparticles)
was quite good during a 140 days storage period. The nanoparticles were able to
protect genetic material against DNase action and showed a transfection capacity
comparable to that of Lipofectamine 2000®, a commercially available gene carrier.

Keywords: Prostate — Cancer; Riboflavin; Cyclodextrins; Solid lipid nanoparticles;
Gene transfer techniques.
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Introducao

Cancer de Prostata

Mais de meio século de pesquisas em quimioterapia nao foi suficiente para
desenvolver uma terapéutica eficaz contra o cancer, que continua sendo uma das
doencas mais dificeis de serem tratadas. Isso se deve a diversos fatores como o
limitado nimero de modelos animais, a alta diversidade de tumores, a resisténcia
destes a farmacos e aos acentuados efeitos colaterais das terapias atuais (Bradbury,
2007). Salvo excegdes, como a do cancer de testiculos, a quimioterapia atual é capaz
de oferecer apenas um modesto aumento do tempo de sobrevida dos pacientes.
Somado a isso o nimero de idosos em todo mundo vem crescendo e com isso as
novas estimativas de incidéncia da doenga apontam para 20 milhdes de novos
casos por ano, nos proximos 20 anos (Bradbury, 2007).

Em homens, o cancer de prdstata apresenta a maior estimativa de
incidéncia, além de ser o segundo em ntimero de mortes entre homens norte-
americanos, sendo menor apenas que o cancer de pulmao (Jemal et al., 2007). 670

mil novos casos sao registrados por ano em todo mundo, sendo que, s6 nos
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Estados Unidos, estapatologia é responsavel por 9% das mortes entre homens, o
que significa cerca de 27 mil mortes por ano (Jemal et al., 2007; Teillac & Mongiat-
Artus, 2007). O numero de casos novos de cancer de prostata estimados para o
Brasil, no ano de 2008, foi de 49.530. Esses valores correspondem a um risco
estimado de 52 casos novos a cada 100 mil homens (INCA, 2008'). Sem considerar
os tumores de pele nao melanoma, o cancer de prostata é o mais frequente em
todas as regides, com risco estimado de 69/100.000 na regiao Sul, 63/100.000 na
regiao Sudeste, 47/100.000 na regiao Centro-Oeste, 38/100.000 na regido Nordeste, e
22/100.000 na regiao Norte (INCA, 2008'). Mesmo crescendo menos que na década
de 90, a incidéncia de cancer de prostata ainda aumenta, fato que pode ser
atribuido, em parte, a testes mais sensiveis, capazes de detectar a doenca em
estagios iniciais tais como o teste do antigeno prostata-especifico. Além disso, o
aumento da expectativa de vida é outro fator que tem contribuido grandemente
para o contexto epidemiologico do cancer de prostata. Este tipo de cancer
apresenta significativa relacdo com a idade, ja& que 75% dos casos acometem
homens com 65 anos ou mais (Jemal et al., 2007).

Como o cancer de prdstata raramente é sintomatico, de 38% a 51% dos
pacientes ja apresentam metdstase quando diagnosticados, o que diminui
drasticamente a sobrevida (Papatsoris & Papavassilou, 2001; Thompson, 2007). O
orgao alvo da metdastase relacionada ao cancer de prdstata é o osso, sendo a
metastase 0ssea uma das maiores causas de mortalidade. Acredita-se que fatores
produzidos pelas células do cancer estimulam a proliferagio dos osteoclastos,

células Osseas responsaveis pela reabsor¢ao da matriz 6ssea (Inoue et al., 2005).

L http:/lwww.inca.gov.br/estimativa/2008/
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Mesmo diante de tantas informacdes a respeito do cancer de prdéstata, pouco
progresso tem sido alcancado no tratamento desta doenga. Atualmente, varias
estratégias tém sido definidas como promissoras para seu tratamento, mas a
quimioterapia ainda € o protocolo terapéutico de escolha (Sonpavde & Hutson,
2006). Perspectivas otimistas indicam que, em algumas décadas, avanc¢os na
prevengao, deteccao e tratamento transformem o cancer em uma doenga cronica e
nao mais em uma fatalidade (Bradbury, 2007).

Dentre os quimioterdpicos, a daunorubicina e a mitoxantrona siao os
farmacos mais efetivos para o tratamento de cancer de prdstata, mama, leucemia e
linfomas. Os mecanismos propostos para o efeito desses fdrmacos sao a
intercalagdo no DNA e a inibi¢ao da topoisomerase II (Kostrzewa-Nowak et al.,
2007).

Em nosso trabalho, a linhagem de células PC3, provenientes de cancer de
prostata humano andrdgeno-independente foi utilizada como modelo
experimental. Esta linhagem foi escolhida por conservar caracteristicas
importantes de sua origem e por apresentar alta agressividade, o que possibilita

boas correlagdes com a fisiologia do tumor.

Riboflavina

Desde sua descoberta e caracterizagdo quimica, as flavinas tém sido
correlacionadas com diferentes processos celulares envolvendo transferéncia de
elétrons, tendo participacao na oxidagao de varios substratos organicos na cadeia
de transporte de elétrons presente na mitocondria, bem como nas reagoes
envolvendo o complexo citocromo Psso (Massey, 2000; Souza et al. 2005). O papel

bioldgico desta vitamina € vasto, mas podemos destacar sua agdo como:
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a) Cofator de enzimas - a riboflavina é pertencente ao grupo de vitaminas do
complexo B, sendo um componente importante das coenzimas flavina adenina
dinucleotideo (FAD) e flavina mononucleotideo (FMN). Ela desempenha, portanto,
importante papel para o metabolismo celular, atuando como cofator de vdrias
enzimas de 6xido-reducao de vias catabolicas (Ciclo de Krebs, Ciclo de Lynen) e
outras como a glutationa redutase, importante na resposta celular ao estresse
oxidativo (Hustad et al., 1999; Bender, 2003; Ball, 2004).

b) Prooxidante e antioxidante (sequestradora de radicais livres) - as flavinas
podem contribuir para o estresse oxidativo por produzir superoxido, mas também
podem reduzir hidroperoxidos e outros radicais de oxigénio (Massey, 2000).
Minami e col. (1999) demonstraram que a citotoxicidade da riboflavina irradiada
sobre fibroblastos foi devida a producao de perdxido de hidrogénio.

¢) Quimioprotetor - Webster e col. (1996) demonstraram que a deficiéncia da
riboflavina na dieta provocou aumento da expressdao de enzimas de reparo do
DNA (poli-ADP-ribose polimerase, DNA polimerase e DNA ligase), quando
ratos deficientes de riboflavina foram tratados com carcinogenos, enquanto que a
suplementacao com riboflavina provocou diminui¢ao na expressao destas enzimas,
sugerindo menor grau de danos no DNA.

d) Agente citotdxico - na presenca de triptofano e riboflavina irradiada é
possivel obter varios produtos (formagao do aduto triptofano-riboflavina), os quais
podem ser toxicos (Mancini et al, 2000). Edwards e col. (1994 e 1999)
demonstraram que fotoprodutos obtidos a partir do acido indol-acético na
presenga da riboflavina induziram a morte por apoptose das células HL60 e das
células NOS/2 (tumor murino).

e) Agente antitumoral - recentemente o grupo de pesquisa da Dra. Carmen

Verissima Ferreira demonstrou, em detalhes, o mecanismo pelo qual fotoprodutos
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da riboflavina causam apoptose em células tumorais (leucemia e cancer de
proéstata). O processo de indugao da apoptose se da através da ativagao do receptor
do Fas e sintese da ceramida (Souza et al., 2006). Além disso, a riboflavina per si é
capaz de potencializar a agdo da mitoxantrona em até 20 vezes, além de acelerar

sua acgao (Ferreira et al., 2005).

Ciclodextrinas

As ciclodextrinas foram descritas pela primeira vez em literatura em 1891
por Villiers que, enquanto estudava a acao da bactéria Bacillus amylobacter sobre o
amido de batata, isolou em pequena quantidade uma substancia cristalina que ele
denominou de celulosina, gragas a sua semelhanga com a celulose. Esta substancia,
que hoje é conhecida como ciclodextrina (CD) recebeu, no decorrer de sua histdria,
diversas denominacdes como: cicloamilose, ciclomaltose ou dextrina de
Schardinger (Matioli, 2000; Del Valle, 2004).

CDs sao polimeros ciclicos de alfa-glicopiranoses e naturalmente os
oligbmeros naturais mais comuns possuem 6, 7 ou 8 monomeros, denominados,
respectivamente de: o, p e y-ciclodextrina. Essas moléculas apresentam conformacgao
espacial toroidal, onde a regido exterior apresenta grupamentos hidroxila que
garantem a solubilidade dessas moléculas e seu interior apresenta hidrogénios com
carater hidrofébico. Essa estrutura possibilita que esses oligdmeros acomodem, em
seu interior, moléculas “hdspedes” de dimensdes e caracteristicas apropriadas,
funcionando assim, como carreadores de farmacos (Matioli, 2000; Szejtli, 2004).

Em 1953, Freudenberg, Cramer e Plieninger obtiveram a primeira patente de
uma formulacdo contendo CD; nela os autores descrevem os principais beneficios
da utilizacdo de ciclodextrinas como carreadores de fadrmacos, dentre os quais

podemos destacar o aumento da solubilidade aquosa do composto complexado,
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efeito protetor a oxidagao e reducao ou perda da volatilidade (Davis & Brewster,
2004).

A partir de 1970 houve um crescimento exponencial no numero de
publicagoes relatando o uso de CDs como carreadores de farmacos, principalmente
depois que estudos de toxicidade demonstraram que efeitos indesejaveis e
inicialmente atribuidos as ciclodextrinas eram, na verdade, originados de impurezas
e de formas inadequadas de administracao das mesmas (Loftsson & Duchene, 2007).

Uma das mais importantes propriedades das CDs é a habilidade em formar
complexos de inclusdo (complexos hospede-hospedeiro) com uma grande
variedade de substancias no estado sélido, liquido ou gasoso através de interagoes
moleculares (Brewster & Davis, 2004). A principal for¢a de interacao para a
formacao de complexos € a liberagao de moléculas de dgua fortemente associadas
ao interior da cavidade (em ligacdes hidrogénio); assim, quando a molécula
hospede se insere na cavidade das CDs ela desloca moléculas de 4gua presentes no
seu interior, fazendo com que ocorra uma associagao do tipo apolar, resultando em
um estado energético mais favoravel, isto é, de menor energia (Loftsson &
Duchene, 2007). Além disso, interagdes moleculares fracas como hidrofdébicas, de
van der Waals, dipolo-dipolo, ligagdes de hidrogénio hdspede-hospedeiro e de
transferéncia de carga determinam caracteristicas da complexacdo como a
estequiometria e a constante de associagao (Brewster and Loftsson, 2007).

Como relatado anteriormente, a interacdo com CDs pode trazer diversos
beneficios, dentre os quais destacamos o aumento na solubilidade do farmaco. Isso
pode contribuir para que uma dose menor seja efetiva, garantindo diminuigao dos
efeitos citotdxicos, além de proteger farmacos labeis da desidratacao, hidrolise,
oxidacao e fotodegradacao. A somatoria desses fatores contribui significativamente

para aumento da biodisponibilidade do farmaco complexado (Challa et al., 2005).
25



Introducao

Como a toxicidade de novos excipientes ¢ uma das principais caracteristicas
levadas em consideracdo para seu uso em farmacologia é importante ressaltar
alguns pontos importantes (Stella & He, 2008). As CDs sao pouco absorvidas na
quando administradas oralmente, ndao passando de 1% da dose absorvida para o,
B e y-ciclodextrina em ratos (Stella & He, 2008). Administragdes intravenosas de
CDs sao rapidamente eliminadas da circulacdo, de forma intacta, através dos rins
(Stella & He, 2008). Entretanto, ensaios in vitro mostram que a -CD ¢é capaz de
interagir com membranas celulares e, por exemplo, causar hemdlise através de um
complexo mecanismo que envolve, principalmente, a remocao de colesterol, e
também lipidios e proteinas (Irie & Uekama, 1997). Além disso, a f-CD tem sua
administracao parenteral impedida por sua limitante solubilidade aquosa (causada
pelas numerosas pontes de hidrogénio intramolecular), em decorréncia dos danos
causados pela eliminacao renal do complexo B-CD:colesterol e, até mesmo pela
precipitagao de microcristais destes, causando sérios danos ao tecido renal (Irie &
Uekama, 1997). Essas limita¢oes levaram ao desenvolvimento de CDs modificadas
na esperanca de impedir/diminuir a agregacao molecular, evitando assim a
formagao dos microcristais de complexos, ie. B-CD:colesterol e facilitando a
eliminagao das CDs e complexos de inclusao (Irie & Uekama, 1997; Gould & Scott,
2005; Stella & He, 2008). Isso levou a inimeras substituicoes com as mais variadas
utilidades, dentre elas a hidroxipropil-3-CD (HP-p-CD) é uma das CDs
modificadas mais importantes (Gould & Scott, 2005). Sua notoriedade ¢ devida sua
capacidade de inclusao (semelhante a da 3-CD) que é acompanhada por uma
solubilidade sensivelmente grande e efeitos colaterais bastante amenizados, em
relacdo a (3-CD. Com base em dados clinicos a HP-3-CD é considerada como nao
toxica, quando usada em doses menores que 16g (Davis & Brewster, 2004; Gould &

Scott, 2005).
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Para o presente trabalho foram empregadas uma ciclodextrina natural (3-
CD) e uma modificada (HP-B-CD). A seguir passamos a uma revisao histdrica
sobre ciclodextrinas, suas caracteristicas quimicas e aplicagdes como carreadores
de farmacos em drug delivery, que consistiu em um manuscrito que estd aceito para

publicacao na revista Quimica no Brasil (Anexo 1).
Ciclodextrinas: Aspectos histdricos e

caracteristicas quimicas

A primeira mengao em literatura que se tem relato sobre as ciclodextrinas
(CDs) foi de Villiers (em 1891) que, enquanto estudava a agao da bactéria Bacillus
amylobacter sobre amido de batata isolou uma pequena quantidade de uma
substancia cristalina (3g/kg de amido), que ele denominou de celulosina, gragas a
sua semelhanca com a celulose. No decorrer de sua historia as CDs tiveram outras
denominag¢des como cicloamiloses, ciclomaltoses ou dextrinas de Schardinger
(Clarke et al., 1988; Del Valle, 2004). Nesse mesmo trabalho Villiers determinou a
formula estrutural (CeHi0s3).H2O dessas substancias cristalinas, o que
posteriormente levou outros autores a concluirem que sua amostra poderia ser
uma mistura de CDs, ou ainda, estar contaminada.

Em 1903, Schardinger estudava microorganismos que haviam sido
considerados como causa de alguns casos de envenenamento alimentar. Ele
constatou que algumas dessas bactérias resistentes a temperatura (termofilas) eram
capazes de dissolver o amido, formando polissacarideos cristalinos (dextrinas). Ele
distinguiu dois desses polissacarideos que chamou de dextrinas cristalinas A e B as
quais considerou posteriormente, serem provavelmente aquelas isoladas por

Villiers (Clarke et al., 1988; Szente & Szeijtli, 2004).
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Schardinger teve seu interesse despertado pelos polissacarideos cristalinos,
imaginando que esses fizessem parte do processo de sintese ou degradacao do
amido, ou mesmo de sua composigao (Clarke et al., 1988; Szente & Szejtli, 2004).
Dois anos apds, em 1905, ele retomou os estudos com as dextrinas; entretanto, a
linhagem anteriormente isolada nao apresentava mais a capacidade de degradar o
amido. Foi quando acidentalmente, apdés uma contaminagao, ele isolou uma
linhagem capaz de degradar o amido formando as dextrinas, denominando-a de
Bacillus macerans. Inicialmente ele se referia ao produto formado como amilose
cristalina e amilodextrina cristalina mas, posteriormente, julgou inadequado e
passou a chama-las de dextrina cristalina o e dextrina cristalina f. Em 1911,
Schardinger finalizou seus trabalhos com as dextrinas cristalinas, tendo chegado as
seguintes conclusoes:

(1) Quando uma pasta de amido é submetida a acdo de microorganismos
obtém-se substancias hidrofilicas que possuem caracteristicas quimicas
semelhantes as dextrinas.

(2) Diferentes tipos de amido (i.e. batata e arroz) sob as mesmas condigoes,
geram proporc¢oes diferentes dessas dextrinas, quando submetidos a agao de
Bacillus macerans, provavelmente em vista das diferengas na constituigao do amido.

(3) Uma parte das dextrinas produzidas € cristalina, outra parte é amorfa e
com consisténcia de goma, com um rendimento de 25-30% do amido usado de
batatas e araruta.

(4) Foi possivel obter as dextrinas cristalinas de diferentes fontes de amido,
como: batata, araruta, arroz e trigo. Em todos os casos foram obtidos os dois tipos
de dextrinas: a e 3, sempre com um rendimento maior da primeira.

(5) As dextrinas cristalinas sao passiveis de serem precipitadas de solucao

aquosa por alcool, assim como por éter, cloroformio e solugdo de iodo. As
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dextrinas ndo reduzem sais de cobre (solugao de Fehling) e leveduras sao
incapazes de fermentd-las.

(6) A reacao com iodo é uma forma simples de diferenciar as dextrinas « e [3.
Um fino filme de dextrina cristalina a na presenca de iodo torna-se azul quando
umedecida e verde quando seca. Ja o produto da reagao da dextrina cristalina 3
com iodo € acastanhado quando seco ou umido.

Mesmo sem propor a estrutura cristalina das ciclodextrinas, Schardinger,
realizou varias observacdes que hoje atribuimos a estrutura ciclica das CDs (Clarke
et al., 1988; Szente & Szeijtli, 2004).

De 1911 até 1938, pouco foi descoberto sobre a quimica das ciclodextrinas.
Os autores Pringsheim e Karrer destacaram-se nesse periodo; entretanto, a
literatura € repetitiva e cheia de controvérsias e muitas vezes baseada em conceitos
erroneos (Inoue ef al., 1993).

Em 1939, Tilden e Hudson, demonstraram que uma enzima do tipo amilase,
obtida do Bacillus macerans, era responsavel pela produgao das ciclodextrinas. Estes
autores comprovaram que as ciclodextrinas ndao eram produtos do metabolismo
das bactérias, mas sim resultado da acao de enzimas extracelulares que
hidrolisavam o amido e compostos relacionados. Sabe-se atualmente, que estas
enzimas, as Ciclodextrina Glicosiltransferases (CGTases), fazem parte da familia
das amilases (CGTase, Figura 1) e sao produzidas por uma grande variedade de
microorganismos como: Bacillus macerans, Klebsiella exytoca, Bacillus circulans e
Alkalophilic bacillus (French, 1957; Szente & Szejtli, 2004).

A razao pela qual esses microorganismos possuem diferentes formas de
CGTases ainda permanece obscura. Uma possivel explicacao evolutiva seria a de
que os oligdmeros ciclicos sao pouco susceptiveis a degradacdo por beta amilases

além de serem lentamente degradados por alfa amilases, comumente encontradas
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em outros microorganismos, garantindo assim aos primeiros uma forma de reserva
de unidades de glicose. As CGTases sao extracelulares o que sugere que a producao
de ciclodextrinas seria uma forma de armazenamento de energia pelos
microorganismos que apresentam essa classe de enzimas, mesmo na presenga de

outros microorganismos (Clarke, 1988).

Figura 1: Estrutura da enzima glicosiltransferase (c6digo pdb: 3CGT). Em detalhe observa-se o

sitio ativo da enzima com seu principal produto, a B-ciclodextrina.

Finalmente em 1942 as estruturas das CDs naturais foram elucidadas por

French e Rundle. Além disso, eles determinaram a massa molar e o numero de
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subunidades da a e B—CD; em 1948, Freudenberg e Cramer, fizeram o mesmo para a
7-CD. Eles demonstraram as CDs que eram derivados ciclicos, explicando seu baixo
poder de reducdo, e que possuiam 6, 7 ou 8 residuos de glicose (Figura 2),
respectivamente. No entanto, ndo ha relatos de ciclodextrinas com menos de 6
unidades de a-D-glicopiranosil, provavelmente em virtude de limitagdes estéricas
(Clarke et al., 1988; Szente & Szejtli, 2004). Juntamente com essas informacdes veio a
observacdo de que essas moléculas apresentavam uma interessante peculiaridade:
de formar complexos de inclusao molecular. Cramer, em 1950, descobriu que as
ciclodextrinas eram capazes de catalisar reacdes especificas, o que possibilitou sua
utilizacdo como sistema mimético de sitios enzimaticos de catalise e, no ano
seguinte, demonstrou que as ciclodextrinas eram capazes de acomodar moléculas
em sua cavidade (Inoue ef al, 1993; Loftsson & Duchene, 2007). Outras formas
naturais: 8-, -, &- e n-ciclodextrinas, contendo de 9 a 12 residuos de glicose, foram
isoladas posteriormente; porém, demonstrou-se que sdao menos importantes, por
serem de dificil obtencdo e nao apresentarem a mesma capacidade de inclusdao
molecular, uma vez que sao maiores e nao possuem uma rigidez suficiente no anel
macrociclico para garantir formato fixo da cavidade (Del Valle, 2004).

Em 1953 Freudenberg, Cramer e Plieninger obtiveram a primeira patente de
uma formulacdo contendo CD. Nela os autores descrevem os principais beneficios
da utilizacdo de ciclodextrinas como carreadores de fdrmacos, dentre os quais
podemos destacar o aumento da solubilidade aquosa do farmaco, seu efeito
protetor a oxidagao e a redugao ou perda da volatilidade (French, 1957; Szejtli,

1998).
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Figura 2: a) Estrutura geral de uma ciclodextrina; a, B e y-CD sdo constituidas por n=6, 7 e 8,
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respectivamente. b) Representacdo esquematica da estrutura tridimensional das ciclodextrinas.

Os primeiros trabalhos visando avaliar a toxicidade das CDs em animais
foram desastrosos. French substituiu boa parte dos carboidratos da dieta de ratos
por B-CD e os animais evitavam a comida ou comiam em pequenas quantidades e
dentro de uma semana vinham a falecer. Autdpsias nao revelavam a causa das
mortes. Assim, muitos pesquisadores da época foram desencorajados a estudar
esses compostos. Foram necessarios 25 anos para que estudos mais detalhados de
toxicidade de CDs mostrassem que, provavelmente, o que French imaginava estar
puro para os testes poderia conter contaminantes, como solventes dos processos de
purificacao na obtencao de CDs (French, 1957).

A partir de 1970 houve um crescimento exponencial no numero de
publicacoes envolvendo ciclodextrinas como carreadores, principalmente depois
que estudos de toxicidade demonstraram que efeitos indesejaveis e inicialmente
atribuidos as ciclodextrinas eram, na verdade, originados de impurezas e de

formas inadequadas de administracao das mesmas (French, 1957).
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Fase 1

Fase 2

Fase 3

1891, as ciclodextrinas
sao descritas por Villiers

1903, Schardinger caracteriza
as CDs e identifica o e B-CD

1938-52 o, B e y-CD tem sua
estrutura descrita

1935, Freudenberg e Jacobi
descrevem a y-CD

1953, a primeira patente
contendo CDs é depositada na
Alemanha por Freudenberg,
Cramer e Plieninger

948-51, A estrutura e a formagao
dos complexos foi descoberta

1957-65, French descreve CDs
naturais de 12 subunidades

1954, Cramer publica seu livro
sobre complexos de inclusao

1965 é publicado o artigo de
Higuchi e Connors que
classifica os complexos
baseado em sua solubilidade

1976, a. e B-CD sao aprovadas
como aditivo alimenticio
no Japao e o primeiro poduto
famacéutico contendo
prostaglandina
chega ao mercado japonés

1981, | Simpésio Internacional
de CDs é organizado
por Szetli em Budapest

27.806 Citacoes
até o presente
momento*

Figura 3: Linha do tempo com alguns aspectos historicos das ciclodextrinas.

*Fonte: base de dados ISI web of knowledge (02/09/2008).

No inicio da década de 70 a B-CD custava em torno de US$ 2.000/kg. Porém,

gracas ao aumento na demanda, este valor baixou para US$ 3-4/kg para uso
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industrial, em 2002 (French, 1957; Buschmann & Schollmeyer, 2002). Além disso,
foi crescente o desenvolvimento de derivados das CDs naturais com propriedades
melhoradas e aplica¢des variadas envolvendo administragao oral, ocular, nasal,
anal e intravenosa, entre outras (Szejtli, 1998). Em 1980 Saenger publicou uma
revisdo sobre CDs mencionando algumas de suas aplicagdes farmacéuticas e no
ano seguinte aconteceu o primeiro simposio internacional de ciclodextrinas,
organizado por Joaquim Szejtli em Budapest. Em 1982 Szejtli publicou seu
primeiro livro sobre o tema e, desde entao, o interesse académico e farmacéutico
acerca das CDs s6 fez crescer (Loftsson & Duchene, 2007). A Figura 3 apresenta a
linha do tempo com os principais acontecimentos na historia das ciclodextrinas,

indo desde sua descoberta até os dias atuais.

Aplicacdes

Recentemente as ciclodextrinas tém sido extensivamente utilizadas na pesquisa
e desenvolvimento farmacéutico, com cerca de 30-40 produtos comerciais em todo o
mundo. Nesta drea, sua principal aplicagdo se da como excipiente farmacéutico
sendo muito pratica, além de ser capaz de aumentar a solubilidade, reduzir o

amargor, aumentar a estabilidade e diminuir a toxicidade de ativos (Biwer et al.,

2002; Davis & Brewster, 2004; Szente & Szejtli, 2004).

Entretanto, suas aplicagdes sao mais amplas, uma vez que ciclodextrinas sao
capazes de formar complexos de inclusao com moléculas hidrofdébicas, sendo tteis
também em outras dreas. A industria farmacéutica consome cerca de 10% de todas
as ciclodextrinas produzidas enquanto os grandes consumidores sao as industrias de

cosméticos e a alimenticia (Szente & Szejtli, 2004).

Na produgao de cosméticos, as ciclodextrinas sdo usadas para: solubilizar e

estabilizar componentes sensiveis; estabilizar emulsdes; aumentar a absorcdao de
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compostos ativos na pele; reduzir ou eliminar odores desagradaveis de
determinados componentes presentes em formulagdes; reduzir a perda de
componentes ativos por volatilizagdo ou oxidagao; reduzir efeitos de
fotodecomposicao de ativos (Loftsson & Brewster, 1996; Loftsson & Duchene, 2007),

etc.

Na industria alimenticia, as ciclodextrinas auxiliam na estabilidade de
flavorizantes e também de emulsdes dgua em oOleo. Sao utilizadas, ainda, para
producao de manteigas com baixos teores de colesterol, uma vez que a interacao da
molécula de colesterol com a ciclodextrina é estavel, podendo entdo ser removido

dos alimentos (Szejtli, 1982; Szejtli, 1997; Szente & Szejtli, 2004; Carrier et al., 2007).

Na industria téxtil, uma pequena revolugao € esperada para um futuro
proximo, uma vez que as ciclodextrinas possuem vérias possibilidades de utilizagao,
sendo uma delas a capacidade de se fixar nas fibras naturais ou sintéticas de tecidos.
Estas ciclodextrinas imobilizadas poderiam formar complexos de inclusao com
moléculas voldteis, como componentes presentes no suor, fumaca de cigarros, ou
podera ser previamente complexadas com fragrancias, repelentes de insetos ou até
farmacos para liberagao transdérmica (Savarino et al., 1999; Buschmann et al., 2001;

Singh et al., 2002; Szejtli & Szente, 2005).

Na industria quimica, o numero de exemplos de aplicagdes aumenta
rapidamente. Por exemplo, cita-se a conservagao de produtos naturais pela
incorporacao de fungicidas insoluveis em agua e complexados em ciclodextrina,
impregnados em estruturas como portas e janelas. Inseticidas, herbicidas e
fungicidas podem ser complexados com ciclodextrinas, reduzindo as doses
utilizadas (em consequéncia da liberagao modificada do principio ativo) e por

consequéncia diminuindo também a polui¢ao ambiental gerada por agroquimicos
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sintéticos. CDs podem ainda ser utilizadas para produgdao de sensores, Kits
diagnosticos e em quimica analitica, particularmente na técnica de cromatografia
liquida. Na 4area de cromatografia liquida as ciclodextrinas apresentam grande

importancia, uma vez que sao capazes de separar estereoisomeros (Szejtli, 2003).

Em biotecnologia, a maioria dos processos utiliza transformagdes em meio
aquoso de substratos por enzimas cataliticas. Ciclodextrinas podem auxiliar no
sentido de aumentar a solubilidade de substratos hidrofdbicos, remover do meio
reacional inibidores que podem ser produzidos no processo de transformacao de um
substrato, estabilizar o produto ou substrato nas condi¢des de transformagao
enzimatica e no isolamento de substancias de interesse de um meio reacional

heterogéneo (Buschmann et al., 2001).

Uma utilizacdo biotecnoldgica inovadora para as ciclodextrinas é a
possibilidade de utilizagdo destas como agentes de transfecgao celular para terapia
genica. Neste caso sao utilizadas ciclodextrinas ligadas a polications, para que estas
consigam complexar-se com a molécula de DNA de interesse (Szejtli, 1998; Redenti

et al., 2001; Cryan et al., 2004; Dass, 2004; Dodziuk, 2006).

Propriedades das Ciclodextrinas

As ciclodextrinas possuem forma de cone truncado (Figura 2b), com uma
cavidade demarcada por um esqueleto carbonico, dtomos de hidrogénio e oxigénio,
que formam uma zona de alta densidade eletronica e caracterizam uma regiao
hidrofébica. A polaridade da cavidade é estimada como sendo muito similar a de
uma solucdo aquosa de etanol. As hidroxilas secundarias (-CH2-OH, Figura 2b) estao
situadas na extremidade mais estreita da molécula de CD, caracterizando uma
regido chamada de coroa, enquanto na extremidade maior, chamada de borda,

temos as hidroxilas primdrias (-OH) (French, 1957; Davis & Brewster, 2004).
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As ciclodextrinas como moléculas “hospedeiras” sao importantes, pois (French,

1957; Szeijtli, 1998):

(1) Sao produtos seminaturais, provenientes de uma fonte renovavel, o amido,

e obtidas através de uma conversao enzimatica relativamente simples;

(2) Sao produzidas em grande escala (centenas de toneladas anuais), sem

causar grandes impactos para o meio ambiente;

(3) Em razao do consumo e producao mundial crescentes, seus precos sao

aceitaveis para a producao industrial;

(4) Através de sua habilidade de formar complexos de inclusdao, importantes

propriedades das moléculas convidadas sao alteradas;

(5) Sua toxicidade é desprezivel, desde que seja escolhida a ciclodextrina e a via

de administragao adequadas;

(6) Podem ser utilizadas pelo homem como excipiente em formulagoes

medicamentosas, alimentos e cosméticos;

(7) Nao induzem resposta imunoldgica, em humanos.
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A Tabela 1 contém algumas propriedades das trés ciclodextrinas naturais de

maior abundancia: o, B e Y.

Tabela 1 Propriedades fisico-quimicas das ciclodextrinas naturais.

Propriedade a-CD p-CD y-CD
Ntmero de residuos de glicose 6 7 8
Massa Molar (g/mol) 972 1135 1297
Solubilidade aquosa 25 °C (g/100mL) 14,5 1,85 23,2
Diametro externo (A) 14,6 15,4 17,5
Diametro interno da cavidade (A) 4,7-5,3 6,0-6,5 7,5-8,3
Altura da cavidade (A) 7,9 7,9 7,9
Volume da cavidade (A?%) 174 262 427

A solubilidade em dgua da 3-CD é de 1,85 g/100mL (16 mM), sendo a menor

dentre as trés formas naturais mais abundantes de ciclodextrinas. No entanto,

substitui¢des nos grupamentos hidroxila da 3-CD produzem derivados muito mais

soltiveis, como € o caso da 2-hidroxipropil-3-CD (HP-B-CD), que tem as hidroxilas

secundarias substituidas por radicais hidroxipropil e cuja solubilidade em agua é

de 60 %, isto é, mais que 600 g/L. Além da HP-B-CD, outros derivados da p-CD

como a metil--ciclodextrina e a sulfobutiléter-3-ciclodextrina, tém sido utilizados

como carreadores de farmacos de formula¢des comerciais em paises como o0s

Estados Unidos, Japao e na Europa (Szejtli, 1998). A Tabela 2 apresenta algumas

das ciclodextrinas modificadas mais utilizadas.
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Tabela 2 Exemplos de B-ciclodextrinas modificadas®, bem como o radical R substituinte do

hidrogénio das hidroxilas na molécula de ciclodextrina natural.

Ciclodextrinas Modificadas Abreviatura Radical
Carboximetil-B-ciclodextrina CM-B-CD CH2CO:H ou H
Carboximetil-etil-B-ciclodextrina CME-3-CD CH2CO:2H, CH2CHs ou H
Dietil-B-ciclodextrina DE-3-CD CH2CHs ou H
Dimetil-B-ciclodextrina DM-3-CD CHsouH
Metil-B-ciclodextrina M-3-CD CHs ou H
Metil-B-ciclodextrina randomica RM-B-CD CHsouH
Glicosil-B-ciclodextrina Gi-p-CD Glicosil ou H
Maltosil-f3-ciclodextrina Ge-B-CD Maltosil ou H
Hidroxietil-B-ciclodextrina HE-B-CD CH2CH:0H ou H
Hidroxipropil-p-ciclodextrina HP-B-CD CH2CHOHCHs ou H
Sulfobutiléter-{3-ciclodextrina SBE-3-CD (CH2)sSOsNa ou H

* as ciclodextrinas modificadas apresentam substituicoes em posicdes randdmicas e com diferentes graus de
substituicoes.

Fenomeno de Inclusao

Uma das mais importantes propriedades das ciclodextrinas ¢ a habilidade
em formar complexos de inclusio (hdspede-hospedeiro) com uma grande
variedade de substancias solidas, liquidas e gasosas, através de inclusao molecular
(Szeijtli, 2003). Nestes complexos (Figura 4), a molécula hdspede € inserida parcial
ou completamente na cavidade da molécula de ciclodextrina, sendo a formacao do
complexo muito influenciada pelas propriedades dimensionais da molécula

hospedeira (cavidade das ciclodextrinas) e da molécula hdspede (Li & Loh, 2008).
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De fato, a habilidade das ciclodextrinas em formar complexos de inclusao
com moléculas héspede é determinada por dois fatores. O primeiro € estérico, ou
seja, depende da relacdo entre o tamanho da cavidade da ciclodextrina e o
tamanho da molécula héspede. O segundo e mais critico fator refere-se as
interag0es termodinamicas entre os diferentes componentes do sistema

(ciclodextrina, molécula hospede, solvente).

5 “425 4<)‘

'/\ .

Figura 4: Representacdo esquematica da formagao de um complexo de inclusao.

Para que uma molécula hdspede se insira na cavidade das ciclodextrinas é
necessario deslocar as moléculas de &4gua do seu interior, ocorrendo uma
associagao apolar-apolar e, consequentemente, resultando em um estado
termodinamicamente mais favoravel ou de menor energia (French, 1957).

As interagOes entre compostos e ciclodextrinas nao sao fixas ou permanentes
e sim um equilibrio dindmico das espécies (livres e incorporadas), sendo que as
forcas de associacao dependem de interagdes locais especificas entre as superficies
atdmicas destas moléculas.

Os complexos podem ser formados em solugdao ou no estado cristalino,

sendo a molécula de agua um tipico solvente de escolha. A inclusao em

40



Introducao

ciclodextrinas exerce profundos efeitos nas propriedades fisico-quimicas da
molécula hodspede, fornecendo benéficas modificagdes nesta, nao presentes
anteriormente (Munoz-Botella et al., 1995).

Sendo assim, o numero de unidades de glicose para formar os trés tipos de
ciclodextrina, determina o diametro da cavidade e seu volume. Baseado nestas
dimensoes, as a-ciclodextrinas podem tipicamente complexar moléculas com baixa
massa molar ou compostos com cadeias alifaticas. Ja as p-ciclodextrinas podem
incluir compostos com anéis aromaticos e heterociclicos e as y-ciclodextrinas pode
acomodar grandes moléculas, como macrociclos e esterdides (Li & Loh, 2008).

Em geral, existem quatro interacdes energéticas favoraveis que deslocam o
equilibrio no sentido de formacao de complexos de inclusao (Figura 4):

- A remocao de moléculas polares de dgua da cavidade apolar das
ciclodextrinas.

- O aumento no numero de ligagdes de hidrogénio na dgua, formadas pela
remocao das moléculas de dgua da cavidade interna para o meio aquoso.

- A reducao das interagcdes repulsivas entre a molécula hdspede
(hidrofdbica) e o ambiente aquoso.

- O aumento nas interagdes hidrofdbicas quando as moléculas hdspedes se
inserem na cavidade apolar das ciclodextrinas.

Enquanto as interac¢des iniciais para que ocorra a formacao do complexo sao
muito rapidas (alguns minutos), o equilibrio pode demorar muito tempo para se
alcancado (horas, dias). No entanto, uma vez inserida na cavidade interna das
ciclodextrinas, a molécula héspede provoca ajustes conformacionais, de forma a
aumentar o numero de intera¢des fracas do tipo van der Waals (Del Valle, 2004) o

que favorece a formagao do complexo.
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Diversas estequiometrias de complexacao podem ser encontradas; dentre elas
as mais comuns sao a 1:1 e 1:2 ligante:ciclodextrina (French, 1957; Schmid, 1989;
Pinto et al., 2005; de Jesus et al., 2006), como exemplificadas na Figura 5. No entanto
outras possibilidades de estequiometria também sao possiveis, mesmo em um tnico
sistema, como 2:1, 2:2 (ligante:ciclodextrina) e outras mais complexas (French, 1957;

Schmid, 1989; Pinto et al., 2005; de Jesus et al., 2006).

Ciclodextrina Molécula Complexo de incluséo (1:1)

Complexo de incluséo (1:2)

Figura 5: Exemplos de estequiometrias para complexos de inclusao: A) 1:1, B) 1:2,

ligante:ciclodextrina.

A interagcao molecular pode ser avaliada por modifica¢gdes nas propriedades
tanto da molécula hospedeira como da molécula convidada e pode ser detectada por
diversas técnicas como fluorescéncia, espectroscopia UV-Vis, Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN), infravermelho, entre outras. Além disso, a reatividade da molécula
¢ alterada, sendo que, na maioria dos casos a reatividade do ligante diminui, dando

estabilidade maior para a molécula convidada.

No entanto, os grupamentos hidroxila da porgao externa da molécula de
ciclodextrina sao capazes de formar complexos de ndo-inclusdo com outras

moléculas, assim como acontece com polissacarideos e oligossacarideos nao ciclicos,
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capazes de formar, com compostos lipofilicos, complexos soltiveis em agua. Por
exemplo, a-CD ¢é capaz de formar complexos de inclusao e nao-inclusao com acidos
dicarboxilicos e estes dois tipos de interacdo coexistem em solucgao (Szejtli, 2003).
Isso pode exemplificar o fato de que, em alguns casos, o valor da constante de
equilibrio de formagao do complexo seja dependente da concentracao de CD, sendo
seu valor numérico relacionado ao método utilizado para avaliar a formacao do

complexo de inclusao (Szejtli, 2003).

Equilibrio no Fendmeno de Inclusao

Em solugdo, as moléculas hdspedes com geometria e polaridade apropriadas
sdo capazes de formar complexos de inclusdao dinamicos em ciclodextrinas. Este
equilibrio de complexagao pode ser descrito através da constante de estabilidade,
também conhecida como constante de equilibrio (Kc) ou constante de associagao
(Ka) (Davis & Brewster, 2004).

Muitos métodos para determinacdo dos valores da constante de associagao
sao baseados em mudangas das propriedades fisico-quimicas do composto
hospede. As medidas de valores de Ka podem ser determinadas por: solubilidade
aquosa (Brewster et al., 1989; Hussain et al., 1993; Fraceto et al., 2007), reatividade
quimica (Lineweaver & Burk, 1934; Siguroardottir & Loftsson, 1995), absortividade
molar e outras propriedades oticas (Bettinetti et al., 1989; Bekers et al., 1990; Xiang
& Anderson, 1990; Adachi et al., 1992), mudangas de deslocamento quimico em
espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (Nishijo et al., 1991; Liu et al., 1992),
medidas de solubilidade de fases (Easton & Lincoln, 1999), medidas de variagao de
pH (Higuchi & Connors, 1965), titulagao calorimétrica (Boudeville & Burgot, 1995),
cromatografia liquida (Uekama et al., 1978; Moraes et al., 2007; Grillo et al., 2008),

etc.
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A constante de associacao, sendo expressa como Kux para indicar a melhor
razao estequiométrica do complexo formado, pode ser descrita como:
Km:n

mL+nCD——=L,CD,

(a-mx)(b-nx) (x)
onde, L, CD e Lm.CDn referem-se a molécula ligante, ciclodextrina e complexo,
respectivamente; m e n sdo as proporgoes estequiométricas para formacao de
complexo. Considerando “a” e “b” as concentracoes iniciais de ligante e
ciclodextrina, respectivamente, (a-mx), (b-nx) e (x) representam as concentragoes

das espécies (ligante, ciclodextrina e complexo, respectivamente), no equilibrio.

D X

™ [a-mx]".[b—nx]" M

associacao

Um dos métodos mais usuais para a determinagdo desta constante é a
solubilidade de fases, descrito por Higuchi & Connors (1965). A andlise, através
deste método, envolve o efeito do solubilizante (ciclodextrina) no comportamento
da solubilidade do ligante de interesse.

Experimentalmente, o ligante é adicionado em excesso, em varios recipientes,
com concentragoes crescentes de ciclodextrina. Estes recipientes sdao agitados a
temperatura constante, até que o equilibrio seja atingido (até que nao haja mais
variacao no aumento da solubilidade da molécula hdéspede). O ligante sdlido (nao
solubilizado) é entdao removido e a concentragao total de ligante solubilizado pode

ser determinada. A isoterma de solubilidade (Figura 6) é construida através de um
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grafico de concentragao molar total solubilizada do ligante de interesse (eixo y) em

funcao da concentracao de ciclodextrina (eixo x).
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Figura 6: Tipos de relacdes de solubilidade de fases em complexos ligante:ciclodextrina.

Os diagramas de solubilidade obtidos a partir deste experimento sao
classificados em dois tipos: A e B. As curvas tipo A sao indicativas de formagao de
complexos soltuveis, enquanto comportamentos do tipo B sugerem a formagao de
complexos com baixa solubilidade.

Respostas do tipo Bs indicam complexos com limitada solubilidade e curvas
do tipo Br sdo indicativas de complexos insoluveis. As curvas do tipo A sao
subdivididas em: Ar (aumento linear da solubilidade do composto em fungao da
concentracao de ciclodextrina), Ar (isoterma com desvio exponencial positivo) e An
(isotermas com desvio exponencial negativo).

Para complexos soltiveis (de estequiometria 1:1), com isotermas do tipo At,

a constante de associacao pode ser obtida através da solubilidade inicial (So) do
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composto de interesse e da inclinagao da reta obtida pelo diagrama de solubilidade

como descrito por (Easton & Lincoln, 1999) e representado pela Equacao 2.

inclinacao

Ka= —
S..(1-inclinagéo) @)

Caracterizacao dos Complexos

A caracterizagao fisico-quimica dos complexos de inclusdo se da através da
determinacdo de, pelo menos, trés caracteristicas: 1) estequiometria de
complexacdo, 2) constante de estabilidade e 3) geometria do complexo.

A determinagao da estequiometria de complexagao é o primeiro passo da
caracterizagao fisico-quimica dos complexos de inclusao, uma vez que as outras
propriedades dependem dessa informacgdo para serem determinadas. O método
classico para determinagao da estequiometria é dado pela técnica de variagao
continua, ou Job Plot (Job, 1928, Huang, 1982). Nesta técnica quaisquer valores
experimentais que sejam influenciados pela formacao do complexo sao
determinados em diferentes razdoes molares (hdspede:hospedeiro), mantendo-se
sempre a soma das fragdes constante. Os valores do produto da fracao molar do
hdspede pela variagao induzida pela complexacao sao analisados em fung¢ao da
fracdo molar da molécula hospedeira (CD). A razdao da fragdo molar
(Xnespede: Xhospedeiro) que apresentar maior variagdo do efeito avaliado indica a
estequiometria do complexo formado. Diversas técnicas podem ser utilizadas para
determinar a estequiometria, como: dicroismo circular (Nakamura & Inoue, 2003;
Mieusset et al., 2004;) e RMN (Nakamura & Inoue, 2003; Fielding, 2003; Dodziuk et
al., 2004; de Jesus et al., 2006; Moraes et al., 2007; Grillo et al., 2008) e fluorescéncia

(Schmid, 1989; Loukas, 1997; Liu et al., 2006).
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Outra caracteristica importante para estudo de complexos de inclusao é a
determinacao da constante de associagao e, para sua determinagao, mudangas nas
propriedades fisico-quimicas do composto hdspede sao medidas. As medidas de
valores de K. podem ser obtidas por experimentos de: solubilidade aquosa
(Brewster et al., 1989; Hussain et al., 1993; Fraceto et al., 2007), reatividade quimica
(Lineweaver & Burk, 1934; Siguroardottir & Loftsson, 1995), absortividade molar e
outras propriedades Oticas (Bettinetti et al., 1989; Bekers et al., 1990; Xiang &
Anderson, 1990; Adachi et al., 1992), mudancas de deslocamento quimico em
espectros de RMN (Nishijo et al.,, 1991; Schneider et al., 1998; Fielding, 2003;
Fernandes et al., 2007), medidas de solubilidade de fases (Easton & Lincoln, 1999),
medidas de variacdo de pH (Higuchi & Connors, 1965), titulacao calorimétrica
(Boudeville & Burgot, 1995), cromatografia liquida (Uekama et al., 1978; Moraes et
al., 2007; Grillo et al., 2008), etc.

Uma terceira caracteristica de grande importancia ¢ a geometria do
complexo, uma vez que a maioria das moléculas que formam os complexos de
inclusdo com CDs estd apenas parcialmente incluida na cavidade. Para a
determinacdo da geometria tem sido tutil o uso de ferramentas teodricas, como
modelagem molecular, com a confirmagao dos resultados através de experimentos
de RMN ou mesmo a determinagao da estrutura cristalina de complexos de
ciclodextrinas, por técnicas de difracao de raios-X. Em solugdo, a tinica técnica
capaz de fornecer informagoes sobre a geometria de complexacao é a RMN, através

de medidas de efeito nuclear Overhauser (Schmid, 1989; Kodaka, 1998).

Preparo de Complexos

Vérios métodos e técnicas podem ser utilizados para o preparo de

complexos de inclusdo com ciclodextrinas, dentre eles destacam-se:
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- Método de co-precipitagio

Este é o método mais utilizado em laboratério. Consiste na solubilizacao da
ciclodextrina em 4agua e o composto a ser incorporado ¢ adicionado enquanto a
solucao de ciclodextrina estd sob agitacdo. A concentracao de ciclodextrina
utilizada neste caso é bastante alta e, apds a formacao do complexo em solugao,
esta é resfriada, o que faz com que ocorra a precipitacio do complexo. Este
precipitado pode ser coletado por decantagao, filtracdo ou centrifugagao. O
precipitado é entdao lavado com pequenas quantidades de agua ou outro solvente
miscivel em dgua, como alcool etilico, metanol ou acetona, previamente testado e
escolhido para cada complexo (Loftsson et al., 1993; Pitha & Hoshino, 1992;
Hedges, 1998).

- Método de complexagio por agitagio

Neste método nao é necessario dissolver os compostos completamente para
formar o complexo de inclusao. A ciclodextrina pode ser adicionada em agua em
concentragdes acima de 50-60%, sob agitacdo. A fase aquosa estd, desta forma,
saturada com ciclodextrina em solu¢dao. As moléculas hospedes irao formar
complexos com ciclodextrinas em soluc¢dao e o complexo satura a fase aquosa, de
forma que este ird formar cristais ou reprecipitar. Mais cristais de ciclodextrina irao
dissolver e continuar a saturar a fase aquosa, para formar o complexo que ird
precipitar/cristalizar para fora da fase aquosa, sendo que o complexo pode ser
coletado da mesma forma descrita no método de co-precipitacao (Hedges, 1998;
Del Valle, 2004). O tempo necessario para completar a complexagao ¢ variavel e
depende das caracteristicas da molécula hdspede, sendo necessaria a determinagao
deste, para cada composto a ser estudado. Normalmente este método de preparo
de complexos é realizado a temperatura ambiente, porém para alguns compostos é

necessario aquecimento para que ocorra um aumento na taxa de formacao do
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complexo. No entanto, é preciso ter muito cuidado com o aquecimento, que pode
desestabilizar o complexo, impedindo que a reagao de complexacdo ocorra. A
principal vantagem deste método é a redugao na quantidade de dgua necessaria,
bem como o tamanho do reator a ser utilizado (Hedges, 1998; Del Valle, 2004).

- Método de complexagio pastosa

Este método é uma variagdo do método de agitacao, onde somente uma
pequena quantidade de agua é adicionada para formar uma pasta, a qual é
misturada com ciclodextrina, usando-se um almofariz e pistilo. O tempo necessario
para a complexagao depende das caracteristicas da molécula hospede. O complexo
resultante deste método pode ser seco ou lavado com pequenas quantidades de
agua e coletado por filtracao ou centrifugacdao. A pasta formada, em alguns casos
pode secar e formar uma massa dura ao invés de um po fino. Isto depende do
composto a ser incorporado e da quantidade de 4gua usada na pasta. Geralmente a
massa dura pode ser seca completamente e moida para obtengao de um complexo
na forma de po (Hedges, 1998; Del Valle, 2004).

- Método de mistura vimida e aquecimento

Este método de preparo de complexo é realizado com muito pouca agua ou,
em alguns casos, sem adi¢ao desta. A quantidade de dgua pode variar de acordo
com a quantidade de dgua de hidratagao das ciclodextrinas e composto hdspede
podendo alcangar entre 20-25% em uma base seca. Esta quantidade de agua é
tipicamente encontrada no filtrado obtido pelos métodos descritos acima. O
composto hdspede e a ciclodextrina sao misturados cuidadosamente e colocados
em um recipiente selado. Este recipiente e seu contetido sao aquecidos até 100 °C e
entdo o conteudo interno é removido e seco. A quantidade de agua a ser
adicionada, o grau de mistura e o tempo de aquecimento tem que ser otimizados

para cada composto (Hedges, 1998; Del Valle, 2004).
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- Método de co-solubilizacio

Este método consiste inicialmente na solubilizacao da molécula hospede em
solvente organico miscivel em agua (exemplo, etanol, acetona) seguido da mistura
deste em uma solugao aquosa contendo ciclodextrina. Este sistema é mantido sob
agitacao até que seja atingido o equilibrio e o complexo esteja solavel. O tempo
para que seja atingido o equilibrio depende das caracteristicas fisico-quimicas da
molécula hospede e deve ser determinado para cada situagao. Apds esta etapa o
solvente é removido totalmente sob baixa pressao, resultando em um filme seco
que é ressuspendido em 4gua, no volume desejado, sendo liofilizado e

armazenado para utilizagao futura (de Azevedo et al., 2000; Pinto et al., 2005).
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Os resultados desta primeira parte da tese, envolvendo riboflavina em
ciclodextrinas, serao apresentados na forma de um trabalho cientifico, em fase de
revisdo para ser submetido a publicacio e que descreve a formacao de um
complexo de nao-inclusao entre RF e B-CD e entre RF e HP-B-CD, além da sua

eficiente aplicacdo contra células de cancer de proéstata (PC3).
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ABSTRALT

Despite the progress of chemotherapeutic protocols, cancer can be considered the
most difficult disease to conquer. Among the several types of cancer, prostate
cancer is the most prevalent in male, being the second cause of death in man.
Therefore, new anticancer agents are needed, mainly those with low side effects.
Recently our research group has demonstrated that irradiated riboflavin RF)
induces leukemia and prostate cancer cells death. However, to face the relative low
solubility of RF and its photosensitivity we decided to prepare complexes of this
vitamin with (-cyclodextrin and its hydroxypropyl substituted derivative.
Characterization of the RF association to both cyclodextrins was carried out by UV-
Vis absorption, fluorescence and NMR techniques that indicated an unusual
interaction, i.e., non-inclusion complexation. The interaction with cyclodextrins
increased RF solubility and improved its antitumoral action towards prostate
cancer cells. Our findings indicate that RF:cyclodextrin non-inclusion complexes
might be useful for improving RF concentration into cancer cells, and consequently

to potentiate the antitumoral effect of the vitamin.

INTRODUCTION

Prostate cancer is the most common neoplasia in man and can be considered
as a public health problem (Jemal et al., 2007; Teillac and Mongiat-Artus, 2007). The
Brazilian National Institute of Cancer (INCA) estimates that there will be 49,530
prostate cancer diagnoses in Brazil in 2008 (INCA, 2008). The clinical management
of prostate cancer remains highly challenging and novel adjuvant strategies are
urgently required.

We have previously shown that both in leukaemia and prostate cancer, the

photoproducts of riboflavin (RF) act through the activation of FasL-Fas-dependent
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signalling, which in addition to diminished survival signalling seems to be
responsible for the antitumoral action of RF (Souza et al., 2006; Queiroz et al., 2007).
Another important finding regards the importance of riboflavin to inhibit
tumorigenesis, as described by Figueiredo et al., 2008. These authors examined the
correlation between the dietary and circulating plasma levels of B vitamins and the
risk of colorectal adenomas in humans, and they found that plasma riboflavin
levels are inversely associated with the risk of advanced lesions, which is an
indication of the preventive effect of RF against colorectal adenomas.

In this way riboflavin has a great pharmacological potential, taking into
consideration its physiological role, relative low cost and the capacity to inhibit
cancer cells proliferation. However, the relative low water solubility (Aniceto et al.,
2000; Bender, 2003; Ball, 2004) and photosensitivity of RF curbs its application.

To convey this limitation we decided to prepare complexes of RF and
cyclodextrin (CD), since these cyclic oligosaccharides have been extensively
described in the literature as successful drug delivery carriers to increase the
solubility of (guest) amphiphile compounds, to diminish their effective doses, to
decrease toxic side effects and to protect the compounds against dehydration,
hydrolysis, oxidation and photodegradation. Such effects of CD complexation
contribute for the improved the pharmaceuticals propetiers of many
pharmaceutical drugs (Davis and Brewster, 2004; Challa et al., 2005; de Jesus et al.,
2006).

In this paper, using different methodologies, we demonstrate that RF
interacts with both p-cyclodextrin (3-CD) and hydroxypropyl-B-cyclodextrin (HP-
B-CD), increasing its water solubility and antiproliferative action towards prostate

cancer.
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MATERIALS & METHODS

Riboflavin, benzocaine and -CD were obtained from Sigma Chem. Co. and
HP-B-CD (Kleptose HP®) was a kind gift from Roquette Serv. Tech. Lab. (Lestrem,
Cedex, France).

Preparation of Riboflavin:f-CD and Riboflavin:Hydroxypropil-p-CD

To prepare RF:CD complexes, we have combined appropriate amounts of
RF (300 uM) and equivalent molar fractions of cyclodextrins (3-CD or HP-p3-CD),
in water. Solutions were mixed for 3 h to assure the equilibrium and the samples
were freeze dried and lyophilized for storage (at -20 °C) and further use.

A pure RF sample was also submitted to freeze-drying, in order to serve as
control for the biological tests. All samples were stored and technical procedures
were conducted in darkness, to prevent RF photodegradation.

Kinetics of complexation

To follow the kinetics of complexation 1mM solutions of RF were added to
B-CD or HP-B-CD, up to 1:15 and 1:120 (RF:CD molar ratios), respectively; the
samples were kept under agitation, at 25 °C. Complex formation was followed by
changes in the absorption spectra of RF at 374 nm.

Phase solubility isotherms

Solubility studies were performed according to the methodology described
by Higuchi and Connors (1965). Briefly, different CD amounts (0, 1, 2, 4, 8, 12, 16
mM for B-CD and 0, 10, 20, 40, 80, 120, 160 mM for HP-B-CD) were added to a
saturated (1 mM) RF solution. Samples were kept under agitation for 3 h, for
equilibrium (as determined by the kinectic experiments). Aliquots were filtered in
0.22 pm membranes and RF quantification was spectrophotometric determined at
444 nm, accordingly to a previously determined analytic curve (absorbance = 0.012.

concentration (M), r = 0.999). The experiments were carried out in triplicate.
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Fluorescence experiments

Samples of RF were excited at 374 nm and the emission was followed from
450 nm to 650 nm. Benzocaine (BZC) used as control for complexation, was excited
at 284 nm and its emission was detected between 300 nm to 450 nm (Pinto et al.,
2000). Fluorescence spectra were recorded in a F-4500 (Hitachi, Japan) fluorimeter,
using freshly prepared samples, at 25 °C.

Nuclear Magnetic Resonance

One and two-dimensional 'H-NMR spectra were recorded at 20 °C on a
Varian Inova 500 MHz (11.75 Tesla) belonging to the Brazilian Synchrotron Light
Laboratory (LNLS/Campinas, SP). Samples of equivalent concentration (150 uM) of
RF and B-CD or HP-B-CD were prepared in D20 homogenized for 3 h and
transferred afterwards, to 5 mm tubes for spectrum acquisition. The residual water
peak (4.87 ppm) was considered as reference. No external references were
employed to avoid possible interactions with 3-CD (Matsui and Tukunaga, 1996).

Diffusion Ordered Spectroscopy (DOSY) experiments were carried out
using the BPPSTE (Bipolar Pulse Pairs Stimulated Echo) sequence (Johnson Jr,
1999). The duration of the total diffusion-phase encoding the gradient pulse was 2
ms, the diffusion delay was 0.05 s and the minimum gradient strength was set to
0.3 Gauss/cm. The diffusion coefficients were measured for RF, 3-CD and HP-{3-
CD alone, and for the 1:1 RF:CD complexes.

Longitudinal relaxation times were obtained by the conventional inversion-
recovery technique (Schneider et al., 1998) in RF and 1:1 RF:(3-CD samples. Typical
acquisition parameters consisted of 10-15 ps 90° pulses, 16 scans, 12 ppm window
and 16 recovering time intervals; the recycling time was set to 5 times the largest T1

(those of the aromatic protons of RF).
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The Rotating frame Overhauser Effect SpectroscopY (ROESY) experiments
(Bax and Davies, 1985) were carried out using the standard pulse sequence of the
equipment (Schneider et al., 1998). Typical acquisition parameters were: magnetic
field strength = 11.75 Tesla, 300 ms of mixing time, 2048 k in F2 and 324 increments,
spectral window = 10 ppm. Data processing was conducted with NMRView and
NMRpipe programs.

Cell culture

The PC3 cell line was purchased from American Type Culture Collection
(ATCC, Rockville, MD) and it was routinely grown in RPMI 1640 medium (Sigma
Chemical Co.) containing 10% fetal bovine serum, 100 U/mL penicillin and
100 pg/mL streptomycin at 37 °C in a humidified incubator with 5% COs..

Cell viability

Cells were incubated in 96-well plates until they reach the semiconfluence
and then they were treated with different CDs, RF or RF:CDs complexes, for 24 h.
Cell viability was assessed by the MTT reduction assay.

MTT reduction assay

The medium containing CDs, RF or RF:CDs complexes was removed and
0.1 mL of 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT)
solution (0.5 mg/mL of culture medium) was added to each well. After incubation
for 4 h at 37 °C, the medium was removed and the formazan crystals were
solubilized in 0.1 mL of DMSO. The plate was shaken for 5 min. on a plate shaker

and the absorbance was measured at 570 nm (Mosmann, 1983).

RESULTS & DISCUSSION

Riboflavin interaction with 3-CD and HP--CD
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Initially the kinetics of complexation was followed through changes in RF
absorbance (at 444 nm), for an 8 h period. Changes were not registered after the
first hour, suggesting a fast solubilization between riboflavin and both CDs (data
not shown). Afterwards, phase solubility experiments (Higuchi and Connors, 1965)
were conducted, as shown in Fig. 1.
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Figure 1 Phase-solubility diagrams of RF in B-CD (M) and HP-B-CD (®) at 25 °C (n=3).

In the case of B-CD, its limited water solubility did not allow the
experiments to be conducted at concentrations higher than 16 mM. The solubility
isotherms in Fig.1 reveal a linear increase in RF solubility with addition of either j3-
CD or HP-B-CD, suggesting a first order and a 1:1 stoichiometry of complexation.
Nevertheless, Loftsson et al. (2005) have shown that solubility isotherms are not
conclusive to describe the mode of complexation, since CDs are able to form non-
inclusion complexes and aggregates, which can solubilize guest molecules in
micelle-like structures. RF’s solubility increased 1.6 (up to 16 mM) and 4.2 times, in

the presence of $-CD and HP-B-CD, respectively (Fig. 1).
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Wang and Chen (1996) used the slight changes in RF emission spectra
observed in the presence of B-CD to determine the association constant between
them as 230 M at 25° C; these authors also proposed a 1:1 RF:B-CD stoichiometry
of complexation. Loukas and coworkers (1996), using fluorescence spectroscopy
have shown that HP-3-CD  protects Riboflavin-5-phosphate  from
photodecomposition. Additionally, they determined an RF:HP-3-CD association
constant of 3321 M, what would indicate the formation of a rather stable complex
(Loukas et al., 1996).

From the solubility isotherms in Fig. 1 and considering a 1:1 stoichiometry
of complexation, we have determined low association constants for RF in p-CD
(39.7 M) and HP-B-CD (20.6 M™).

The interaction of RF with both CDs was investigated through changes in
the UV-Vis absorption spectrum (Fig. 2), which could provide information about
transfer of guest molecules from water to the apolar cavity of CD (Beckers et al.,

1991).
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Figure 2 UV-VIS absorption spectra of RF (10 uM), in the presence of equivalent -CD or HP-§-

CD concentrations; (n=3).

A slight decrease in RF absorption for the peaks at 266 nm, 374 nm and 444
nm was observed, in agreement with the previous observation of Wang and Chen
(1996). Besides these authors also found a hypsochromic change in the 374 nm
peak of RF, leading them to propose that RF absorption properties in the presence
of CDs were compatible to those observed in an ethanol solution.

We have also investigated the intrinsic fluorescence of RF in the presence of
-CD and HP-B-CD but no evidence of inclusion complex formation was taken
from those experiments (Fig. 3 and 4). For the sake of comparison, we have
included (panel B of Fig. 3 and 4) results obtained with the local anesthetic BZC,

which inclusion complex with B-CD has been described (Pinto et al., 2005).
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Figure 3 Fluorescence emission spectra of RF (10 uM) in the absence and presence of §-CD (1:1
and 1:100 RF:CD molar ratio); B) BZC (10 pM) in the absence and presence of B-CD (1:1, 1:10 and
1:100 BZC:CD molar ratio).
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Figure 4 Fluorescence emission spectra of A) RF (10 uM) in the absence and presence of HP-f-
CD (1:1, 1:10, 1:100 and 1:1000 RF:CD molar ratio); B) BZC (10 uM) in the absence and presence of
HP-B-CD (1:3, 1:6, 19, 1:12 and 1:15 BZC:CD molar ratio).

We have previously demonstrated, using different methodological
approaches, that BZC forms a stable (Ka = 549 M) inclusion complex with B-CD,
in a 1:1 stoichiometry. In the presence of higher concentrations of 3-CD (Fig. 3b)
and HP-B-CD (Fig. 4b) BZC shows an increase in its fluorescence intensity and a

significant hypsochromic change in the wavelength of maximal fluorescence, as a
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result of its insertion into the B-CD cavity (Pinto et al., 2005). In contrast, RF
fluorescence was not significantly affected in the presence of any of the CDs.

In spite of the solubility enhancement effect of CDs upon RF, the different
behavior of RF and BZC after 3-CD (Fig 3) and HP-3-CD (Fig 4) addition in the
fluorescence experiments led us to suggest that RF does not form inclusion
complexes with CDs. Moreover it is worthwhile to note that RF does show an
increase in its fluorescence quantum yields and a significant change in the
wavelength for maximal fluorescence in apolar environments (data not shown).

There are many reports in the literature on the formation of non-inclusion
complexes involving CDs (Storsberg et al., 2000; Loftsson et al., 2002; Magnusdottir
et al., 2002; Duan et al., 2005; Loftsson et al., 2005, Hazekamp et al., 2006) and,
according to Loftsson et al. (2005), the single observation of enhanced solubility of
the guest compound is not enough to prove the formation of inclusion complexes
with CDs. Instead, evidences from other methodological approaches such as
spectroscopic (UV-Vis absorption, fluorescence and Nuclear Magnetic Resonance)
methods are required to provide molecular details on the guest-CD interaction.

These results led us to try different 'H-NMR approaches, searching for
molecular evidences on the guest-host interaction (de Jesus et al., 2006; Cabeca et
al., 2008; de Araiijo et al., 2008; Grillo et al., 2008).

The 'H-NMR spectrum and assignment of riboflavin peaks in D20 are given
in Fig 5 and Table 1. Peak assignment is in good agreement with the literature
(Edwards et al., 1999; Chienthavorn et al., 2004).

In the presence of B-CD no significant changes in the chemical shift of RF (or
B-CD) hydrogens were detected (Table 1), in accordance with UV-Vis (Fig. 2) and
fluorescence (Figs 3, 4) results. Similar results were found with HP-B-CD (data not

shown).
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Figure 5 "TH-NMR spectra of RF (150 uM) in D:0, at 20 °C, 500 MHz.

The lack of changes in 'H-NMR chemical shifts (Table 1), mainly in the Hs

and Hs peaks of CDs, which are known to monitor the CD cavity interior (Pinto et

al., 2005; Moraes et al., 2007; Grillo et al., 2008) is a strong evidence that RF does not

form an inclusion complex with neither $-CD nor HP-B-CD.
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Table 1: 'H-NMR Chemical shift of RF (0.15 mM) hydrogens and B-CD (0.15
mM) in D:0O, at 20°C, 500 MHz. Assignment of RF and CD as in Figure 5 and

Pinto et al. (2005), respectively.

RF B-CD

'H InD:0  with-CD A (ppm) H InD:0  withRF A (ppm)

7-CHs 241 243 0.03 Ha 3.56 3.55 0.01
8-CHs 2.52 2.53 0.01 H> 3.62 3.61 0.01
1-4 3.6-4.0 n.d. n.d. Hs 3.84 3.84 0.00
5 4.4 4.4 0.00 He 3.85 3.85 0.00

6 7.93 7.92 0.01 Hs 3.94 3.93 0.01

9 7.94 7.92 0.02 H: 5.05 5.04 0.01

n.d. values not determined due to overlapping peaks in this region.

T1 values are known to be strongly affected by the local environment of the
nucleus, decreasing as far as it interacts with the molecular net around it
(Macomber, 1998); this causes the longitudinal relaxation times of guest
compounds to decrease, upon complexation with CDs (Fraceto et al., 2007; Grillo et
al., 2008). The results in Fig. 6 revealed no changes in T1 values of the methyl group
hydrogens of the aromatic atoms 7, 8 nor in the other aromatic hydrogens (at
carbons 6 and 9) of RF. Peak superposition did not allow the precise measurement

of T1 values for the ribitil RF hydrogens.
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Figure 6 Longitudinal relaxation times (T1, ms) of the aromatic RF hydrogens, in D20 and in the

presence of 3-CD. Assignment as in Figure 5.

Another very useful NMR tool to detect guest/host complex formation is the
Diffusion Ordered Spectroscopy (DOSY). The diffusion coefficient is a microscopic
parameter that reflects molecular collision, solute-solute and solvent-solute
interactions being straightforward to unravel structural modifications (intra or
intermolecular interactions) in colloidal or macromolecular systems in solution
(Morris and Johnson, 1992; de Souza and Laverde Jr.; 2002, Cabeca et al., 2008).

The diffusion coefficient (mean + SD) of RF alone (3.23 £ 0.16 10" m2.s") and
in the presence of 3-CD (3.13 = 0.14 10"°m2.s?) and HP-3-CD (3.15 £ 0.14 10°m2s™)
were determined through DOSY. Minor changes in the diffusion coefficient of RF
were detected in the presence of 3-CD or HP-B-CD, in clear opposition with the
results obtained when guest-host inclusion complexes are formed (de Souza and

Laverde Jr., 2002; Cabeca et al., 2008).
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To conclude we have employed the nuclear Overhauser (ROESY)
experiment in order to check for dipolar-dipolar (through the space) interactions
between RF and CDs. The ROESY technique has been found very useful to
characterize guest-host interactions (Spamer et al., 2002; Pinto et al., 2005; de Jesus
et al., 2006), giving details on the topology of the inclusion complexes (Pinto et al.,
2005; de Jesus et al., 2006; Fernandes et al., 2007).

Fig. 7 shows expansions of the ROESY spectra of RF in the presence of -CD
(A) and HP-B-CD (B). The aromatic hydrogens He and Hs as well as ribitil
hydrogens of RF (see assignment in Fig. 5) interact with the Hi hydrogens of 3-CD,
which are placed in the external face of the cyclodextrin macrocyclic ring (Fig. 7A).
The aromatic He and Hohydrogens of RF also show intermolecular crosspeaks with
residual water hydrogens, at 4.9 ppm. Identical crosspeaks were determined
between RF and HP-p3-CD (Fig 7B), in addition to an extra crosspeak, between the
ribitil hydrogens and Hs of HP-3-CD, belonging to the hydroxypropyl substituent,
in the ring external face.

Moreover  but less important, intramolecular interactions
(riboflavin:riboflavin) NOEs were detected between the aromatic (H6, H9) and
ribitil hydrogens of the RF molecule in presence of B-CD (Fig. 7A) revealing
dynamics of the riboflavin molecule. In the case of HP-B-CD (Fig. 7B)
intramolecular NOEs include aromatic (H6, H9 vs. ribitil and N(3)-H vs. ribitil)

hydrogens of the RF molecule.
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Figure 7 Expansion of the bidimensional 'H-NMR ROESY spectra of A) RF:B-CD, 1:1 molar ratio,
150 uM. B) RF:HP-$-CD, 1:1 molar ratio, 150 uM at 500 MHz, 20 °C, and mixing time=250 ms.

NOE results strongly support the idea that RF interacts with hydrogens on
the external face of the macrocyclic CD rings, forming no inclusion complexes with
B-CD or HP-B-CD. In fact, other reports in the literature show that, as for inclusion
complexes formation, such non-inclusion interactions involving CDs are also able

to induce changes in the solubility of the guest molecules (Storsberg et al., 2000;
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Loftsson et al., 2002; Magnusdottir et al., 2002; Duan et al., 2005; Loftsson et al., 2005;
Hazekamp et al., 2006), as observed here for RF.

In a recent review on the pharmaceutical applications of CDs, Loftsson and
Duchene (2007) gave a picture of the possible interactions between guest molecules
and cyclodextrins other than the classic complexation into the cavity of CD.
Hydroxyl groups on the external face of the CD ring or either on linear
oligosaccharides, for instance, can form hydrogen bonds with lipophilic molecules,
increasing their solubility. Aoyama et al. (1992) demonstrated that linear glucose
oligomers interact with fluorescent probes (8-anilino-1-naphthalene sulfonate and
6-toluidino-2- naphthalene sulfonate) changing their fluorescence properties. These
authors have also shown that the association constants of the fluorescent probes
with cyclic heptamers were noticeable larger than with acyclic heptamers.

The capacity of CDs to form both inclusion and non-inclusion complexes
with interacting molecules in solution helps to explain the concentration-
dependence as well as the different values of the association constants determined
by different methodologies (Loftsson and Duchene, 2007).

In light of the results described so far we conclude that RF does not form
any inclusion complex with the internal cavity of B-CD or HP-B-CD. Nevertheless
non-inclusion complexes are formed between RF and both CDs which act as co-
solvents of the vitamin, increasing its water solubility and explaining the slight
changes in UV-Vis and fluorescence spectra, as well as ROESY results.

Despite the unusual interaction between RF and CDs we have examined the
effect of RF, CDs (B-CD or HP-B-CD) and RF:CDs non-inclusion complexes
towards prostate cancer cells (PC3). PC3 is a fast growing cell type remarkably
resistant to chemotherapeutic intervention. It is important to mention that the RF

sample used here was also submitted to the same methodological procedure steps
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employed for preparing the non-inclusion complexes. Cyclodextrins are able to
remove cholesterol from both raft and non-raft domains of cell membranes as well
as to change the distribution of cholesterol between plasma and intracellular
membranes (Zidovetzi and Levitan, 2007; Loftsson and Duchene, 2007). Therefore,
CDs might have an influence on the cell physiology by affecting, for instance, the
organization and function of receptors. In our tests, neither 3-CD nor HP-B-CD
present any toxic effect on PC3 cells. This result indicates that, under the
experimental conditions employed in this paper, the concentration of CDs was not
enough to deplete the membrane cholesterol content.

Figure 8 shows that the most expressive effect of RF on prostate cancer cells
was observed at 100 pM. Interestingly PC3 cells got more sensitive to RF when the
vitamin forms a non-inclusion complex with 3-CD or RF:HP-B-CD (ICs0 values

decreased, in both cases).
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Figure 8 Cytotoxic effect of RF, RF:B-CD and RF:HP-B-CD on PC3 prostate cells. PC3 cells were
treated with RF, RF:B-CD or RF:HP-f-CD for 24 h afterwards the cell viability was measured by

MTT assay and the cell viability of non-treated cells was considered as 100%.
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The different cytotoxic profile observed for RF and RF:CDs non-inclusion
complexes could be explained by the increased RF solubility in the last case.
Besides, as for the classic inclusion complexation, RF and CDs interaction is weak
and do not curb the association between the vitamin and the cell membrane.
Therefore, the interaction with CDs might favour the RF uptake by prostate cancer
cells, via receptor-mediated endocythosis. Recently, Swaan’s group published an
elegant study about the RF absorption by breast cancer cells (Bareford et al., 2008)
showing that the concentration of RF can be crucial to determine the mechanism of
transport as well as to maintain the cellular homeostasis of this micronutrient as a
dynamic and controlled process.

In the presence of high RF concentration the exocytosis of this vitamin can
be activated. Therefore, we can speculate that the interaction of RF with CD is
important to promote its absorption as a dominant cell response. This effect, in
turn, guarantees the intracellular concentration of RF and also its action on specific
targets. However, more studies are required to prove this hypothesis.

Our findings reveal that RF:CD interaction might be useful for controlling
the concentration of RF into prostate cancer cells. In this way, other experiments to
define the biochemical mechanism by which RF:CD induces cancer cell death are

currently in progress in our laboratory.

CONCLUSION

Due to lack of evidences for inclusion complex interactions we propose that
riboflavin forms non-inclusion complexes with both 3-CD and HP-B-CD. This
unusual interaction has been described before (Loftsson and Duchene, 2007) and
the results obtained here, with several different spectroscopic approaches,

demonstrate it by the low association constant and absence or almost undetectable
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changes in the physico-chemical properties of RF (but solubility). Moreover, 'H-
NMR NOE experiments detected through the space correlations between
hydrogens He and Hy of RF and hydrogens on the external face of the 3-CD and
HP-3-CD cavities, compatible with an out-of-ring RF interaction. Despite the non-
inclusion complexation, solubility of RF increases as an effect of its interaction with
both CDs as well as the cytotoxicity of RF against PC3 prostate cancer cells.
Altogether these results indicate that RF non-inclusion complexation with CDs is

potentially useful for the enhancement of the vitamin effect against cancer cells.
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Parte 1

e A riboflavina é capaz de interagir com 3-CD e HP-p3-CD, como evidenciado

pelo significativo aumento de sua solubilidade, em presenca das CDs.

e Os complexos formados sao de dificil caracterizagao, provavelmente devido
a baixa constante de ligacdo ou ainda porque a interagdo nao se da de
maneira convencional. Nao foram obtidas evidéncias da formacao de
complexos de inclusdo através dos métodos de fluorescéncia, espectroscopia
UV-Vis, Ressonancia magnética nuclear (experimentos de 'H-RMN, DOSY e

NOE, além das medidas de Th),

e Além disso, medidas de 'H-RMN (NOE) detectaram interacOes entre os

hidrogeénios da riboflavina e da face externa do anel da 3-CD e da HP-p3-CD,
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indicando a formacdo de complexos de nao-inclusao entre a RF e ambas

CDs.

e Testes de citotoxicidade com a RF livre e na presenga das CDs comprovaram
a interacdo entre RF:3-CD e RF:HP-3-CD, ja que a sensibilidade das células

PC3 a RF aumentou na presenga dos complexos.
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Transferéencia de Genes

(Gene delivery )

Esta segunda parte da tese traz os resultados referentes ao desenvolvimento
de um sistema de transferéncia de genes (gene delivery), baseado em
Nanoparticulas Lipidicas Solidas.

Diferentemente da primeira parte, os resultados serao apresentados na

integra, ja que nao foram, ainda, submetidos a publicagao.
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Terapia Génica e o Cancer de Praostata

Diversas doencas estdao relacionadas com a disfun¢do ou auséncia de
determinada(s) proteina(s), o que pode ser causado por mutagao ou dele¢do
génica. A disfuncao/auséncia de uma proteina pode induzir um quadro patoldgico
por diversos motivos, como por exemplo: pelo comprometimento de uma via
metabdlica, pela modificacao de um ligante ou receptor, através da desregulacao
do ciclo celular, por danos a proteinas extracelulares, ou ainda através da alteragao
da estrutura ou fungao do citoesqueleto. Esse quadro patologico pode ter origem
genética (como na fibrose cistica, hemofilia, hemoglobinopatias,...) ou mesmo ser
adquirido (cancer, disturbios neuroldgicos, doengas cardiovasculares, doengas
infecciosas) (Sullivan, 2003).

Com isso as eras gendmica e protedmica juntamente com o refinamento do
estudo de transducao de sinal tém contribuido sobremaneira para o entendimento
das bases moleculares do cancer e, consequentemente, para o desenvolvimento de

novos farmacos (Gascon & Pedraz, 2008). Em um contexto maior, esta melhor
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caracterizagao do tumor proporciona uma possivel defini¢do do padrao tumoral
bem como predigao do prognostico.

Apesar do progresso na area de diagnostico do cancer de prostata em
estagios iniciais, este tipo de cancer continua a ser a principal causa de morte entre
os homens. Uma caracteristica importante do cancer de prdstata, em termos
terapéuticos, € que apds o tumor se tornar independente de hormonio a eficiéncia
terapéutica também se torna extremamente baixa. Embora varias estratégias
tenham sido definidas como promissoras, a quimioterapia ainda é o protocolo
terapéutico de escolha (Sonpavde & Hutson, 2006). Dentre os quimioterdpicos, a
daunorubicina e a mitoxantrona sdao os farmacos de escolha por serem mais
efetivos para o tratamento desse cancer, assim como o de mama, leucemias e
linfomas (Kostrzewa-Nowak et al., 2006). No entanto, o grande obstaculo no
tratamento do cancer de prdstata e de outros tipos é o desenvolvimento de
resisténcia ao quimioterapico, pelas células tumorais. Portanto, novas estratégias
terapéuticas sao extremamente desejaveis e necessdrias. Neste contexto, a terapia
génica apresenta grande potencial para inibir a proliferacdo, agressividade,
migragao e resisténcia das células tumorais. No entanto, para que esta estratégia
terapéutica seja utilizada é importante que se conheca em detalhes a
biologia/bioquimica das células tumorais, para que o alvo terapéutico seja
satisfatorio em termos de respostas finais: morte das células tumorais e garantia da
qualidade de vida do paciente.

O conceito de terapia génica envolve a transferéncia de fragmento de
material genético para uma célula, tecido ou todo um organismo com o objetivo de
prevenir, tratar ou curar uma doenga, modificando a expressao de genes
envolvidos no quadro patoldgico (Verma & Weitzman, 2005; Bhavsar & Amiji,

2007). Recentemente o conceito de material genético foi bastante ampliado com a
80



Introducao

descoberta de diversos tipos de RNAs funcionais e do silenciamento de genes
através da tecnologia do RNA de interferéncia (RNAi) (Gascon & Pedraz, 2008).
Portanto, o objetivo da terapia génica ¢ manipular a expressao de um determinado
gene, por tempo suficiente para que o funcionamento normal do organismo seja
restabelecido. Para isso, utilizam-se duas estratégias: a ex vivo e a in vivo. Na
primeira, ex vivo, as células do paciente sao extraidas e transfectadas com o
material de interesse e, em seguida, sdao reintroduzidas no individuo. A segunda,
in vivo, consiste na administragao do transgene diretamente no individuo (Sullivan,
2003). O sucesso dessa intervengao terapéutica depende muito da eficiéncia do
transporte do material genético para o interior celular, processo também conhecido
como transfec¢ao (Oyewumi & Rice, 2006). Atualmente, a terapia génica tem sido
amplamente considerada para tratamento dessas doencas e os resultados obtidos
recentemente em testes clinicos vém confirmando a terapia génica como uma
ferramenta terapéutica bastante promissora (Gascon & Pedraz, 2008).

Levando- em consideracao que o cancer de préstata pode ser decorrente de
mutagOes e alteracOes de vdarios genes envolvidos na regulacdo de vias de
transducao de sinal e do ciclo celular, a terapia génica pode ser uma boa alternativa
para seu tratamento. A Figura 7 resume alguns produtos génicos que contribuem
para a progressao e diminuigao da eficiéncia terapéutica do cancer de prdstata (Lee
et al., 2008). Dentre os possiveis alvos uma estratégia baseada no gene da proteina
tirosina fosfatase homologa a tensina (PTEN) pode ser considerada. Essa proteina
tem seu gene localizado no locus 10923 do cromossomo 10q, que frequentemente
estd deletado (50-80%) nos tumores de prostata e é conhecida por regular
negativamente a cascata de transdugao da PI3K/Akt. A via de transducao PI3K/Akt
€ conhecida por seu papel na mediacao da sobrevivéncia celular, bem como na

progressao do ciclo celular e transformagoes neoplasicas (Chung et al., 2005; Kim &
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Mak, 2006; Lee et al., 2008). Além do cancer de prostata, em muitos outros tumores
humanos como os de cérebro, mama, endométrio e rins, € possivel encontrar esse
gene mutado ou mesmo deletado do genoma (Huang, 2001; Chung et al., 2005).
Essa delecao desempenha papel critico para a progressao do cancer de prostata,
com inativacao total da PTEN em estagios bem avancados da doenga (Huang et al.,
2001).

Tian e col. (2006) demonstraram que uma transfec¢ao bem sucedida do gene
para a PTEN selvagem inibiu o crescimento de células de glioblastoma humano em
69,3 %. Portanto, essa pode ser uma ferramenta valiosa para induc¢do de morte
celular em células PC3 (células humanas de adenocarcinoma de prdstata), uma vez

que estas também possuem o gene para a PTEN deletado (Chung et al., 2005).
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Figura 7: Produtos génicos que contribuem para a progressao e baixa eficiéncia terapéutica do

cancer de prostata (adaptado de Lee et al., 2008).
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Uma revolucdo na terapéutica acontecera quando a terapia génica estiver
consagrada na clinica, que levara os profissionais da satde a tratar as causas das

doencas e nao apenas seus sintomas (Sullivan, 2003; Karmali & Chaudhuri, 2007).

Transferéncia de Genes (Gene delivery)

Como os oligonucleotideos (OLN) ndo apresentam direcionamento celular
intrinseco, nem estabilidade durante circulacdo no interior celular nem a
capacidade de atravessar barreiras bioldgicas (membranas), faz-se necessaria a
utilizagao de vetores para auxiliar seu transporte. Esta é uma drea multidisciplinar
denominada transferéncia de genes ou gene delivery e que vem despertando, cada
vez mais, a atengao de cientistas e da industria farmacéutica (Pack et al., 2005;
Asasutjarit el al., 2007). E possivel classificar os principais tipos de transportadores
de genes em duas grandes classes: os virais e 0s nao-virais (Sullivan, 2003).

Veiculos virais sao aqueles onde virus sao modificados geneticamente com
proposito de transportar o material genético de interesse. De forma geral, eles
apresentam grande eficiéncia de transfeccdo. Entretanto, apresentam sérios
problemas quanto a toxicidade, principalmente relacionados a mutagenicidade e
carcinogénese, além da dificuldade de producdo em larga escala com qualidade
(Liu & Huang, 2002; Conwell & Huang, 2005; Kawakami et al., 2008). Existe ainda o
risco de, por meio de repetidas administra¢des, os veiculos virais desencadearem
resposta imune, o que compromete a expressao do gene de interesse, além de
limitar sua administracao (Liu & Huang, 2002; Kawakami et al., 2008).

Vetores nao-virais sdo mais seguros, baratos, mais reprodutiveis e nao
apresentam restricdo quanto ao tamanho do material transportado, mas tem a
eficiéncia de transfec¢ao (Pozo-Rodriguez et al., 2009). Entretanto, muito progresso

tem sido feito desde o advento do primeiro vetor nao-viral de genes. Muitos tipos
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de vetores sintéticos tém sido desenvolvidos explorando varias abordagens, mas
sempre com o mesmo objetivo, que é o de compactar o material genético e protege-
lo contra a degradagao em seu longo percurso até seu objetivo final, seja ele o
nucleo celular (DNA) ou o citoplasma (RNA) (Ragusa et al., 2007). Compostos
cationicos tém se apresentado como promissores transportadores de material
genético, em virtude das interacOes eletrostaticas entre o material genético e o
transportador, sendo polimeros cationicos e lipossomas os principais veiculos nao-
virais. Estes, quando interagem com o OLN sao chamados, respectivamente, de
poliplex e lipoplex (Kawakami et al., 2008). Dentre os diferentes tipos de estratégias
para transferéncia génica podemos destacar sistemas baseados em lipidios
cationicos, polimeros catidnicos, nanoparticulas de ouro, nanoparticulas
magnéticas, quantum dots, nanoparticulas de silica, fulerenos, nanotubos de
carbono, entre outras (Ragusa et al., 2007).

Dentre os diversos tipos de nanoparticulas existentes, os sistemas coloidais
constituem uma boa alternativa para a problematica de candidatos a farmacos,
melhorando seu transporte como relatado, ha décadas (Boyd, 2008).
Nanoparticulas sdlidas, como sistemas de administracao de fdrmacos (ou seja,
particulas com ntucleo solido e praticamente homogéneo), podem ainda ser
classificadas em trés grandes grupos: nanoparticulas lipidicas sdlidas (NLSs),
nanoparticulas poliméricas e nanoparticulas de farmaco sodlidas (solid drug
nanoparticles) (Boyd, 2008). O interesse por estes sistemas vem crescendo,
principalmente na terapia do cancer e na obtencao de imagens para diagndstico
(Boyd, 2008) e ainda no desenvolvimento e melhoria de sistemas de transferéncia
de genes baseados em lipidios cationicos, com milhares de formulagoes testadas,
como evidenciam o crescente niumero de patentes e as publicagdes cientificas sobre

o assunto (Gascon & Pedraz, 2008).
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O controle do tamanho dessas particulas ¢ de vital importancia para
garantir a sua efetividade, uma vez que a estrutura dos capilares sanguineos é
bastante variada entre 6rgaos e tecidos. Figado, rim e medula 6ssea, por exemplo,
apresentam vasos sinusdides que facilitam a permeacdo. Entretanto, de maneira
geral, moléculas de alta massa molar sdo incapazes de penetrar as barreiras
epiteliais e o endotélio, sendo assim, incapazes de extravasar para o espago
intersticial. A utilizacdo de sistemas nanoestruturados torna possivel condensar o
material transportado, garantindo um tamanho funcional, além de direcionar e

favorecer a entrada em células-alvo (Kawakami et al., 2007).

Nanoparticulas Lipidicas Sdlidas (NLSs)

As NLSs (Figura 8) consistem em sistemas carreadores formados por
lipidios sdlidos nas temperaturas ambiente e corporal, sendo estabilizadas por
tensoativos. Uma vantagem das NLSs é a utilizacdo de lipidios fisioldgicos de
baixa toxicidade e, portanto, de baixa toxicidade aguda ou crdnica. Os lipidios
utilizados na preparacao de NLSs sao triglicerideos, mistura de glicerideos, acidos
graxos, esterdides ou ceras (Tabatt et al., 2004; Uner, 2006; Saupe & Rades, 2007).
Como os tensoativos apresentam diferencas quanto a carga e peso molecular, sua
escolha é baseada no tipo de lipidio e via de administracdo. Exemplos de
tensoativos incluem lecitina de soja, lecitina de ovo, Poloxamer 188 e colato de
sodio (Saupe & Rades, 2007).

NLSs sao extremamente versateis, o que as tornam propicias para diversas
aplicacoes. A producao de NLSs é simples de ser escalonada e sua estabilidade
pode ser aumentada pelo processo de liofilizagao, garantindo uma longa duracao a

temperatura ambiente (de 12 — 24 meses), além de ndo requerer a utilizagao de
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solventes organicos durante o processo de preparacao, diminuindo assim a

toxicidade e custo das particulas (Choi et al., 2007; Vighi et al., 2007).

[Tensoativol

Matriz Lipidica| €

Fosfolipidio

Figura 8: Representacdo geral de uma NLS. A matriz lipidica constitui o interior sélido, com o
ativo. Na interface o tensoativo, juntamente com o fosfolipidio, garantem a estabilidade da

particula (modificado de Manjunath et al., 2005).

NLSs podem ser administradas através de diferentes vias, as quais incluem
administracdo topica, intravenosa, intramuscular, subcutanea e em infiltragdes
nervosas (Muller et al.,, 2000, Toogswuan et al., 2004). NLSs aumentam a
estabilidade de compostos labeis (Jee et al., 2006), a biodisponibilidade de farmacos
(Uner et al., 2006; Zhang et al., 2006; Luo et al., 2006; He et al., 2007; Xiang et al.,
2007), ou requerem menores quantidades do ativo para atingir o mesmo efeito
biologico (Lu et al., 2006). NLSs atravessam facilmente a barreira hemato-

encefdlica, sendo tuteis na aplicacdo na administracdo de ativos que atuem no
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sistema nervoso central ou no transporte de particulas magnéticas, utilizadas no
diagndstico de cancer cerebral (Koo et al., 2006).

Olbrich e col. (2001) foram os primeiros a propor as NLSs como um sistema
ndo-viral de transferéncia de genes e, a partir de entao, outros estudos tém
demonstrado bons resultados com relagao a utilizacdo das mesmas para
transferéncia de genes.

Rudolph e col. (2004) propuseram um sistema de transferéncia génica
baseado em NLSs e contendo um motif rico em arginina, da proteina TAT do virus
HIV-1. Tabatt e col. (2004a) utilizaram diferentes lipidios catidnicos na produgao
de NLSs e testaram sua eficiéncia e toxicidade em células COS-1. Como principais
conclusoes os autores demonstram que lipidios de cadeia simples apresentam alta
toxicidade, também observada em lipossomas produzidos com esses lipidios; além
disso, NLSs preparadas com 1,2-dioleoil-3-propanoato de trimetilaménio (DOTAP)
como lipidio cationico e uma matriz de cetilpalmitato apresentaram boa tolerancia
e boa eficiéncia de transfeccdo, mesmo na presenca de soro. Em um segundo
trabalho Tabatt e col. (2004b) compararam a eficiéncia da transfeccao de NLSs e
lipossomas a base de lipidios catidnicos idénticos, tendo encontrado eficiéncias de
transfeccao equivalentes, in vitro.

Montana e col. (2007) estudaram o uso de NLSs como transportadores de
RNA. Num estudo in vitro essas particulas se difundiram através da membrana
celular e liberaram o RNA, demonstrando seu potencial como transportador na
terapia genética em humanos. Choi e col. (2007) mostraram que NLSs apresentam
maior eficiéncia de transfeccao do que Lipofectin® uma formulacdo contendo
lipossomas catidnicos, para o tratamento de cancer de pulmao. Ja Vighi e col.
(2007) produziram NLSs liofilizadas e sem crioprotetores que, ainda assim, foram

eficientes no transporte de DNA in vivo. Pedersen e col. (2007) mostraram que
87



Introducao

NLSs sao capazes de condensar o DNA e manté-lo estavel em condigoes
fisioldgicas, além de apresentarem baixa toxicidade sobre células em cultura.

Kim e col. (2008) produziram NLSs a partir da reconstituicao de lipoproteinas
de baixa densidade (LDL), livres de proteinas, e as utilizaram para o transporte de
siRNA. A utilizacdo de lipoproteinas reconstituidas se deveu ao fato de muitos
tumores, como leucemia mieldide, de colo, rim e tumores cerebrais, apresentarem
elevados niveis de receptores para lipoproteinas de baixa densidade. A partir dos
bons resultados obtidos na supressao génica utilizando siRNA, os autores
propuseram a utilizagdo desses sistemas como vetores sistémicos de siRNA que,
atualmente, estao testando para o tratamento de tumores em modelos animais
(Kim et al., 2008). Pozo-Rodriguez e col. (2008) avaliaram a capacidade de
transfeccdo das NLSs em linhagem de células do epitélio pigmentado da retina
humana (ARPE-19) com o intuito de utilizar estas particulas como vetor para o
tratamento de doencas na retina; estes autores utilizaram esse modelo para
elucidar o trafego intracelular dessas particulas, demonstrando que as NLSs sao
internalizadas, predominantemente pela via da clatrina, informagdao muito
importante para o desenvolvimento racional de vetores (Pozo-Rodriguez et al.,

2008).
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A segunda parte do trabalho teve como objetivos gerais desenvolver e
caracterizar nanoparticulas lipidicas sélidas para transferéncia de genes
(gene  delivery) compardveis a sistemas comerciais disponiveis
(Lipofectamine 2000®), para carrear o gene da proteina PTEN (proteina
tirosina fosfatase homologa a tensina) para futura aplicacdo na terapia
génica do cancer de prostata.

Objetivos especificos:
- Preparo e determinacdo de caracteristicas fisico-quimicas de NLSs
apropriadas para futuro uso em transferéncia de genes.
- Avaliagao da estabilidade das NLSs.
- Avaliacao da citotoxicidade das formulagoes preparadas.
- Comparagao da eficiéncia de transfeccdo das NLSs com Lipofectamina
2000°.

- Determinacdo do trafego intracelular das NLSs.
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Materiais

O 4cido estedrico (Figura 9a) foi gentilmente cedido pela PharmaSpecial,
Pluronic F68 (Figura 9d) foi obtido da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA) e os lipidios
DOTAP (1,2-dioleil-3-propanoato de trimetilamonio, Figura 9b) e DOPE
(Dioleilfosfatidiletanolamina, Figura 9c) foram obtidos da Avanti Polar Lipids

(Alabaster, AL, EUA).

Cultura de células

As células de cancer de prostata independentes de andrégeno (PC3) foram
obtidas da ATCC (American Type Cell Collection) e cultivadas em meio RPMI-1640
contendo antibidticos (100 U/mL de penicilina G e 100 ng/mL de estreptomicina),
suplementado com 10 % de soro fetal bovino e mantidas em atmosfera umedecida
com 5 % de CO, a 37 °C. As células PC3 foram utilizadas até o limite de 30

passagens.

90



Metodologia

Viabilidade Celular

Para os ensaios de viabilidade celular, as células (4.00 x 10* células/mL) foram
plaqueadas em placas de 96 pogos (Corning), cultivadas por 24 h e tratadas na
semiconfluéncia. Apos esse periodo, o meio de cultura foi substituido por 100 uL de
outra aliquota, contendo as diferentes formulagdes testadas.

A viabilidade celular foi avaliada pelo teste de reducao do brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-bifenil tetrazolium (MTT). A reducao do MTT indica atividade
mitocondrial, pela reducao enzimatica do sal brometo de tetrazolio catalisada,
principalmente, por desidrogenases mitocondriais em células vidveis (Mosmann,
1983).

O sal de MTT (0,5mg/mL) foi solubilizado em meio RPMI sem soro fetal
bovino e as células foram incubadas por 3 h em condi¢des normais de cultura. Para
a analise do formazan formado apos este tempo, o meio com o tratamento foi

substituido por 100 UL de DMSO e a absorbancia foi medida em 570 nm.

Amplificacao e purificacao do plasmidio

Os plasmidios pcDNA 3.1/V5-His-Topo contendo o gene para a proteina
fluorescente verde (EGFP) foram amplificados utilizando bactérias E. coli
competentes. As colonias contendo o plasmidio foram selecionadas e colocadas em
erlenmeyer contendo 50 mL de meio LB com ampicilina. O erlenmeyer foi agitado
durante a noite, a 37 °C. Uma aliquota foi congelada com adicao de 10% de
glicerina, para utilizagao futura.

O DNA plasmidial (DNAp) foi isolado utilizando o kit GenElute™ Plasmid

Miniprep , da Sigma Chem. Co.

91



Metodologia

Preparacao das \NLSs

As NLSs cationicas foram preparadas utilizando uma microemulsdo em
banho quente contendo acido estedrico (AE, Figura 9a) a 7 mM, o lipidio catidnico
DOTAP (Figura 9b) variando de 1,3 — 4,3 mM, o surfatante Pluronic F68 (PLF68,
Figura 9d) variando de 0,12 — 2,4 mM e em algumas formulagdes foi adicionado
DOPE (Figura 9c) com concentra¢des variando de 0 — 1,25 mM. Os lipidios foram
aquecidos 10 °C acima da temperatura de transicao de fase sdlido-liquida do AE,
em seguida foram misturados a uma soluc¢do aquecida de surfatante (0,12 — 2,4
mM), sob agitacdo mecanica. A microemulsao obtida foi entdo extrudada através
de membranas de policarbonato de 100 nm de diametro (Isopore™, Millipore) em
uma mini-extrusora (Avanti Polar Lipids, Inc., Alabaster, AL) por 15 vezes para
obtenc¢do de uma populacao homogeénea de particulas; em seguida a suspensao foi

resfriada em um banho de 2 °C para evitar que as particulas coalescessem.
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a) 0

Figura 9: Estrutura quimica dos componentes das NLSs: a) Acido Estearico b) DOTAP ¢) DOPE

d) Pluronic F68 (onde x representa os monoémeros hidrofilicos e y os hidrofdbicos).

Determinacao do diametro das particulas e do

potencial Zeta

As diferentes formulagdes foram caracterizadas em termos do diametro
médio das particulas e do indice de polidispersidade, através de espalhamento de
luz dinadmico (DLS). A determinacao do potencial Zeta foi realizada observando-se
o espalhamento a 173°, depois de adequada dilui¢do das amostras em agua, em
equipamento Zetasizer Nano series (Malvern Instruments, Malvern, UK).

Quando submetidas a um meio polar a maioria das moléculas apresentam
cargas. Quando uma particula carregada é submetida a uma solugao contendo
ions, estas atraem para sua superficie moléculas de carga oposta. Com o
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movimento da particula toda a camada de ions adsorvida é mobilizada, formando
entao uma dupla camada elétrica. Um potencial é formado entre a superficie da
particula e o liquido circundante, que varia de acordo com a espessura da dupla
camada elétrica. E possivel determinar um plano de ruptura entre o que fica
adsorvido na particula e o meio circundante, cujo potencial elétrico é chamado de
potencial eletrocinético ou potencial Zeta.

As medidas de potencial Zeta permitem realizar predicdes sobre a
estabilidade de dispersdes coloidais. Geralmente, dispersdes que apresentam
valores de potencial Zeta maiores que 30 mV sdo consideradas fisicamente

estaveis, gragas a repulsao eletrostatica (Saupe & Rades, 2007).

Microscopia de Forca Atomica

As amostras de NLSs (25 uL) foram depositadas sobre substrato de mica e
apos secagem (24 h) o substrato foi submetido a inspe¢ao no equipamento Thermo
Microscope Autoprobe. A varredura na faixa de 5 um foi feita em ar, no modo de

nao contato, em temperatura ambiente.

Ensaios de Retardamento da Maobilidade
Eletroforética (EMSA)

Para o ensaio de EMSA foram diluidos 0,8 pg de DNAp em 20 pl de dgua
desionizada enquanto 2 pl de NLSs foram diluidos em outros 20 ul de agua
desionizada. As amostras foram misturadas e incubadas por 20 min.; em seguida
foram aplicadas em um gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio e
submetidas a eletroforese, sob tensao de 50 V, por 2 h. Foram utilizados dois

controles nesses testes, um deles contendo DNAp e tampao de corrida e outro
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contendo DNAp em uma solugao de glicerol a 10%. A solucao de glicerol a 10% foi
usada durante as corridas para evitar possiveis interferéncias do azul de
bromofenol, presente no tampao de corrida, na interagago DNAp:NLSs. A analise
foi realizada em camara sob luz UV, onde os resultados foram visualizados e

fotografados.

Viabilidade Celular

Para os ensaios de viabilidade celular foram utilizadas células fibroblasticas
(Balb-3T3) de camundongo e células de cancer de préstata PC3, em placas de 96
pocos (8 x 12), inoculadas com 10* células por pocgo e cultivadas por 24 h, até que as
culturas se tornassem semiconfluentes. Apos esse periodo o meio de cultura foi
substituido por 100 uL de meio contendo diferentes concentragdes de NLSs.

A viabilidade celular foi avaliada pelo teste de redugao do MTT, como descrito

acima.

Transfeccao

As células PC3 foram plaqueadas (1 mL) a uma densidade de 1,5 x 105/mL
por poco, em uma placa de 24 pocos. Apds 24 h as células apresentavam uma
confluéncia em 70 % da area total do poco.

Os complexos (DNAp:NLSs) foram preparados diluindo, separadamente, as
NLSs (2 pl) e DNAp (0,8 ug) em meio sem soro (150 ul); a solugdo contendo DNAp
foi entdo adicionada a suspensao contendo as NLSs e o sistema foi incubado por 20
min. Essas condi¢oes iniciais (de volume e tempo) foram estabelecidas de acordo
com o protocolo constante no manual da Lipofectamina 2000® (Invitrogen, Breda,
The Netherlands), um sistema de transfec¢do comercial baseado em lipidios e

amplamente utilizado, que adotamos como padrao de transfeccao, para
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comparacgao com as NLSs. Em seguida, 100 pul do complexo (DNAp:NLSs) foram
adicionados em cada poco da triplicata e incubados com as células, por 4 h. Logo
apos, o meio de cultura foi trocado por um meio completo, contendo soro fetal
bovino.

As células PC3 foram transfectadas utilizando-se preparacgoes contendo
NLSs e os resultados foram comparados com os obtidos utilizando kit comercial
Lipofectamina 2000°. A eficiéncia da transfeccao foi determinada apds 24 h, por

medidas de citometria de fluxo para células positivas para a EGPF.

Citometria de Fluxo

As células transfectadas com EGFP foram tripsinizadas 24 h apos a
transfeccao e ressuspendidas em 300 pul de solugao salina. Em seguida as amostras
foram mantidas em gelo até a realizagdo da andlise de eficiéncia de transfeccao
através da expressao de EGFP (Ejex 488 nm, Ejem 530 nm) em um citometro de fluxo
FACS Calibur (Becton, Dickinson and Company, San Jose, CA), com pelo menos

5.000 eventos por amostra.

Microscopia de Fluorescéncia

As células foram plaqueadas (5 ml) a uma densidade de 7,5 x 10° / pogo, em
uma placa de 6 pogos, cada um contendo uma laminula. Apos 24 h as células
apresentavam uma confluéncia de 70% da area total do poco. O complexo FITC-
OLN:NLS foi formado diluindo-se 1 pul de OLN marcado com isotiocianato de
fluoresceina (FITC-OLN) em 400 ul de meio sem soro e 2 ul de NLSs em 400 ul de
meio sem soro; as solugdes foram misturadas e incubadas por 20 min. As células

foram transfectadas por 1 e 4 h.

96



Metodologia

Posteriormente as células foram lavadas por 3 vezes com solugao salina,
para eliminar o excesso de particulas nao internalizadas. O material foi fixado com
solucdo de paraformaldeido a 4% por 30 min., a 37 °C. Em seguida os nucleos
celulares foram corados com uma solucdo do corante Hoechst 33528, que tem a
capacidade de penetrar a célula e se ligar ao DNA. As laminulas foram entao
montadas em uma lamina e o material analisado em um microscopio de

fluorescéncia (Olympus, Téquio, Japao).

Estudo de protecao a DNase |

O ensaio de protecao a DNase I foi realizado adicionando DNase I ao complexo
NLSs:DNAp a fim de se obter uma concentracao final de 1U DNase I para cada 2,5
ug DNAp e as misturas foram incubadas a 37 °C por 30 min. Uma solugao de SDS
(2 %) foi adicionada para liberar o DNAp nao digerido das particulas. As amostras
foram submetidas a um gel de agarose (1,3 %), corado com brometo de etidio e
analisadas em camara sob luz UV, onde os resultados foram visualizados e

fotografados.

Analise estatistica

Para comparacao das eficiéncias de transfeccao foi realizada andlise de
variancia, utilizando-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Para isso foram

utilizados os programas Excel® versao 2003 (Microsoft, EUA) e BioEstat versao 5.0.
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Preparo das Nanoparticulas Lipidicas Sdlidas

Para a producao das NLSs os métodos comumente encontrados na literatura
sao a homogeneizacdao em alta pressdo e a técnica de microemulsao (Manjunath et
al., 2005). Basicamente estes métodos consistem na fusao do lipidio utilizado para a
formacao da matriz, em temperatura cerca de 10 °C acima de sua temperatura de
fusdao, num processo mecanico (em homogeneizador de alta pressao ou em um
agitador homogeneizador) que determina o tamanho das particulas formadas
(Manjunath et al., 2005).

Entretanto, nesse trabalho foi empregada uma maneira alternativa para o
preparo das NLSs. O AE, utilizado na matriz (interior hidrofébico das NLSs), foi
fundido 10 °C acima de sua temperatura de fusdao e em seguida homogeneizado
em uma suspensao pré-aquecida contendo o surfatante, o PLF68. Para alterar a
carga da superficie da particula foi utilizado DOTAP, um lipidio cationico bastante
empregado para transferéncia de genes (gene delivery) (Gascon & Pedraz, 2008); em

algumas formulagoes foi adicionado dioleil fosfatidil etanolamina (DOPE), um
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diacilfosfolipidio zwiteridnico e considerado como lipidio assistente (helper) em
algumas formulagdes lipossomais de transferéncia de genes (Zuhorn et al., 2005).
Zuhorn e col. (2005) demonstraram que a presenga de DOPE em formulagoes
lipossomais leva a um aumento na eficiéncia de transfecgao gracas a seu papel na
dissociagado do DNAp de lipossomas cationicos. A DOPE induz a formacao de
fases hexagonais, o que leva a uma perturbacao e/ou desestabilizacao da
membrana endossomal (Zuhorn et al., 2005; Gascén & Pedraz, 2008), que é uma das
mais importantes barreiras para a eficiéncia de agentes nao-virais de transfeccao
(Ragusa et al., 2007; Morille et al., 2008).

A suspensado aquecida foi extrudada através de filtros de 100 nm de diametro,
como descrito em métodos. Esta metodologia se baseou naquela de producao de
lipossomas contendo lipidios de alta temperatura de transicao de fases, como
lecitina de soja hidrogenada (Almeida et al., 2008).

Esse método apresentou algumas vantagens, quando comparado aos sistemas
convencionais, como: i) economia dos componentes, uma vez que foi possivel a
producao em pequena escala, ii) a possibilidade de alteracdo dos constituintes das
NLSs, permitindo avaliar suas caracteristicas e eficiéncia de transfeccao sem um
dispéndio significativo de materiais, iii) ndo utilizacao de solvente organico em
qualquer etapa do processo de produgao e iv) possibilidade de utilizar filtros de
diferentes tamanhos de poro durante a extrusao, levando assim, ao preparo de
particulas de diferentes tamanhos, o que permite avaliar a influéncia do tamanho

das particulas no processo de transfeccao de células eucarioticas.
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Preparo das formulacdoes das NLSs

As concentragOes iniciais para desenvolvimento das NLSs levaram em
consideragao proporgdes entre os componentes empregadas em trés artigos da
literatura (Olbrich et al., 2001; Tabatt et al., 2004; e Pozo-Rodriguez et al., 2007).
Iniciamos entdao, num processo de tentativa e erro, ensaios para detectar as
concentracoes mais adequadas dos componentes para o processo de extrusao,
evitando ainda a saturagao (com consequente entupimento e/ou ruptura) das
membranas de extrusao. Uma concentragao cerca de 5 vezes menor que aquelas
preconizadas na literatura teve que ser adotada. As primeiras particulas obtidas —
constituidas de 7 mM de AE, 1,3 mM de DOTAP e 0,5 mM de PLF68 - se
mostraram extremamente instaveis, coalescendo horas apds sua preparacao. Para
aumentar a estabilidade do sistema modificamos a concentracao de surfatante
PLF68, como mostrado na Tabela 3, visto que a garantia das propriedades fisico-
quimicas de vetores ndo-virais € essencial para permitir sua fabricagao em grandes
escala, transporte e armazenamento de forma a serem comercializdveis, como

produto farmacéutico (Anchordoquy & Koe, 2000).

Tabela 3 Formulagdes de NLSs contendo diferentes concentra¢des de PLF68.

Formulacio AE PLF68 DOTAP
(mM) (mM) (mM)

NLSo01 7 0,12 1,3
NLS02 7 0,36 1,3
NLSO03 7 0,6 1,3
NLS04 7 0,84 1,3
NLS05 7 1,2 1,3
NLS06 7 2,4 1,3
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Variacao da concentracao de Pluronic F68

Observarmos entao o efeito da variacdo da concentracao de PLF68 no
tamanho das NLSs (Figura 10). As concentragoes iniciais (com 0,12 e 0,36 mM do
surfatante) apresentaram um tinico pico na distribuicdo do tamanho das particulas,
compativel com o tamanho dos poros da membrana utilizada para extrusao (~100
nm). As formulagdes contendo concentragdes maiores que 0,6 mM de PLF68
apresentaram um segundo pico, indicando que duas populagdes de particulas
foram formadas no processo. Além disso, a formulacdes contendo dois picos se
apresentaram instaveis, em decorréncia da aglomeracdao das particulas, visivel
horas apds a preparacio. E provavel que o excesso de PLF68 tenha propiciado a
formacao de particulas de natureza diferente, como lipossomas formados

predominantemente por DOTAP e/ou micelas mistas de AE, separadamente.

2,4 mM PLF68
0.8

1,2 mM PLF68

0.6
0,84 mM PLF68

044 0,6 MM PLF68

Volume Ponderado

0.2 0,36 mM PLF68

0,12 mM PLF68
0.0

T T T T T
0 200 400 600 800 1000

Diametro (nm)

Figura 10: Efeito das concentracdes crescentes de PLF68 no tamanho das NLSs.
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Tabela 4 Efeito da concentracao de PLF68 na distribui¢ao populacional das NLSs:

diametro médio e porcentagem das particulas (ver Figura 10).

Formulacao Pico 1 % Pico 2 %
Diametro Médio Diametro Médio
(nm) (nm)
NLS01 98,3 100,0 -- -
NLS02 104,3 100,0 -- --
NLS03 80,4 68,0 210,8 32,0
NLS04 50,3 66,2 184,4 33,8
NLS05 46,6 66,0 168,2 34,0
NLSO06 127,3 54,2 496,8 45,8

Ap0s a andlise do efeito da concentracao de PLF68 no tamanho (Tabela 4) e
estabilidade das particulas foi avaliada a capacidade dessas particulas interagirem
com o DNA plasmidial (DNAp). Esta interacao ¢ fundamental para o processo de
transfeccao, uma vez que, a compactacao do material genético € um dos papéis dos
vetores nao-virais (Hoekstra et al., 2007).

Para isso foi utilizado o teste de mobilidade eletroforética (EMSA) e o
padrao de migracao pode ser visto na Figura 11. Nota-se que todas as NLSs
apresentaram, pelo menos parcialmente, a capacidade de interagao com o DNAp.
A interacao é observada pela diminui¢do na intensidade das bandas referentes ao
DNAp no gel, pois este ao interagir com as NLSs nao penetra o gel, ficando retido
no pogo onde foi aplicado. Entretanto, ndo foi possivel estabelecer uma relacao
direta entre a capacidade de interagao da particula com o DNAp e a concentragao
de PLF68 usada nas formulagdes. Apenas as NLS02 e NLS03, contendo 0,36 e 0,6
mM do detergente, apresentaram uma menor capacidade de interacdo com o

material genético.
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Figura 11: Avaliacao da interacao DNAp:NLSs em formula¢des contendo concentra¢des

crescentes de PLF68 (de 0,12 a 2,4mM, conforme Tabela 3).

Por outro lado, a formulacao NLS03, contendo 0,6 mM de PLF68, foi a que
apresentou maior eficiéncia de transfec¢ao, como avaliado pela porcentagem de
células EGFP positivas (Figura 12). A formulacdo contendo 0,6 mM de PLF68
aumentou significativamente (p<0,05) a porcentagem de células positivas para
EGFP, em relacao aos grupos contendo 0,84 e 2,4 mM de PLF68. Entretanto a
formulagao contendo 0,6 mM ndao apresentou diferenca estatistica, quando
comparada aos outros grupos (formulagoes com 0,12; 0,36 e 1,2 mM de PLF68).

Apesar desta aparente vantagem, a formulagdo contendo 0,6 mM se
mostrou instavel (Figura 10) e com uma interagao parcial com o DNAp (Figura 11).
Além disso, quando aumentamos o volume do veiculo, de 2 para 4 pl (Figura 13)
no ensaio de transfeccdo, a aparente vantagem na eficiéncia de transfeccao
apresentada pela formulacao NLS03 foi revertida, e nao foi detectada diferenca,

em relagao as demais formulagoes (Figura 13).
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Figura 12: Eficiéncia da transfec¢do in vitro em células PC3 de NLSs contendo diferentes
concentra¢des de PLF68 (de 0,12 mM a 2,4 mM), Tabela 3. Os niveis de expressao de EGFP nas
células PC3 foram determinados por citometria de fluxo 24 h apos a transfec¢do. Os valores sdo a
média + DP da eficiéncia de transfec¢do (n = 6). *p <0,05 entre NLS03 e a NLS04 e NLS3 e a
NLSO06.

A partir desses dados foi adotada a concentracao de 0,12 mM de PLF68 para
a producao das NLSs, considerando-se a estabilidade fisica da mesma e também
que nao houve ganho na eficiéncia da transfecgao, com concentragdes maiores do
surfatante. Cabe, contudo, ressaltar que com o aumento do volume do veiculo de
transfeccao de 2 para 4 pl a melhora na eficiéncia de transfec¢ao, possivelmente se
deve ao aumento na concentragao de cargas positivas (atrativas para o DNAp).

Esses resultados nos levaram a preparar formulagdes com diferentes concentragoes

de DOTAP.
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Figura 13: Eficiéncia da transfeccdo in vitro em células PC3 de diferentes volumes de NLSs,
contendo diferentes concentra¢oes de PLF68 (de 0,12 mM a 0,84 mM), Tabela 3. Os niveis de
expressiao de EGFP nas células PC3 foram determinados por citometria de fluxo 24 h apos a

transfeccao. Os valores sdo a média + DP da eficiéncia de transfeccao (n = 6).

Variacao da concentracao de DOTAP

A partir dos dados obtidos, variamos a concentracdo de DOTAP para
avaliar um possivel beneficio em relagao a eficiéncia de transfeccao, que até entao
nao havia ultrapassado 40% (Figura 13).

As concentracdes de DOTAP testadas variaram de 1,3 a 4,3 mM, como

mostrado na Tabela 5.
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Tabela 5 Formulagdes de NLSs contendo diferentes concentracoes de DOTAP.

Formulacoes AE PLF68 DOTAP
(mM) (mM) (mM)
NLS07 7,0 0,12 1,3
NLSO08 7,0 0,12 2,3
NLS09 7,0 0,12 3,3
NLS10 7,0 0,12 43

Diferentemente do PLF68 o efeito do DOTAP, nas concentracdes testadas,

sobre o didmetro médio das particulas foi discreto (Figura 14): aparentemente

houve uma ligeira diminuicao no diametro médio das particulas, de ca. 5 nm a

cada 1 mM de DOTAP acrescentado. Esta diminui¢do pode estar relacionada a

variagdio do potencial elétrico e estabilidade de cargas na superficie das

nanoparticulas, ja que o DOTAP é carregado positivamente.
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Figura 14: Tamanho das NLSs preparadas com diferentes concentracdes de DOTAP: 1,3 mM

(diAmetro médio = 110,6+27,6 nm), 2,3 mM (didmetro médio =105,8+25,9 nm), 3,3 mM (didmetro

médio =99,0+27,5 nm) e 4,3 mM (didmetro médio =96,0+27,9 nm).
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O ensaio de EMSA revelou uma completa imobilizagao do DNAp para as
formulagdes NLS07 a NLS10 (Figura 15), efeito provavelmente relacionado ao
aumento na quantidade de cargas positivas destas, fundamentais para o processo
de interacao com o DNAp.

A NLS08, que causou imobilizacio completa do DNA com a menor
concentracgdo de DOTAP, apresenta uma relacgdo massa-massa de
aproximadamente 10:1 (NLS08:DNAp), bastante satisfatdria ao compararmos com
as outras formulagoes da literatura: Olbrich e col. (2001) testaram NLSs preparadas
com Compritol, Tween 80, Span 85 e EQ1 (EQI, cloreto de N,N-di-(b-estearoiletil)-
N,N-dimetilamonio) e necessitaram de uma razao 100:1 (NLS:DNAp) para a
imobilizagao completa do DNAp. Asasutjarit e col. (2007) utilizaram planejamento
fatorial para aperfeicoar formulagdes de NLSs contendo cetilpalmitato, colesterol,
brometo de dimetildioctadecil amonio e uma mistura de Tween 80 e Span 85 e em
seu ensaio de EMSA foram necessarias relagdes de NLSs:DNAp de 1000:1, 5000:1 e
até 10000:1 para a imobilizagao completa do DNAp, para as diferentes formulagoes

testadas.
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Figura 15: Avaliacdo da interagio DNAp:NLSs em formula¢des contendo concentragoes

crescentes de DOTAP (composicao descrita na Tabela 5).

Foi entao avaliada a eficiéncia de transfec¢ao dessas particulas (Figura 16).
Como, nestas novas formulac¢Oes, as particulas apresentavam-se mais estaveis,
decidimos introduzir controle com o agente de transfeccao comercial LF2k.
Nenhum grupo testado apresentou diferenca significativa em relacdao ao grupo
controle, apresentando uma eficiéncia de transfeccdo pelo menos equivalente
aquelas geradas pelo kit comercial. Entretanto, entre as NLSs os grupos contendo
2,3; 3,3 e 43 mM de DOTAP a transfeccao foi estatisticamente maior (p<0,05) que
no grupo contendo 1,3 mM, deixando clara a vantagem em aumentar a
concentragao do DOTAP na melhora na eficiéncia na transfecgao para, pelo menos,
2,3 mM (Figura 16). Quando comparada a outras formula¢oes de literatura essa
concentracdode DOTAP é baixa, pois Pozo-Rodriguez (2008) produziram NLS
contendo 0,4 % (massa/volume) de DOTAP, o que equivaleria a,
aproximadamente, 6 mM do lipidio catidnico, e obtiveram eficiéncia de

aproximadamente 15% de células EGFP positivas.
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Figura 16: Eficiéncia da transfec¢do in vitro em células PC3 de NLSs contendo diferentes
concentracdes de DOTAP (de 1,3 mM a 4,3 mM). Os niveis de expressio de EGFP nas células PC3
foram determinados por citometria de fluxo 24 h ap6s a transfeccdo. Os valores sao a média + DP

da eficiéncia de transfeccao (n = 6). *p <0,05 entre a NLS07 e a NLS08, NLS09 e NLS10. LF2k =

Lipofectamina 2000°.

Efeito da DOPE nas formulacoes

ApOs esta etapa, foi testada a adi¢do de DOPE as formulagdes. O DOPE ¢é
tido como um lipidio assistente (helper) em formulacdes lipossomais de
transferéncia génica (Zuhorn et al., 2005) aumentando a dissociacdo do DNAp dos
lipoplex e a eficiéncia da transfeccao, provavelmente gracas ao pequeno volume de
sua cabega polar e capacidade de formar liga¢des de hidrogénio (Yeagle, 2005), que
lhe permite interagir com outros lipidios de cabega polar volumosa como o
DOTAP e fosfolipidios da membrana endossomal, modulando a estabilidade

dessas.
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Foram entao preparadas formulagdes de NLSs com diferentes razoes
molares DOPE:DOTAP (1:10, 1:3 e 1:1), como mostrado na Tabela 6. E importante
ressaltar que a concentragao total de lipidios (DOPE e DOTAP) foi mantida

constante, em 2,5 mM, para todas essas formulagoes.

Tabela 6 Formulagoes de NLSs contendo diferentes razoes molares DOPE:DOTAP.

Formulagoes AE PLF68 DOTAP DOPE RazioDOPE:DOTAP
(mM) (mM) @mM) (mM)

NLS11 7,0 0,12 2,5 - -
NLS12 7,0 0,12 2,25 0,25 1:10
NLS13 7,0 0,12 1,88 0,63 1:3
NLS14 7,0 0,12 1,25 1,25 1:1

Como para as formulagOes anteriores, iniciou-se a caracterizacdo pelas
medidas de didmetro médio das particulas (Figura 17). O efeito da adicao de DOPE
no diametro médio das particulas foi discreto, como também observado com
concentragoes crescentes de DOTAP (Figura 14). Todas as formulagoes
apresentaram um diametro médio em torno de 100 nm, e apenas na relagao 1:3
DOPE:DOTAP a formulacao apresentou um tamanho um pouco inferior (88 + 27,4

nm).
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Figura 17: Tamanho das NLSs com formulagdes de diferentes razoes DOPE:DOTAP: s/ DOPE
(diAmetro médio = 113,8+25,6nm), 1:10 (DOPE:DOTAP) (didmetro médio =108,5+25,2), 1:3
(DOPE:DOTAP) (didmetro médio =88,0+27,4) e 1:1 (DOPE:DOTAP) (didmetro médio

=105,4+30,1).

O teste de retardamento na mobilidade eletroforética foi realizado com o
mesmo volume testado inicialmente (2 ul). Nota-se que, para as formulagdes de
maior concentragao de DOPE (razao molar DOPE:DOTAP 1:3 e 1:1) ha um arraste
(Figura 18), indicando que uma certa fracdo do DNAp esta livre, e que a
capacidade de interacdo das particulas ficou comprometida. Acreditamos que, com
o aumento da proporcao de DOPE, as concentracoes decrescentes de DOTAP
utilizadas, prejudicaram a interacdo com o DNAp, uma vez que apenas o DOTAP
contribui com as cargas positivas liquidas das NLSs.

E possivel observar também, na presenca de DOPE, um intenso brilho no

poco (formulagdes NLS12 a 14), mostrando que o brometo de etidio teve acesso ao
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DNAp, o que nao foi visualizado nas formulagoes sem DOPE. Esta observagao
aponta para uma menor compactagaio do DNAp complexado com as particulas
com DOPE ou que este lipidio, que tende a formar fases nao lamelares (Lewis et al.,
1989), aumente a hidratacdo e favoreca a interdigitacdo de bicamadas modelo
(Yeagle, 2005), conferindo menor grau de organizagao as NLSs, favorecendo assim

0 acesso do brometo de etidio ao DNAp (Zuhorn et al., 2005).

Figura 18: Avaliacdo da interacio DNAp:NLSs em formulagdes contendo concentragdes
crescentes de DOPE. NLS11 sem DOPE e com diferentes razdoes molares DOPE:DOTAP; NLS12
(1:10) NLS13 (1:3) e NLS14 (1:1).

A eficiéencia de transfeccao das formulagdes contendo concentracdes
crescentes de DOPE foi testada, revelando baixa eficiéncia para essas formulagoes
(Figura 19). De fato, para todos os grupos contendo DOPE houve uma diminuigao
significativa da transfecc¢ao (p<0,05) em relacdao ao grupo controle, contendo LF2k e
em relagdo ao grupo sem DOPE (p<0,01). E importante notar que, na formulacio

de relagdo DOPE:DOTAP igual a 1:10, a concentracao de DOTAP ¢é pequena, cerca
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de 10% aquela da formulagcao sem DOPE, que apresentou uma boa interagao com o

DNAp, como mostrado na Figura 18.
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Figura 19: Eficiéncia da transfecgdo in vitro em células PC3 de NLSs contendo diferentes razdes
molares (DOPE:DOTAP), Tabela 6. Os niveis de expressio de EGFP nas células PC3 foram
determinados por citometria de fluxo 24 h apds a transfeccdo. Os valores sdo a média + DP da
eficiéncia de transfec¢do (n = 6). *p <0,05 entre a LF2k e as formula¢goes DOTAP:DOPE (1:10, 1:3 e
1:1); **p<0,01 entre a formulacao s/ DOPE e as formulagoes DOTAP:DOPE (1:10, 1:3 e 1:1). LF2k =

Lipofectamina 2000°.

Para tentar entender o porqué desta diferenca foi realizado um novo ensaio,
variando o volume das formulagdes de NLSs usado para transfecc¢ao: 1, 2, 4, 6, 8 ul.
O resultado obtido (Figura 20) mostra que, para a formulagao contendo DOPE na
razao molar de 1:10 em relacdo ao DOTAP houve aumento na eficiéncia de
transfeccao, diretamente proporcional ao volume de NLSs utilizado. Na

formulacdo sem DOPE (Figura 20) nao houve melhora na transfeccao com
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aumento do volume utilizado, i.e., o efeito maximo foi alcancado com 2 ul. de
volume. Estes resultados indicam que a quantidade de DOTAP nas formulagdes é,

de fato, o fator determinante na eficiéncia da transfeccao.

X s/ DOPE
V7774 1:10 (DOPE:DOTAP)

P
o
L ]

w
o
1

a33o: §

1ul 2l 4l
Volume de Vetor

Figura 20: Eficiéncia da transfec¢do in vitro em células PC3 de NLSs contendo diferentes
volumes de vetor sem ou com DOPE (1:10 DOPE:DOTAP correspondente a formulacao NLS11,
da Tabela 6). Os niveis de expressao de EGFP nas células PC3 foram determinados por citometria

de fluxo 24 h apds a transfeccdo. Os valores sdo a média + DP da eficiéncia de transfeccdo (n = 6).

Choi e col. (2007) prepararam formulagoes de NLSs contendo DOPE e nao
obtiveram taxas de transfec¢ao maiores que 25 %, o que nos leva a crer que a DOPE
nao apresente em NLSs os mesmo beneficios ja demonstrados para lipossomas

cationicos.
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Estrutura das \NLSs

As NLS11 e NLS12 tiveram suas estruturas analisadas através da
microscopia de forga atomica (AFM). A Figura 21a mostra a estrutura das NLS11,
onde é possivel ver particulas de formato esférico e diametros de 206 nm a 974 nm,
para as NLS12 (Figura 21b) também foi possivel observar que as particulas
apresentam um formato esférico e valores de diametro variando de 271 nm a 821
nm. Para a maior parte das particulas (Figura 21) os diametros sao compativeis
com aqueles obtidos pelas medidas de tamanho utilizando-se de espalhamento de
luz dinamico (Figura 23). No entanto, observamos que o processo de preparo das
amostras sobre superficie de mica (carregada negativamente) teve influéncia sobre

a estabilidade das particulas, provocando a fusao de algumas, o que justifica as

presencas maiores (~800 — 1000 nm) observadas por AFM.

Figura 21: Imagens de Microscopia de Forca Atomica das NLS11 (a) e NLS12 (b) sobre suporte de
mica (5X5 pm).
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Estabilidade das formulacdes contendo DOPE

Uma semana apds o preparo das NLSs (Tabela 6) repetimos o teste de
eficiéencia de transfeccao dessas duas formulac¢does (NLS11 e NLS12), variando a
quantidade de DNAp e observamos diminui¢ao na eficiéncia de transfecgao com o
aumento das concentracoes de DNAp, para ambas formulagdes (Figura 22).
Surpreendentemente, obtivemos resultados inesperados (Figura 22), pois a baixa
capacidade de transfeccdo observada anteriormente com a formula¢ao contendo
DOPE na proporcao de 1:10 para o DOTAP (Figura 19), desapareceu.

Como o aumento na quantidade de DNAp nao favoreceu a eficiéncia de
transfeccao, nem para a formulagdo sem DOPE nem para a formulagdo contendo
DOPE:DOTAP (1:10), é possivel que as maiores concentragdes de DNAp tenham
sido toxicas para as células PC3, pois nao foi possivel observar um efeito de platod
maximo de transfeccdo, como anotado para o aumento no volume/quantidade de
vetor (Figura 20). Além disso, € preciso destacar que nao detectamos evidéncias de
efeitos toxicos das NLSs nos testes de transfeccdo, quando testados diferentes
volumes/quantidades (Figura 20), nem nos testes de citotoxicidade frente a células
3T3 (como mostramos na Figura 30).

Quanto as formulagdes que contém DOPE, cogitamos a possibilidade de: i)
elas aumentarem o tempo de equilibrio para estruturacdo das nanoparticulas,
como discutimos adiante, em virtude de caracteristicas fisicas como diametro
(Figura 23) e polidispersidade (Figura 24) das particulas, justificando os efeitos
similares aos obtidos com as formula¢des sem DOPE, ap6s uma semana. Ou ainda
a DOPE esteja sendo expelida das particulas com o passar do tempo. Este resultado
merece uma investigacao mais aprofundada sobre a organizagao estrutural das

NLSs.
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Figura 22: Eficiéncia da transfecc¢do in vitro em células PC3 de NLSs sem ou com DOPE (1:10
DOPE:DOTAP, formulacio NLS11 da Tabela 6) contendo diferentes quantidades de DNAp (de
0,8 a1,2 ug). Os niveis de expressdo de EGFP nas células PC3 foram determinados por citometria

de fluxo 24 h apds a transfeccao. Os valores sdo a média + DP da eficiéncia de transfeccao (n = 6).

Entretanto, cabe notar que as eficiéncias de transfeccao obtidas pelas NLSs
até aqui se apresentam equivalentes ou melhores do que aquelas decritas na
literatura. Choi e col. (2007) testaram a eficiéncia de transfec¢ao de NLSs contendo
Tridecanoato de glicerol, dimetilaminoetanol carbamoil colesterol, DOPE e Tween
80 e obtiveram valores maximos de transfeccao de 20 %, utilizando uma razao de
massas entre o lipido cationico:DNA de 9:1, enquanto que em nossos testes
utilizamos 2:1 (DOTAP:DNAp) e obtivemos eficiéncias de 40 % na maioria dos

testes, sendo possivel observar valores de até 60 % para a NLS11 (Figura 27).
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Avaliacao da estabilidade fisica das particulas

Nanoparticulas como as descritas na Tabela 6 foram preparadas e tiveram
seu diametro médio (Figura 23) e potencial Zeta (Figura 25) acompanhados por um
periodo de 140 dias de armazenamento, a 4 °C. Os resultados da Figura 23
mostram que as NLSs preparadas tem diametro médio semelhante,
independentemente da presenca de DOPE na formulagao, indicando que a matriz
das nanoparticulas (AE) tem maior contribui¢cdo na determinagdo do tamanho das
nanoparticulas do que o DOPE (Figura 17), e/ou o DOTAP (Figura 14) nas
concentragoes testadas, constituintes da interface da particula, nas concentragoes
testadas. Todas as formulac¢des, com exce¢ao da NLS14 (180 nm), apresentaram um
didametro médio entre 120-140 nm e boa uniformidade populacional, como
indicado pelos baixos valores de polidispersidade (Figura 24), i.e,, dentro de
valores aceitaveis para administragdes parenterais (Miiller et al., 2004). A presenga
de DOPE parece exercer um pequeno efeito sobre a polidispersidade,
possivelmente por seu efeito sobre o arranjo lipidico das NLSs, como indicaram
dados de ligacdo ao DNAp (Figura 18) e protecao a DNase (Figura 26),

aumentando a heterogeneidade das particulas (Figura 24).
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Figura 23: Medidas de didametro médio das nanoparticulas em fun¢io do tempo. Armazanados a

4°C. M NLS11, OO0 NLS12, ®NLS13, O NLS14.

Outra caracteristica importante das nanoparticulas é a carga de superficie
das mesmas, determinada pelo potencial Zeta. Geralmente dispersdes com valores
de potencial Zeta maiores que +30 mV sao consideradas fisicamente estaveis,
gracas a repulsdo eletrostatica entre as particulas (Saupe & Rades, 2007).

Para as NLSs utilizadas como sistema de transferéncia de genes o Potencial
Zeta, além de ser um parametro da estabilidade da suspensdo, é importante
porque contabiliza as cargas totais de superficie (incluindo aquelas positivas do
DOTAP) que determinam a interacao da particula com o DNAp, como mostrado
anteriormente (Figura 18).

A Figura 25 traz os valores de potencial Zeta (em mV) e desvio padrao para

as formulagOes Tabela 6, no dia do preparo e apos até 140 dias de armazenamento.
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E possivel observar alteragdes nos valores de carga iniciais, principalmente nos
primeiros 40 dias que, mesmo assim, apresentam-se dentro dos valores de desvio
padrao. Evidencia-se também uma ligeira tendéncia a aumento do potencial Zeta
com o passar do tempo sendo que, apds 80 dias, as particulas praticamente nao

diferem mais umas das outras.
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Figura 24: Valores de PDI das nanoparticulas em fun¢io do tempo. Armazanados a 4°C. B
NLS11, O0 NLS12, ®NLS13, O NLS14. A linha tracejada indica o limite maximo de PDI (0,25)

aceitavel para administra¢des parenterais (Miiller et al., 2004).

Este longo tempo de equilibrio das cargas na superficie das NLSs pode ser
um indicio de que rearranjos importantes na organizagao de seus componentes
acontecem com o passar do tempo, justificando a necessidade de se monitorar
lipidios e surfatantes no complexo, ao longo do tempo. Neste sentido, medidas

espectroscopicas ou de difracdo de Raios-X poderiam ser bastante dteis,
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identificando alteragdes na fragao ligada ao complexo, grau de imobilizagao de
cada componente e ajudando a identificar a estruturacdo das nanoparticulas
(matriz hidrofdbica, regido de interface com a agua,...). Estas andlises esclareceriam
também a aparente instabilidade das vesiculas contendo DOPE em fungao do
tempo (Figura 23 e Figura 24) que pode ser devido a um maior tempo requerido
para que as NLSs com este fosfolipidio atinjam equilibrio ou ainda a exclusao da

DOPE dessas nanoparticulas.
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Figura 25: Medidas do potencial Zeta das nanoparticulas em fun¢io do tempo. Armazanados a

4°C. M NLS11, OO0 NLS12, ®NLS13, O NLS14.

Com o armazenamento, as trés primeiras formulagoes (NLS11, NLS12 e
NLS13) se apresentam satisfatoriamente estaveis durante o periodo estudado (140
dias), quanto ao seu tamanho médio (Figura 23), valores de PDI (Figura 24) e
potencial Zeta (Figura 25). Os valores médios de didmetro das particulas nao
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sofreram grandes alteracOes e a polidispersidade apresentou valores proximos
(Figura 24); até mesmo em relagdo ao discreto efeito do DOPE na formulagdo
NLS14.

Os resultados das Figura 23 e Figura 25 indicam que as NLSs apresentam
uma estabilidade satisfatdria quanto a dois parametros fisico-quimicos: diametro
médio e potencial Zeta, importantes na caracterizagao deste tipo de nanoparticulas,
uma vez que determinam a estabilidade fisica, bem como propriedades
biofarmacéuticas da preparacao (Asasutjarit et al., 2007, Choi et al., 2007; Vighi et
al., 2007). Além disso, demonstram uma melhor capacidade de estocagem das
NLSs quando comparadas a lipossomas cationicos, utilizados como vetores nao-
virais, que apresentam uma estabilidade de aproximadamente 2 - 3 meses, quando

estocados em suspensao a 4 °C (Anchordoquy & Koe, 2000).
Ensaio de protecao a DNase |

Uma importante capacidade dos sistemas de transferéncia de genes nao-
virais é a de proteger o material genético carreado da agao de DNases (Pozo-
Rodriguez et al., 2007, 2009).

Para avaliar essa capacidade as formula¢des preparadas com fragoes
molares crescentes de DOPE foram complexadas com DNAp e em seguida
submetidas a agao da DNase I, por 30 min. a 37 °C.

A anadlise foi realizada através de um gel de agarose a 1,3 % (Figura 26). No
gel é possivel observar no primeiro pogo o controle negativo, constituido de DNAp
integro, i.e., ndo digerido; o segundo poco contém o controle positivo, em que o
DNAp foi completamente digerido pela DNase e os pequenos fragmentos obtidos

nao sao passiveis de serem visualizados nessa regiao no gel. Na auséncia de DOPE
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(NLS11) houve boa protecao do DNAp contra a agao enzimadtica. Nos grupos
testados com concentra¢des crescentes de DOPE (NLS12 a NLS14) é possivel
observar um decréscimo na intensidade das bandas, acompanhando o aumento da
propor¢ao de DOPE nas formulagdes, o que indica uma menor capacidade de
proteger o material genético, ou menor compactagito do DNAp nessas
nanoparticulas, ficando o material genético mais exposto e passivel de ser digerido
pela DNase. Estes achados estdo de acordo com uma menor compactacao do
DNAp nas formulagdes contendo DOPE, como foi sugerido anteriormente pela

maior incorporacao de brometo de etidio nestas NLSs (Figura 18).

Figura 26: Ensaio de protecio do DNAp a acao de DNase I. Pogo 1: Controle negativo, somente

DNAp; Poco 2: Controle positivo, DNAp e DNase I; Po¢o 3: complexo NLS11:DNAp e DNase I;
Poc¢o 4: complexo NLS12:DNAp e DNase I; Poco 5: complexo NLS13:DNAp e DNase I; Pogo 6:
complexo NLS14:DNAp e DNase L.

123



Resultados e Discussao

E importante ressaltar que a formulagdo sem DOPE apresentou recuperagio
do material proxima de sua totalidade, mostrando que as NLSs sao bastante eficaz
também na protecao do material carreado, além da excelente capacidade de
transfecgao (Figura 26).

Os resultados obtidos aqui estao de acordo com aqueles obtidos por Pozo-
Rodriguez e col. (2007) que, utilizando NLSs produzidas com o lipidio Precirol®
ATO 5, DOTAP e Tween 80 demonstraram que o grau de compactacao do DNAp
determina o grau de protegao a acao de DNase . Esses autores demonstraram que
a condensacdo e protecao do material carreado da degradagao citoplasmatica é
uma caracteristica muito importante em um sistema de sistemas de transferéncia

de genes (Pozo-Rodriguez et al., 2007).
internalizacao e trafego iIintracelular das

particulas

O entendimento dos processos de internalizacdo e trafego no interior das
células é muito util para o desenvolvimento racional e mais eficiente de agentes de
transfeccao (Pozo-Rodriguez et al., 2008). Diferentes mecanismos de internalizagao
sao possiveis para a endocitose de vetores nao-virais como: fagocitose, pinocitose,
internalizacao mediada por clatrina ou caveolina (Pozo-Rodriguez et al., 2009).

Para avaliar o mecanismo pelo qual as NLSs obtidas sao internalizadas pelas
células eucaridticas, utilizamos como modelo células PC3. O primeiro ensaio foi
realizado utilizando dois inibidores de endocitose, a Filipina III (FIII) e a
Cloropromazina (CPM). Através de sua ligagdo com o colesterol, componente dos
microdominios que contém caveolina, FIII é capaz de perturbar a organizagao dos

dominios de membana (rafts), comprometendo assim essa via de internalizagao. Ja
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a CPM inibe a endocitose mediada por receptores dependentes de clatrina, através
da redugao do nimero de invaginagdes associadas aos receptores de superficie
celular, o que leva a um acimulo de clatrina e proteinas adaptadoras de clatrina
(AP-2) em um compartimento endossomal (Orlandi & Fishman, 1998; Rejman et al.,
2006; Pozo-Rodriguez et al., 2009).

A Figura 27 revela a clara influéncia exercida pela clorpromazina na
eficiéncia da transfecao mediada pelas NLSs aqui preparadas. Em comparacao
com os ensaios sem nenhum inibidor, aqueles contendo CPM levaram a redugao
na eficiéncia de transfecao de quase 70%, para ambas as formulagdes de NLSs
testadas (NLS11 e NLS 12, sem e com DOPE, respectivamente). Essa diferenca foi
corroborada pela andlise estatistica, que revelou uma diferenca significativa
(p<0,05) nas células tratadas com CPM em relacdo as células que foram tratadas
com FIII e ao grupo controle, indicando também que a FIII ndao exerce qualquer

efeito sobre a eficiéncia de transfeccao das NLSs.
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Figura 27: Avaliacdo do efeito dos inibidores de endocitose na transfec¢io de células PC3

mediada por NLSs, indicando a porcentagem de reducao na eficiéncia, em relagio a eficiéncia do
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grupo controle. CPM e FIII referem-se aos inibidores de endocitose clorpromazina e Filipina III,
respectivamente. Os niveis de expressdo de EGFP nas células PC3 foram determinados por
citometria de fluxo 24 h ap6s a transfecgdo. Os valores sdo a média + DP da eficiéncia de

transfecc¢do (n = 6).

Esse resultado evidencia a participacao da endocitose mediada por clatrina
na transfeccao por NLSs, sendo um indicio de que o tamanho das particulas esta
determinando o tipo de endocitose que o sistema vai sofrer. Como sugerido por
Rejman e col. (2006) particulas em torno de 100 nm tém seu processo de endocitose
nas células eucarioticas mediado por clatrina, enquanto particulas maiores que 500
nm sao internalizadas através da via dependente de caveolina.A internalizacdo das
nanoparticulas nas células também foi analisada através da microscopia de
fluorescéncia (Figura 28), 1 h ap0s a transfec¢dao, usando-se OLN marcados com
isotiocianato de fluoresceina, como descrito em métodos.

Na Figura 28b é observada a fluorescéncia do FITC-OLN, utilizado na
formacao do complexo FITC-OLN:NLS, na formulacao NLS11, i.e., sem DOPE. A
imagem indica que o FITC-OLN estd concentrado em pequenos pontos verdes,
sugerindo assim que esteja formando complexo com as NLSs, uma vez que o FITC-
OLN nao associado as particulas apresenta-se de distribuido de maneira difusa no
interior celular, como serd mostrado adiante (Figura 29c).

A Figura 28a apresenta a microscopia Optica das células PC3; sua
sobreposicao com a imagem de fluorescéncia (Figura 28c) auxilia na localiza¢ao
das particulas, sobre ou no interior das células. E interessante ressaltar que, no
periodo de 1 h, uma parcela significativa do FITC-OLN estava ainda complexada

com as NLSs.
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Figura 28: Microscopia de células PC3 apds 1 h de transfeccao com a formulacao NLS11. a)

Microscopia de fluorescéncia do FITC-OLN nas células PC3, ap6s 1 h de transfecg¢do. b)
Microscopia de luz das células PC3, ap6s 1 h de transfecc¢ao. ¢) Sobreposi¢ao das microscopias de

luz e fluorescéncia. Aumento de 60x.

O mesmo experimento foi realizado 4 h apos a transfeccao, para
acompanhar a distribuicao celular do FITC-OLN e sua possivel migragao para o
nucleo. Na Figura 29a vé-se uma célula PC3 em microscopia de luz, cercada por
diversas nanoparticulas que ndo foram endocitadas, e que permaneceram
complexadas com o OLN mesmo apds as 4 h (como evidenciado pelos pontos
verdes na Figura 29c). Na Figura 29b a demarcacao nuclear € visualizada pela
coloracao azul caracteristica do fluoréforo Hoechst e sugere uma co-localizagao
com o FITC-OLN (Figura 29¢). A Figura 29c mostra que, apos 4h da transfeccao, o
material genético previamente marcado com FITC esta difuso, tanto no citoplasma

quanto no ntcleo das células PC3. A Figura 29d mostra a sobreposicao das
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imagens Figura 29b e Figura 29¢, confirmando a sobreposicao das marcagdes do

FITC-OLN com a do fluoréforo Hoechst (nucleo celular).

Figura 29: Microscopia de células PC3 ap6s 4 h de transfeccdo com a formulagao NLS11. a)

Microscopia de luz de PC3. b) Microscopia de fluorescéncia com nucleo corado com Hoechst. c)
microscopia de fluorescéncia do FITC-OLN. d) Sobreposicao das microscopias de luz e

fluorescéncia. Aumento de 60x.

Esse estudo sugere que as formulagoes de NLSs testadas sao capazes de
direcionar o material genético transportado ao nucleo da célula, de maneira
bastante efetiva.

Essas informagdes sdao muito importantes, uma vez que uma melhor

compreensao dos mecanismos que regem a eficiéncia de transfeccao, desde a
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formacao do complexo até a sua liberagdo intracelular, nos levara ao
desenvolvimento de vetores nao-virais eficientes para terapia génica (Gascon &

Pedraz, 2008).

Avaliacao do efeito citotdoxico das NLSs

A avaliagao da citotoxicidade das NLSs em células 3T3 (Figura 30a) e células
PC3 (Figura 30b) foi feita através do teste do MTT, como descrito em métodos.
Foram testadas as formulacdes sem DOPE e nas diferentes razdes molares
DOPE:DOTAP, variando em 1:10, 1:3 e 1:1 (Tabela 6). As concentragdes testadas
equivalem a 0,8, 4, 8, 20 e 40 vezes a concentracao utilizada nos testes para
determinar a eficiéncia de transfeccao das NLSs.

Como esperado, as particulas nao apresentaram efeito citotoxico nas
concentragoes testadas nas células 3T3 (Figura 30a), uma vez que sao produzidas
com lipidios de baixa citotoxicidade intrinseca, biocompativeis e biodegradaveis
(Toogswuan et al., 2004; Muller et al., 2000).

Entretanto, as NLSs apresentaram certa citotoxicidade quando testadas em
células PC3 (Figura 30b). A concentracao de 19 mg/mL das NLSs testadas,
equivalente a 40 vezes o utilizado nos testes de transfeccao, atingiu 50% de
viabilidade, o que ainda nos permite utilizar concentragdes até 5 vezes maior que a
utilizada nos testes anteriores sem grande preocupacdao com o efeito tdxico das
particulas em células PC3.

Mas nem todas as formulagdes de NLSs apresentam baixa citotoxicidade, a
escolha do lipidio cationico pode ser fundamental para a toxicidade dos sistemas.
Asasutjarit e col. (2007) utilizaram brometo de dimetildioctadecil amonio como

lipidio catidnico em suas formulagdes, que apresentaram maior toxicidade in vitro.
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Esses autores demonstraram que, a partir de 0,3 mg/ml do lipidio catidnico ja se
obtinha um efeito toxico consideravel, atingindo de 20 — 40 % de viabilidade.
Toxicidade esta atribuida ao fato das ligacdes éster da molécula de DOTAP serem
metabolizados facilmente em células de mamiferos, enquanto brometo de
dimetildioctadecil amonio, contem duas cadeias alifaticas ligadas diretamente ao

grupo amina, que as torna de dificil metabolizagao (Asasutjarit et al., 2007).
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Figura 30: Avaliacdo da citotoxicidade das NLSs: a) células 3T3 e b) células PC3, pelo teste de
reducao do MTT. B NLS11, 00 NLS12, ®NLS13, O NLS14.

Testes de citotoxicidade em cultura de células sao considerados como bom
parametro preliminar da toxicidade de novos farmacos e este resultado indica que
as NLSs aqui preparadas tem uma boa perspectiva de emprego futuro, como

sistema de transferéncia de genes (gene delivery).
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Parte 2

¢ Uma nova metodologia, utilizando extrusao, se mostrou satisfatoria para
a producao das nanoparticulas lipidicas sdlidas constituidas de acido
estearico, Pluronic F68 e DOTAP (com ou sem DOPE), em diferentes

razoes molares.

¢ Dentre as formulagdes testadas a NLS11 (AE, 7 mM, DOTAP, 2,5mM e
PLF68, 0,12 mM) foi a que apresentou melhores resultados quanto a

estabilidade, protecao a acao da DNase e eficiéncia de transfecgao.

e As formulagdes tiveram sua composigao aperfeicoada e foi possivel obter
NLSs com diametro médio de 100 nm e potencial Zeta médio de + 40 mV

e com estabilidade bastante satisfatéria, por até 140 dias.

131



Conclusoaes

e A eficiéncia de transfeccao em células eucarioticas PC3 foi comparavel a

da Lipofectamina 2000® (sistema de transfeccao disponivel no mercado).

e As formulacoes apresentaram baixa toxicidade contra células

fibroblasticas 3T3, em cultura.

e As formulag¢des contendo DOPE nao apresentaram vantagens em relacao
a formulacao NLS11, quanto a eficiéncia de transfeccao, ligacao ao DNA,
protecao frente a DNase e estabilidade, nao justificando sua utilizacao

em NLSs.

e Foi demonstrada a participacio do sistema de endocitose celular
mediado por clatrina na internalizacao das NLSs preparadas, nas células

PC3.

e A microscopia de fluorescéncia evidenciou eficiente transporte do
material transportado (DNAp) pelas NLSs até o nticleo celular, apos um

periodo de 4 h da transfecgao.

Os resultados aqui obtidos mostram que as NLSs sao bastante promissoras
para o transporte de material genético. Na sequéncia deste trabalho pretendemos
usar as NLSs como sistemas de transferéncia de genes, para incorporar o gene da
PTEN, uma proteina supressora de tumores e indutora de apoptose, em células de
cancer de prostata.
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Anexo |

RESUMO

As ciclodextrinas sdo oligossacarideos ciclicos sintetizados naturalmente por
amilases bacterianas. As principais ciclodextrinas naturais sao oligomeros
formados, em sua maioria, por 6, 7 e 8 unidades de residuos de glicose sendo
denominadas o-, B- e y-ciclodextrinas, respectivamente. As aplica¢des das
ciclodextrinas envolvem diversas areas, dentre elas as industrias: farmacéutica,
alimenticia, quimica, agroquimica e de cosméticos. O desenvolvimento de novas
ciclodextrinas, bem como de novas aplicacdes vem dando um lugar de destaque
para essas moléculas tanto na area cientifica quanto tecnoldgica, melhorando, desta

forma a qualidade de vida da sociedade.

ABSTRACT

Cyclodextrins are cyclic oligossacharides naturally obtained by bacterial amylases.
Natural cyclodextrins are oligomers formed by 6, 7 or 8 glucose residues, being
denominated o, B or y-cyclodextrins, respectively. Cyclodextrins are employed in
different areas, among them the pharmaceutical industry and also food, chemistry,
agrochemical, cosmetics and toiletries industries. The development of new
cyclodextrins, as well as new applications is setting a remarkable place for those
molecules even in the scientific or in the technological aspect, thus improving life

quality in the society.

Keywords: Cyclodextrins, Inclusion complexes, historical aspects
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Abstract

Ferruginol, a bioactive compound isolated from a Chilean tree (Podocarpaceae), attracts attention as a consequence of its pharmacological
properties, which include anti-fungal, anti-bacterial, cardioprotective, anti-oxidative, anti-plasmodial and anti-ulcerogenic actions. Nevertheless,
the molecular basis for these actions remains only partly understood and hence we investigated the effects of ferruginol on androgen-independent
human prostate cancer cells (PC3), a known model for solid tumor cells with an exceptional resistance to therapy. The results show that ferru-
ginol induces PC3 cell death via activation of caspases as well as apoptosis-inducing factor (AIF) as confirmed by its translocation into the
nucleus. In order to clarify the biochemical mechanism responsible for the anti-tumor activity of ferruginol, we analyzed a set of molecular
mediators involved in tumor cell survival, progression and aggressiveness. Ferruginol was able to trigger inhibition/downregulation of Ras/
PI3K, STAT 3/5, protein tyrosine phosphatase and protein kinases related to cell cycle regulation. Importantly, the toxic effect of ferruginol
was dramatically impeded in a more reducing environment, which indicates that at least in part, the anti-tumoral activity of ferruginol might
be related to redox status modulation. This study supports further examination of ferruginol as a potential agent for both the prevention and
treatment of prostate cancer.
© 2008 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

Keywords: Natural compound; Ferruginol; Apoptosis; Prostate cancer

Abbreviations: AlF, apoptosis-inducing factor; Bax, Bcl-2 associated x protein; CDKISs, cyclin-dependent kinase inhibitors; CDKs, cyclin-dependent kinases;
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1. Introduction

Prostate cancer is a major cause of cancer-related death
among males and the second leading cause of cancer death
in Western countries. Although recent years have seen an im-
provement in prostate cancer diagnosis, only a few novel ther-
apeutic strategies have emerged and there has been little
progress in improving survival [1,2]. Therefore, novel strate-
gies for dealing with this disease are called for. Our research
group has a long-standing interest in the possible beneficial bi-
ological effects of natural compounds and/or their derivatives,
such as antioxidants [3] and anti-tumor agents [4—10], and
hence we were interested whether we could define novel com-
pounds with therapeutic potential for prostate cancer. Among
the different classes of natural compounds, the diterpenoids
have been shown to present a potent anti-proliferative action
[4,11]. Ferruginol, an active compound isolated from the Chil-
ean tree Persea nubigena and from the stem bark of Podocar-
pus andina (Podocarpaceae), is an abietane diterpene
occurring in plants belonging to the Podocarpaceae, Cupressa-
ceae, Lamiaceae and Verbenaceae families. This diterpene
presents promising biological activities, such as anti-fungal
and anti-bacterial [12], miticidal [13], cardioactive [14],
anti-oxidative [15], anti-plasmodial [16] and anti-ulcerogenic
[17] properties.

We decided to investigate the potential effects of ferruginol
in prostate cancer. In this work we show for the first time the
molecular mechanism by which ferruginol, induces resistant
prostate cancer cell death. Ferruginol was able to trigger inhi-
bition/downregulation of Ras/PI3K, STAT 3/5, protein tyro-
sine phosphatase and protein kinases related to cell cycle
regulation. Importantly, the toxic effect of ferruginol was dra-
matically impeded under the condition of more reducing envi-
ronment, which indicates that at least in part, the anti-tumoral
activity of ferruginol might be related to redox status modula-
tion. This study supports further examination of ferruginol as
a potential agent for both the prevention and treatment of pros-
tate cancer.

2. Material and methods
2.1. Cell line and reagents

PC3 cells were purchased from the American Type Culture
Collection (ATCC, Rockville, MD). Ferruginol (Fig. 1A) was
extracted from the wood of P. nubigena Lind. and from the
stem bark of P. andina (Poepp. ex Endl.) de Laub. (Podocar-
paceae) as previously described [18].

Polyclonal antibodies against phospho p38MAPK, phos-
pho-p42/p44 MAPK (ERK1/2) Thr202/204, ERK1/2, phos-
pho-MEK1/2 Ser217/221, pan-AKT, phospho-AKT Ser473,
phospho-Hsp27 Ser82, phospho-c-Raf Ser338, phospho-
GSK-3B Ser9, AIF, phospho-cdc2 Thrl5, phospho-Rb
Ser795, phospho-STATS Tyr694, phospho-PI3K p85 subunit,
CDK6, CDK4, cyclin D1, cyclin D3, PCNA, tubulin, anti-rab-
bit, anti-goat and anti-mouse peroxidase-conjugated anti-
bodies were purchased from Cell Signaling Technology

(Beverly, MA). Antibodies against p21, NFkB p65 subunit,
phospho-STAT3 Tyr705, phospho-STAT3 Ser727, Bcl2, Bax,
TNF receptor 1, FADD, IKKe and B-actin were purchased
from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). LMWPTP
antibody was from Abcam. Caspases 3, 8 and 9 Colorimetric
Assay Kits were obtained from R&D Systems (Minneapolis,
MN).

2.2, Cell culture

PC3 cells were cultured in RPMI containing 100 U/ml pen-
icillin, 100 pg/ml streptomycin and 10% fetal bovine serum, at
37 °Cin a 5% CO, humidified atmosphere. In all experiments,
cells at semi-confluence were treated for 24 h with different
concentrations of ferruginol.

2.3. MTT assay for cellular viability

Cell viability was assessed by MTT reduction assay as pre-
viously reported [19,20]. The effect of ferruginol on cell
growth was assessed as the percentage of inhibition in cell
growth where non-treated cells were taken as 100% of viabil-
ity. ICso values were determined from three independent
experiments.

2.4. Western blotting analysis

Following treatment of cells with ferruginol, the medium
was aspirated and the cells were washed with cold physiolog-
ical solution. The cells were then incubated in 200 pl of lysis
buffer (50 mM Tris—HCl (pH 7.4), 150 mM NaCl, 1 mM
EGTA, 20 mmol/L NaF, 1 mM Na3VO,, 0.25% sodium deox-
ycholate and protease inhibitors (1 pg/ml aprotinin, 10 pg/ml
leupeptin, and 1 mM 4-(2-aminoethyl) benzenesulfonylfluor-
ide hydrochloride)) over ice for 30 min. Protein extracts
were cleared by centrifugation and protein concentrations
were determined using the Lowry method [21]. An equal vol-
ume of 2x sodium dodecyl sulfate (SDS) gel loading buffer
(100 mM Tris—HCI (pH 6.8), 200 mM DTT, 4% SDS, 0.1%
bromophenol blue and 20% glycerol) was added to samples
which were subsequently boiled for 10 min. Cell extracts,
corresponding to 50 pug of protein, were resolved by SDS—
polyacrylamide gel (12%) electrophoresis (PAGE) and trans-
ferred to PVDF membranes. Membranes were blocked
in 1% fat-free dried milk or bovine serum albumin (1%) in
Tris-buffered saline (TBS)—Tween 20 (0.05%) and incubated
overnight at 4 °C with appropriate primary antibody at
1:1000 dilution. After washing in TBS—Tween 20 (0.05%),
membranes were incubated with anti-rabbit, anti-mouse or
anti-goat horseradish peroxidase-conjugated secondary anti-
bodies, at 1:2000 dilutions (in all Western blotting assays),
in blocking buffer for 1h. The detection was made using
enhanced chemiluminescence ECL. 158
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2.5. Immunoprecipitation of LMWPTP

After treatment of the cells with ferruginol for 24 h, whole-cell
lysates were prepared with lysis buffer (20 mM HEPES pH 7.7,
25mM MgCl,, 0.1 mM EDTA, 1% Nonidet-P40 (NP40),
1mM 4-(2-amino-ethyl)-benzenesulfonylfluoride hydrochlo-
ride), 1 mM DTT, 10 pg/ml aprotinin, and 10 pg/ml leupeptin)
and chilled on ice for 2 h. After centrifugation, lysates were ro-
tated with anti-LMWPTP and Protein A—Sepharose at 4 °C for
2 h. The beads were washed three times with lysing buffer and
twice with 0.5 M Mes, pH 6.0. Next, the phosphatase activity
was determined using pNPP as a substrate.

2.6. Caspases 3, 8 and 9 activity assays

Caspase activities were determined by the measurement at
405 nm of p-nitroaniline (pNA) released from the cleavage of
Ac-DEVD-pNA, IETD-pNA and LEHD-pNA as substrates of
caspases 3, 8 and 9, respectively. The enzyme activities were

expressed in pmol/min and the extinction coefficient of pNA
was 10,000 M~ cm™,

2.7. NFkB p65 and AIF nuclear translocation

Briefly, 2 x 107 cells were harvested and washed twice
with ice-cold phosphate-buffered saline (PBS) and resus-
pended in 0.2 ml ice-cold cell extract buffer (10 mM HEPES
(N-2-hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethanesulfonic acid)—
KOH pH 7.9, 1.5 mM MgCl,, 10 mM KC1, 0.5 mM DTT,
and 0.2 mM phenylmethysulfonyl fluoride (PMSF)). The cells
were kept on ice for 10 min to allow them to swell, mixed by
vortex for 10 s, and microfuged at 4 °C at 14,000 x g for 30 s.
The supernatant was discarded, and the pellet was resuspended
in 30 pl nuclear extraction buffer (20 mM HEPES—KOH pH
7.9, 25% glycerol, 420 mM NaCl, 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM
EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid), 0.5 mM DTT, and
0.2 mM PMSF), placed on ice for 20 min, and centrifuged at
4°C at 14,000 x g for 2 min, The supernatant was saved as
the nuclear extract and used in Western blolt%lg assay.
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2.8. Quantification of reduced and oxidized glutathione

Cells were washed twice with PBS, detached with 5 mM
EDTA in PBS and washed twice again with cold PBS. Cell
number was counted using a hemocytometer; afterwards the
cells were centrifuged and equal volumes of cold PBS and
6% 5-sulfosalicylic acid (SSA) were added to cell pellets.
The samples were sonicated, centrifuged at 10,000 rpm for
5 min and the supernatants used for the assays. Total glutathi-
one (GSH + GSSG) and glutathione disulfide (GSSG) were
determined by using recycling assays involving the reaction
of 5,5'-dithio-bis(2nitrobenzoic acid) and glutathione reduc-
tase. The total amount of glutathione was calculated from a re-
duced glutathione standard curve prepared in SSA. For GSSG
assay, 100 pl of supernatant was incubated with 2 pl of 2-vi-
nylpiridine for 60 min on ice. The amount of GSSG was cal-
culated from the GSSG standard curve. The amount of
reduced GSH per cell was calculated by subtracting the
amount of GSSG per cell from the amount of total glutathione
per cell [22].

2.9. Annexin V and 7-amino-actinomycin D assays

Control and ferruginol-treated cells were collected and re-
suspended in 1x binding buffer (0.01 M HEPES—NaOH
(pH 7.4), 0.14 mM NaCl and 2.5 mM CaCl,) at a concentration
of 2 x 107 cells/ml. Subsequently, 100 pul of cell suspension
was transferred to a 5 ml tube and 5 pl each of Annexin V-
APC and 7-amino-actinomycin D (7-AAD) was added. Cells
were incubated at room temperature for 15 min, after which
400 pl of 1x binding buffer was added and apoptosis detected
by flow cytometry (Becton Dickinson FACSCalibur, Rock-
ville, MD), the data obtained were analyzed using the software
Cell Quest Pro BD Biosciences Pharmingen (Erembodegem,
Belgium).

2.10. Flow cytometry

After treatment of PC3 cells with ferruginol for 24 h, cells
were harvested by the addition of 5 mM EDTA and gently
washed off the plate. Cells were pelleted along with the previ-
ously collected media. Cell pellets were fixed with 70% etha-
nol for 30 min on ice and than rinsed three times with 1 ml of
0.1% glucose in PBS (20 mM NaH,PO,, 150 mM NaCl), re-
pelleted and resuspended in propidium iodide (PI) staining so-
lution (10 pl of 10 mg/ml RNase A, 5 pl of 10 mg/ml PI per
1ml of PBS with 0.1% glucose). After 30 min the cells
were analyzed using a flow cytometer.

2.11. Statistical analysis

All experiments were performed in triplicate and the results
shown in the graphs represent the means and standard errors.
Cell viability data were expressed as the mean =+ standard er-
ror of three independent experiments carried out in triplicate.
Data from each assay were analyzed statistically by ANOVA.
Differences were considered significant when the P value was

less than 0.05. Western blots represent three independent ex-
periments. Quantitative analysis of the proteins was performed
by volume densitometry after scanning the film (data are pre-
sented as the protein to B-actin or tubulin ratio).

3. Results
3.1. Inhibition of PC3 growth by ferruginol

PC3 cells were treated with ferruginol in concentrations up
to 100 uM and the effect of ferruginol on cell viability was de-
termined employing the MTT method. As shown in Fig. 1B,
ferruginol caused a dose-dependent reduction in the cell num-
ber displaying an ICsq value of 55 uM. Importantly, pre-treat-
ment of the cells with 10 mM GSH prevented the toxic action
of ferruginol (inset plot). In agreement, the microscopy analy-
sis also demonstrated a decrease of the cell number (Fig. 1C).

3.2. Ferruginol induces apoptosis of PC3 cells via
caspases and AIF activation

In the next series of experiments, it was determined
whether treatment of PC3 cells to ferruginol led to apoptosis.
Ferruginol caused around 15% and 30% (in the presence of 25
and 50 uM ferruginol, respectively) of cell death via apoptosis
as detected through phosphatidylserine exposure (Fig. 2A). In
agreement, we also observed activation of caspases 8, 9 and 3
(Fig. 2B). Additionally, at the lowest concentration, ferruginol
led to an overexpression of TNFR1; however, FADD expres-
sion was not affected. We also examined the possible partici-
pation of mitochondria in response to ferruginol. Bcl2:Bax
ratio was not significantly affected; however the expression
of AIF was dramatically increased at 50 uM ferruginol. Ac-
cordingly, AIF nuclear translocation was detected (Fig. 2C).
These findings suggest that PC3 cell response toward ferrugi-
nol involves activation of caspases and release of AIF from
mitochondrial intermembrane space.

3.3. Ferruginol treatment impairs prostate
cancer cell survival

To obtain more insight into the molecular mechanisms me-
diating ferruginol effects on PC3 cells, the phosphorylation/
expression state of a panel of signal transduction mediators
in response to ferruginol was examined. As shown in Fig. 3,
PC3 cell treatment with 50 pM ferruginol provoked downre-
gulation of p85 subunit of PI3K and inhibition of AKT. The
results presented above indicate that ferruginol should produce
a decrease of the survival and anti-apoptotic relevant kinase
activities. Accordingly, cells treated with 50 pM ferruginol
displayed activation of MAPK p38, an important apoptosis in-
ductor, and a slight inhibition of ERK2. However, the up-
stream activator of ERK, MEK, was not affected.
Apparently, ferruginol impairs prostate cancer proliferation
by modulating survival and proliferation signalli%cascades.
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3.4. Inhibition of cell cycle progression by ferruginol

By plotting the ratio of the cells in Gg plus G, against cells
in Go/M plus S-phase it is apparent that PC3 cells undergo Go/
G;-phase cell cycle arrest after ferruginol treatment (Fig. 4A).
Approximately 2.5-fold of the PC3 population was at phase
Gy/G, after exposure to ferruginol for 24 h.

We therefore turned to characterize the effect of ferruginol
treatment on direct regulators of cell cycle progression. As
shown by immunoblot analysis (Fig. 4B), the expression of

p21 was increased even at the lowest concentration of ferruginol.
On the other hand, the phosphorylated Rb protein and the ex-
pression of PCNA were not affected. The level of phospho-
cdc2, the key protein of the cell cycle progression from G, to
M phase, remained unchanged. Ferruginol decreased the level
of CDK4, CDKS®, cyclin D1 and cyclin D3. This response di-
rectly mirrored the ability of ferruginol to induce cell cycle ar-
rest in PC3 cells. We conclude that the combination of
reduced mitotic activity and induction of apoptosis accounts
for the observed cytotoxic effect of ferruginol on P(f%ie]]s.
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3.5. Ferruginol causes downregulation of IKKo and
hypophosphorylation of STATs

The immunoblot analysis data showed that the expression
of IKKa was significantly decreased after treatment with fer-
ruginol; however, the total level of NFkB remained unchanged
(Fig. 5). In addition, ferruginol caused a decrease of this tran-
scription factor into the nucleus.

The phosphorylation status of STAT 3 and 5, key signaling
molecules for many cytokines and growth-factor receptor re-
sponse, was also evaluated by Western blot. The treatment
of PC3 with 50 pM ferruginol was able to decrease the phos-
phorylation levels of STAT3 (Tyr705) and STAT5 (Tyr694).
Interestingly, 50 uM ferruginol caused a strong decline in
Hsp27 expression, which can be associated with the increase
in the number of apoptotic cells.

3.6. Redox status on PC3 cells treated with ferruginol

Based on the diterpene chemical properties, which can lead
to antioxidant and/or oxidant action depending on its concentra-
tion, and the importance of reducing equivalents for PC3 cells
survival [23], we investigated the effect of ferruginol on PC3
cell GSH metabolism. PC3 cells treated with ferruginol dis-
played a more oxidizing environment as defined by a decrease
of GSH and an increase of GSSG levels (Fig. 6). Both effects
were dose dependent and the highest concentration of ferrugi-
nol employed caused a 2-fold change. It is important to note
that even at the highest concentration of ferruginol, GSH:GSSG

ratio remained almost in equilibrium (GSH:GSSG = 4.4, 2.7
and 1.1 at 0, 25 and 50 uM ferruginol, respectively).

3.7. Low molecular weight protein tyrosine phosphatase
is modulated by ferruginol

Besides the fact that protein tyrosine phosphatases are
highly sensitive to cell redox status, there is some evidence
that this class of phosphatases can contribute to tumor cell pro-
gression and aggressiveness. Especially LMWPTP has been
recognized as a positive regulator of tumor growth [24].
Therefore, to address the possible modulation of LMWPTP
by ferruginol, we examined the LMWPTP activity as well as
expression. LMWPTP immunoprecipitated from PC3 cells
was inhibited around 30% by 50 pM ferruginol (Fig. 7). On
the other hand, when the LMWPTP activity was checked after
treating the cells for 24 h, this enzyme displayed only 20% of
residual activity. Reduced LMWPTP activity is consistent with
the change in redox status in response to ferruginol. In addi-
tion, treated cells demonstrated downregulation of LMWPTP
expression.

4. Discussion

Prostate cancer is commonly malignant and it is the second
leading cause of cancer-related deaths (after lung cancer) of
males in Brazil, with a similar trend in many Western coun-
tries (data from Instituto Nacional do Cancer—INCA). Since
prostate cancer usually occurs in men aged 50 years ingé)lder
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and because of the increasing life expectancy, its incidence is
expected to further rise in the years to come [25]. Chemopre-
vention and intervention strategies using anticancer agents are
considered as promising therapeutic options. The search for
new chemopreventive and/or chemotherapeutic agents that
are more effective without toxic side-effects has generated

great interest in phytochemicals with potential activity in
this respect [26]. Suppression of tumorigenesis often involves
modulation of signal transduction pathways, leading to alter-
ations in gene expression, cell cycle progression or apoptosis.
Apoptosis is considered as an ideal way for destroying dam-
aged cells and also a potential target for chemT%'gvenﬁve
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elimination of cancer cells [27] and as a consequence targeting
signaling elements controlling apoptosis may open novel ther-
apeutic avenues [28,29]. Several plant-derived bioactive
agents may have such action, at least as judged from model
systems [4,9,30—33]; the present study may add ferruginol
to this growing list.

Our results suggest that ferruginol is a negative regulator of
cancer cell proliferation. Androgen-independent human pros-
tate cancer cells (PC3 cells) a model that exhibits extreme
therapy resistance exhibited, upon treatment with this phyto-
compound, remarkable induction of apoptosis via extrinsic

and intrinsic pathways, as demonstrated by the observation
of overexpression of TNFR1 and activation of caspases 8, 9
and 3. The extrinsic pathway for cell death involves plasma
membrane death receptors [34]. These receptors trimerize
and recruit the adaptor molecule FADD which, in turn, acti-
vates caspase 8 and also leads to the activation of downstream
execution caspases [35—38]. In both pathways, activation of
effector caspases leads to a series of morphological changes
that are characteristic for apoptosis [28].

Ferruginol-induced apoptosis and cell growth inhibition
were also accompanied by an increase of apoptosis-inducing

£

o
T
—
1

«
O
T
[e—
"

«
o
T

»
O
T
—_—
"

—
O
T
—1
1

Reduced GSH (micro/mg protein)
~
o

10 F g
5F 4
0 i " i

0 25 50
[Ferruginol] pM

GSSG (uging pratein)

o N &

0 25 50
[Ferruginol) pM

Fig. 6. Influence of ferruginol on the level of intracellular GSH and GSSG. Cells were treated with ferruginol for 24 h and the concentration of GSH and GSSG

determined as described in Section 2.

164



M. Bispo de Jesus et al. | Biochimie 90 (2008) 843—854

851

3
& &3 $
: _ LMWPTP

” T v T v T . T v | T L | b T LA |
Al = 1 B
90} \- 4
80 | .
70+ - -
- 4 -
g 60 |- -
:‘5 50 - i e
N | *
) f 5w J
s 40 | 3
© - % w ] ]
® o ¢ ]
1
L T 4
20 4
20+ -
. , ‘ ' |
10 0 % 50 -
[F erruginol) M 4
n 1 1 1 1 1 1 1 L 1
-20 0 20 40 60 80 100 120 140 160
[Ferruginol] uM

Fig. 7. Ferruginol affects low molecular weight protein phosphatase activity and expression. (A) The effect of ferruginol was examined directly in the LMWPTP
immunoprecipitated from non-treated PC3 cells and also after PC3 treatment with ferruginol (inset plot). The LMWPTP specific activity was used to determine the

relative activity. (B) Expression of LMWPTP was checked by Western blotting.

factor (AIF) expression and maintenance of Bax and Bcl-2
levels. AIF was identified as a mitochondrial intermembrane
space protein, which is released from mitochondria and trans-
located to the nucleus, in response to apoptotic stimuli, and
participates in peripheral chromatin condensation and the ex-
posure of phosphatidylserine in the outer leaf of the plasma
membrane. Increasing evidence supports the notion that AIF
plays an important role in caspase-independent apoptosis
[39,40].

Ferruginol, even at lower concentration, caused inhibition
of Ras/PI3K cascade and suppression of downstream mito-
genic targets such as cyclin D1. Additionally, this diterpene
also induced activation of MAPK p38. The phosphatase and
tensin homologue (PTEN) gene is deleted in PC3 cells. This
phosphatase is defined as a tumor suppressor, since it is the
major negative modulator of AKT protein, an important medi-
ator of cell survival. It is therefore important to identify agents
that can overcome the therapeutic resistant properties of PTEN
deficient tumor cells. Importantly, in accordance with cell sur-
vival diminishing, ferruginol caused cell cycle arrest. Eukary-
otic cell cycle progression is regulated by sequential activation
and subsequent inactivation of a series of CDKs at different
phases [41]. Ferruginol caused an overexpression of protein
p21 a member of the cyclin-dependent kinase inhibitors, and
downward expression of cyclin D1, cyclin D3, CDK4 and
CDKG6. These data showed the involvement of p21 in ferrugi-
nol-induced G; phase arrest, through binding to and subse-
quently inhibiting the cyclin-CDK activity. The active
complex of cyclin D/CDK4 targets the Rb protein for phos-
phorylation, allowing the release of E2F transcription factors
that activate G,/S-phase gene expression. Importantly cdc-2,
a key protein responsible for the entry of the cell from G, to
M phase, remained unchanged. Cell cycle regulation and its

modulation by various plant-derived agents are gaining wide-
spread attention in recent years. A large number of phyto-
chemicals has been shown to inhibit cell cycle progression
of various cancer cells [42].

Ferruginol decreased the phosphorylation level of STAT3,
STATS5 and Hsp27. STAT' are latent cytoplasmic transcription
factors consisting of seven mammalian members. They be-
come phosphorylated on Tyr residues upon activation,
a post-translational modification that is critical for dimeriza-
tion, nuclear import, DNA binding, and transcriptional activa-
tion [43]. The activation of STATSs is mediated by the action of
an upstream Janus kinase (JAK), usually JAK1 or JAK2,
showing that the JAK cascade might itself be a target for ther-
apy in prostate cancer. Ahohen and coworkers [44] demon-
strated that STATS is activated in a significant number of
human prostate cancer specimens. Additionally, these authors
also reported induction of apoptosis via caspases 9 and 3 ac-
tivation dependent on inhibition of STATS phosphorylation.
Activated STAT3 was reported in many types of malignancies,
such as myeloma, head and neck cancer, breast cancer, and
prostate cancer [45]. Recently, it has been demonstrated that
inhibition of STAT3 in tumors impeded vascular endothelial
growth factor production [46]. Data from the literature have
identified Hsp27 as a modulator of STAT3-regulated apoptosis
after androgen ablation. Hsp27 is a 27 kDa protein of which
expression is seen to be correlated with an increase of survival
in response to a wide variety of physiological and environ-
mental insults including heat, reactive oxygen species and an-
ticancer drugs. Indeed analysis by co-immunoprecipitation
and immunofluorescence confirmed that Hsp27 is able to in-
teract with STAT3 and that STAT3 levels correlate directly
with Hsp27 levels. There are some reports in the literature
demonstrating that the prostate cancer Hsp27 levcll égcreases



852 M. Bispo de Jesus et al. | Biochimie 90 (2008) 843—854

Death Receptors
(Fas, TNFR1...)

e
procaspase-B]

caspase-8

procaspase-3 ™ (] procaspase-9
[ m— ]

© o}
C
o

apoptossome‘/ o o@|

(o)
citocrome ¢

. active
‘\ caspase-3
\
~
APOPTOSIS

&

Inactive Growth Factor
Receptor

Inactive Cytokine
Receptors

phosphatidylinositol (4,5)-trisphosphate

_'\@
A2

N low activity
& inhibited

Fig. 8. Schematic representation of the molecular mechanism of ferruginol-induced PC3 cell death. Data presented in this report revealed that ferruginol exhibits
multi-activities, which culminate with apoptosis induction of prostate cancer. Ferruginol caused inhibition of two important signaling cascade pathways involved in
the cell survival/proliferation (Ras/PI3K and Jak/STAT). Additionally treated prostate cancer cells displayed a decrease in the phosphorylated form of Hsp27. Fer-
ruginol-induced apoptosis was accompanied by activation of caspase 3, an increase of AIF expression and maintenance of Bax and Bcl-2 levels. AIF is released
from mitochondria and translocated to the nucleus, and participates in peripheral chromatin condensation. In accordance with cell survival diminishing, ferruginol
caused cell cycle arrest. Ferruginol caused an overexpression of protein p21 (a member of the cyclin-dependent kinase inhibitors), and downward expression of
cyclin D1, cyclin D3, CDK4 and CDKG6, which indicates cell cycle arrest at Go/G;. Importantly, LMWPTP was directly and indirectly modulated by ferruginol,

which indicates that this enzyme can be a target for this natural compound.

after androgen ablation and that this protein is highly ex-
pressed in androgen-independent tumors, and inhibition of
Hsp27 in prostate cancer cells can increase the number of ap-
optotic cells (Go—G,), an event that seems to be associated
with the decrease in the STAT3 levels [47]. These findings in-
dicate that the anti-apoptotic effects of Hsp27 are associated
with its ability to interact and stabilize the STAT3 molecule,
leading to more resistant prostate cancer cells. In accordance
with this notion, our results show a decrease in the phosphor-
ylated forms of Hsp27 and STAT3, when PC3 cells were
treated with ferruginol at the concentration of 50 pM, suggest-
ing that the pro-apoptotic and anti-proliferative actions of fer-
ruginol might be associated with diminished function of
STAT3 through the decrease of Hsp27 levels.

Another important finding is that ferruginol did not induce
the NFkB translocation to the nucleus; this result is in

agreement with the findings of Rodriguez and coworkers
[17] related to the anti-inflammatory effect of ferruginol.
Recently, Chaiswing and collaborators [23] reported in
a very well designed paper the effect of cellular redox state
on prostate cancer cell growth in vitro. These authors demon-
strated that during PC3 cells growth, these cells require higher
ratio of reduced glutathione (GSH)/glutathione disulfide
(GSSG). Based on this observation, we evaluated the redox
status toward PC3 cell treatment with ferruginol. This diter-
pene caused a decrease of GSH and increase of GSSG, indicat-
ing a dominant effect in favor of oxidizing equivalent. Several
signaling mediators can be modulated by redox modifiers, in-
cluding protein tyrosine phosphatases [48,49]. To investigate
the effect of ferruginol on PTPs we chose LMWPTP. The ra-
tional reason for this was based on the following aspects: (a)
we have observed a high level of this phosphatase in li%jl 6cells
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and (b) Chiarugi and collaborators [24] have reported the im-
portance of this enzyme for cancer cell growth. Interestingly,
we observed a direct effect of ferruginol on LMWPTP but
also there was a correlation between cellular oxidizing equiv-
alents and inhibition of this enzyme. The oxidation of catalytic
site cysteine of PTPs, such as LMWPTP, leads to the transfor-
mation of the sulfhydrylic residue in sulfenic acid and the con-
sequent inactivation of the enzyme due to its inability to form
cysteinyl-phosphate intermediate during the first step of the
catalysis [48]. Altogether, our results demonstrate that ferrugi-
nol can act as a chemical and genetic modulator of LMWPTP.
These data indicate that at least in part, the anti-proliferative
action of ferruginol is dependent on changing cellular redox,
which is in agreement with the protective effect of GSH.
This observation also confirms the importance of reducing
equivalents for PC3 cell survival, as recently reported [23].
Further experiments to clarify the role of LMWPTP on pros-
tate cancer progression are currently in progress in our
laboratory.

5. Conclusion

One of the challenges of cancer therapy is to combine effi-
cacy with few side effects and consequently improve the qual-
ity of life of the patient. Prostate cancer represents a spectrum
of diseases in which the cost of cure may be substantial, with
short- and long-term side effects. Therefore, new agents are
needed to extend survival, improve cure rates, and avoid unde-
sired treatment-related toxicities. In this scenario, there are at
least two aims: (a) to provide therapeutic agents with a very
specific target and (b) to discover agents which present differ-
ential action mechanisms in comparison with the traditional
chemotherapy. In this context, ferruginol appears as an inter-
esting bioactive compound, since it exhibits multi-activities
in the signal transduction/biochemical aspects in prostate can-
cer cells. In summary, ferruginol negatively modulates signal-
ing cascades, which are known to be defective in some types
of prostate cancers, namely Ras/PI3K and Jak/STAT, as well
as cell cycle regulators (Fig. 8). Importantly, we demonstrated
for the first time that LMWPTP is directly and indirectly mod-
ulated by ferruginol, which indicates that this enzyme can be
a target for this natural compound. Besides affecting signal
transduction triggered by TNFR1, ferruginol also affected mi-
tochondria permeability as demonstrated by the presence of
nuclear AIF (protein involved with chromatin condensation
and DNA fragmentation); however, the Bax:Bcl2 ratio re-
mained unchanged. In general, this study provides an overview
of biochemical aspects which were affected by ferruginol and
in turn confirms its anti-tumor activity. This type of investiga-
tion can contribute to the development of “smart” drugs.
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