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RESUMO

Novas e eficazes estratégias para o tratamento do cancer sdo um grande desafio atualmente.
Entre as moléculas anticancerigenas disponiveis no mercado, a -lapachona (B-lap) tem atraido
a atengdo por sua potente atividade antitumoral. A encapsulacao da p-lap em lipossomas sitio-
especificos € uma alternativa na melhoria da eficacia terapéutica, direcionando as células
cancerigenas, promovendo assim uma reducéo dos efeitos adversos. Neste contexto, 0 objetivo
deste trabalho foi encapsular a pB-lap em lipossomas sitio-especificos utilizando a
Concanavalina A (ConA) como molécula de vetorizagdo as células do cancer. Os lipossomas
com concentracdo lipidica total de 60 mM foram preparados pelo método de hidratacdo do filme
lipidico seguido de sonicacdo. Utilizando o mesmo método, lipossomas contendo B-lap (0,5
mg/mL) foram produzidos. Didametro médio das vesiculas, potencial zeta, conjugacdo da ConA
e a eficiéncia de encapsulacdo (EE%) da B-lap nos lipossomas foram avaliados. Calorimetria
de titulacdo isotérmica (ITC) foi usada para medir a energia de ligacdo entre as biomoléculas
qgue compdem o lipossoma. A atividade da ConA foi avaliada antes e depois da conjugacao na
superficie dos lipossomas pelo ensaio de hemaglutinacao. Finalmente, a captura dos lipossomas
contendo ConA pelas células de cancer de mama (MCF-7) foi realizada por microscopia de
fluorescéncia. Os lipossomas néo revestidos e revestidos com ConA apresentaram tamanho e
potencial zeta variando de 97,46 + 2,01 nm a 152,23 + 2,73 nm e de -6,83 £ 0,28 mV a -17,23
10,64 mV, respectivamente. A conjugacgédo da ConA e a EE% da B-lap foram aproximadamente
100%. A conjugacdo da ConA as biomoléculas foi avaliada por parametros termodinamicos
(AH, AS e AG) demostrando processos favoraveis e espontaneos. O ensaio de hemaglutinacdo
confirmou que a ConA permaneceu ativa nos lipossomas, uma vez que o Lipo-ConA e o Lipo-
PEG-ConA foram capazes de hemaglutinar as heméacias em 1281 e 2567, respectivamente, fato
ndo observado com os lipossomas sem ConA. Finalmente, imagens obtidas a partir da
microscopia de fluorescéncia indicaram uma maior captura dos lipossomas revestidos com
ConA pelas células MCF-7 apds 15 minutos e 24 horas de incubacdo. Portanto, a captura dos
lipossomas pelas células MCF-7 foi influenciada pela presenca da ConA na superficie dos
mesmo, sugerindo a sua aplicagdo como um promissor sistema sitio-especifico para direcionar

a B-lap as células cancerigenas.

Palavras-chave: Lipossomas. B-lapachone. Concanavalina A. ITC. Células MCF-7.



ABSTRACT

New and effective strategies for the treatment of cancer are currently a big challenge. Among
the available anticancer molecules in the market, B-lapachone (B-lap) has attracted attention for
its potent antitumor activity. The encapsulation of B-lap in site-specific liposomes is an
alternative to improving therapeutic efficacy by targeting to the cancer cells, promoting a
reduction of adverse effects. The aim of this work was to encapsulate B-lap in site-specific
liposomes using Concanavalin A (ConA) as a targeting molecule to cancer cells. Liposomes
with total lipid concentration of 60 mM were prepared by the lipid film hydration method
followed by sonication. Using same method, liposomes containing p-lap (0.5 mg / mL) were
produced. Mean vesicle diameter, zeta potential, ConA conjugation and encapsulation
efficiency (EE%) of B-lap in liposomes were evaluated. Isothermal titration calorimetry (ITC)
was used to measure the binding energy between the biomolecules, which compose the
liposomes. ConA activity was evaluated before and after the surface conjugation of the
liposomes by the hemagglutination assay. Finally, the uptake of ConA-coated liposomes by
human breast cancer cells (MCF-7) was performed by fluorescence microscopy. Uncoated and
ConA-coated liposomes showed size and zeta potential ranging from 97.46 + 2.01 nmto 152.23
+2.73nmand -6.83 £ 0.28 mV at -17.23 + 0, 64 mV, respectively. The conjugation of ConA
and EE% of B-lap were approximately 100%. The confirmation of lipid and ConA conjugation
by thermodynamic parameters (AH, AS and AG) was determined by favorable and spontaneous
process. Hemagglutination assay confirmed that ConA remained active in the liposomes, once
Lipo-ConA and Lipo-PEG-ConA were able to hemagglutinate red blood cells at 128! and 256
! respectively, this fact was not observed with liposomes without ConA. Finally, images
obtained from fluorescence microscopy indicated a greater capture of the ConA coated
liposomes by MCF-7 cells after 15 minutes and 24 hours of incubation. Therefore, the capture
of liposomes by MCF-7 cells was influenced by the presence of ConA on the surface of them,

suggesting its application as a promising site-specific system to direct -lap to the cancer cells.

Keywords: Liposomes. B-lapachone. Concanavalin A. ITC. MCF-7 cells.
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1 INTRODUCAO

O cancer, denominacdo geral dada a um conjunto de mais de 100 doencas que
apresentam em comum o crescimento desordenado de células capazes de invadir outros tecidos,
€ uma das principais causas de morbidade e mortalidade em todo o mundo, sendo um importante
problema de saude publica, especialmente entre os paises em desenvolvimento (NCI, 2015). O
cancer € responsavel por 8,2 milhdes de dbitos a cada ano, o que representa cerca de 13% de
todas as causas de morte no mundo. Dentre os canceres mais frequentes estdo o cancer de
pulmao, seguido do cancer mama feminina, cancer de intestino e de préstata (FERLAY et al.,
2015). O cancer de mama é o mais comum entre as mulheres, respondendo por 28,1% dos casos
novos a cada ano (INCA, 2015).

Atualmente, diferentes agentes quimioterapicos sdo utilizados de forma eficaz para a
terapia anticancerigena, contudo, ainda exibem baixa especificidade em atingir o tecido
tumoral, além de frequentemente serem restritos por uma toxicidade dose-limitante. Desta
forma, a patologia do céncer tem estimulado os pesquisadores a buscar novos agentes
anticancerigenos, assim como novas estratégias para o estabelecimento da terapia (PARHI;
MOHANTY; SAHOO, 2012). Para este efeito, moléculas vem sendo exploradas visando evitar
a resisténcia, as doses elevadas, assim como visando reduzir os possiveis efeitos colaterais
indesejados (TUREK et al., 2016).

Entre as moléculas anticancerigenas disponiveis, a p-lapachona tem atraido a atencéo
por suas propriedades quimicas e bioldgicas. Demonstrou-se que este composto bioativo natural
apresentou uma variedade de atividades farmacoldgicas com potencial terapéutico, como
antiinflamatéria (MORENO et al., 2015), antibacteriana (CAVALCANTI et al.,, 2015;
LOURENCO et al., 2011), antischistosoma (AIRES et al., 2014), fungicida (BRILHANTE et
al., 2016), antimalarica (SHARMA et al., 2013) e leishmanicida (GUIMARAES et al., 2013).
Além disso, a B-lapachona tem sido uma das naftoquinonas mais estudadas devido a sua notavel
atividade antineoplésica contra varias linhagens de células cancerigenas (LAMBERTI et al.,
2013a; LI et al., 2011a; WOO; CHOI, 2005), principalmente células humanas de cancer de
prostata, mama, pulméo, melanoma e leucemia (LI et al., 1999, 2000; YU et al., 2014).

Apesar do seu potencial terapéutico, a -lapachona apresenta limitacdes como baixa
solubilidade em agua (MA et al., 2015) e toxicidade (ALMEIDA et al., 2009). Desta forma,
preparacOes farmacéuticas que visem aumentar sua solubilidade em agua e minimizar sua

toxicidade sdo uma alternativa para garantir 0 seu uso na terapéutica.
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Paralelamente & exploragdo de novas moléculas, tem sido amplamente descrito o interesse
em encapsular estas moléculas em sistemas de liberacéo controlada de farmacos. Dentes estes,
os lipossomas despertam interesse pela sua constituicdo e versatilidade, além de potencializar
a eficacia das moléculas e evitar possiveis efeitos adversos (SALIM et al., 2014). Utilizando
esta estratégia, Cavalcanti e colaboradores (2011) encapsularam a [B-lapachona e o seu
complexo de incluséo com hidroxipropil-p-ciclodextrina em lipossomas convencionais. Apesar
dos resultados interessantes, sabe-se que 0s lipossomas convencionais sao rapidamente
reconhecidos pelas opsoninas e eliminados da circulacdo sanguinea pelas células do sistema de
fagdcitos mononucleares (SMF) (NAKAMURA et al., 2015). Por esta razdo, modificagGes nos
lipossomas a partir da adi¢do de polimeros solUveis em agua, tais como polietilenoglicol (PEG)
e / ou a adicao de moléculas especificas tais como anticorpo, polissacarido ou proteinas, sdo
interessantes para conter a rapida metabolizacdo (ALLEN; CULLIS, 2013). A modificacdo da
superficie dos lipossomas tem como objetivo principal aumentar o tempo de circulacdo e/ou
direcionar o farmaco passiva ou ativamente a tecidos ou células alvo (TORCHILIN, 2010).

Lipossomas sitio-especificos podem ser desenvolvidos utilizando moléculas como
anticorpos, proteinas, peptideos e carboidratos ligados covalentemente a sua superficie
(EDWARDS; BAEUMNER, 2006). Dentre estas, as lectinas demostraram ser uma excelente
alternativa para o direcionamento de farmacos pela sua especificidade de ligacéo a carboidratos
presente na superficie celular. A estratégia para a liberacdo de fa&rmacos em um local alvo
mediado por lectinas baseia-se na sua especificidade de ligacdo a estruturas do glicocalix, que
sdo importantes nos processos celulares, tais como diferenciacdo e reconhecimento, inflamacéo
e resposta imunitaria (MAUCERI et al., 2014). Além disso, os carboidratos apresentam-se de
forma abundante em muitas células cancerigenas, proporcionando uma abordagem interessante
para direcionar sistemas de liberacdo controlada de farmacos (TARBELL; CANCEL, 2016).

Entre a familia das lectinas, a Concanavalina A (ConA) é uma das mais estudadas. Trata-
se de uma lectina vegetal isolada das sementes do feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis), com
especificidade de ligagdo para D-manose e D-glicose (SHARON; LIS, 2004). Alem disso, a
ConA foi anteriormente descrita como indutora de apoptose via mitocondrial (LI et al., 2010),
autofagia em células de hepatoma (HANNIGAN et al., 2009) e anti-angiogénese (AMIN et al.,
2003; SINA et al., 2010).

Com base na potente atividade antitumoral da B-lap, na especificidade da ConA pelos
receptores de carboidrato, a modificacdo da superficie dos lipossomas a partir do uso desta
lectina torna-se uma estratégia para direcionar a p-lap as células cancerigenas. Neste contexto,

0 objetivo deste trabalho foi desenvolver lipossomas sitio-especifico utilizando a ConA como
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molécula sinalizadora, para a encapsulacdo da B-lap, com a finalidade de direcionar este
farmaco as células cancerigenas. Ademais, procuramos avaliar os parametros termodindmicos
envolvidos na ligacdo da ConA, assim como a captura dos lipossomas pelas células de cancer
de mama (MCF-7).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.2 CANCER

Céncer é um termo usado para um grupo heterogéneo e complexo de doencgas que envolve
varias alteracBes genéticas e anormalidades celulares que proporcionam crescimento e
progressao celular descontrolada levando a formacdo de uma massa de células cancerigenas
chamada de tumor (MOHANTY et al., 2011).

Existem mais de 100 tipos diferentes de cancer, onde a maioria s&o nomeados de acordo
com o 6rgdo ou tipo de célula onde foram formados. Ademais, o paciente pode vir a ter um
conjunto de mutacdes em varios genes diferentes, o que pode levar a diferentes subtipos deste
cancer (JURCA et al., 2016). No entanto, a presenca de apenas uma alteracdo na informacéo
genética ndo é suficiente para levar ao desenvolvimento do cancer, o qual necessita de multiplas
etapas com acumulo de alteracdes celulares. Essas, por sua vez, vdo conferindo habilidades
competitivas em relacdo as células normais, passando entdo as células modificadas a ignorar os
sinais do organismo que interrompem a divisdo celular, se multiplicando indefinidamente
resultando na destruicdo dos tecidos saudaveis adjacentes, tornando-se invasivas (HANAHAN;
WEINBERG, 2011).

O processo de formacdo do cancer é chamado de carcinogénese ou oncogénese e, em
geral, acontece lentamente, podendo levar varios anos para que uma célula cancerosa se
prolifere e dé origem a um tumor visivel (COLEMAN; TSONGALIS, 2006). O modelo mais
aceito atualmente par explicar o processo de carcinogénese é o da iniciagdo, promocgdo e
progressao (Figura 1).

Figura 1. Estagios do processo de carcinogénese (iniciacdo, promogédo e progressdo) e as ocorréncias
em cada etapa.

Mutacao
Iniciacé@o Promocéao
@) — o _,_’
@ reparo ¢o (o) Proliferacdo Promerac
DNA celular celular
/ Progressdo
Morte celular Proliferacdo | Metastase
(Apoptose) celular
- E o
Cancer

Fonte: Adaptado de Oliveira et al. (2007)
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Os efeitos cumulativos de diferentes agentes carcinogénicos sdo os responsaveis pelo
inicio, promocao e progressao do tumor. A carcinogénese é determinada pela exposicao a esses
agentes, sob um longo periodo e com alta frequéncia, e pela interacdo entre eles, que resultardo
no desenvolvimento de mdltiplas mutacdes genéticas. A primeira etapa desse processo € a
iniciacdo, no qual as células sofrem alteracdes genotipicas e fenotipicas sucessivas (com
indugéo de proliferacdo, mas ndo de diferenciacdo), pela influéncia dos agentes carcinogénicos.
Nesta fase, as células iniciadas podem permanecer latentes durante semanas, meses ou anos, ou
podem crescer de forma auténoma e clonal. A continuacdo do processo depende da dose
carcinogénica, quanto maior a exposi¢ao aos agentes carcinogénicos maior a incidéncia e a
multiplicidade de neoplasias resultantes, reduzindo o periodo latente de sua manifestacdo
(OLIVEIRA et al., 2007).

No segundo estdgio do processo de carcinogénese, chamado de promogao, 0s agentes
cancerigenos oncopromotores (proto-oncogens) provocam o aumento da proliferacdo celular
em tecido susceptiveis, contribuindo para o desenvolvimento de mutagdes e alteracfes na
expressao genética. Para que ocorra essa transformacéo, € necessario um longo e continuado
contato com o agente cancerigeno promotor. A promog¢do é um estagio reversivel, apés a
suspensdo de um promotor pode ocorrer uma regressao na proliferacéo celular, provavelmente
por apoptose (COLEMAN; TSONGALLIS, 2006; INCA, 2011).

A progressao € o terceiro e Gltimo estagio da carcinogénese. A progressdo do tumor se
caracteriza pela multiplicacdo descontrolada e irreversivel das células alteradas geneticamente,
além de alteracdes nas caracteristicas bioquimicas, metabdlicas e morfologicas das mesmas.
Neste estagio o cancer esta instalado e a proliferacdo celular é independente da presenca de
estimulos, evoluindo até o surgimento das primeiras manifestagdes clinicas da doenca. E
durante a progressdo do tumor que algumas células escapam da massa tumoral primaria e
colonizam outros tecidos, produzindo tumores secundarios conhecidos como metéstases
(Figura 2) (OLIVEIRA et al., 2007). Estes assentamentos distantes de células tumorais séo a
causa de 90% das mortes por cancer no homem (HANAHAN; WEINBERG, 2000).
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Figura 2. Disseminagdo do tumor formando a metéstese.
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Fonte : INCA (2011).

2.2.1 Prevaléncia

O céancer é uma das principais causas de morbidade e mortalidade em todo o mundo,
sendo um importante problema de salde puablica, especialmente entre 0s paises em
desenvolvimento (JEMAL; BRAY; FERLAY, 2011; TORRE et al., 2015). De acordo com
estimativas da International Agency for Research on Cancer (IARC), a incidéncia de cancer
aumentou de 12,7 milhdes em 2008 para 14,1 milhdes em 2012, e estima-se que até 2030, 23,6
milhGes de novos casos devem ser diagnosticados em todo mundo. Embora mais de 60% dos
casos de cancer do mundo ocorram em paises em desenvolvimento, como Africa, Asia e
América Central e do Sul, a taxa de incidéncia mais alta (excluindo o cancer de pele nédo-
melanoma) ocorre em paises de alta renda da América do Norte e da Europa Ocidental,
juntamente com o Japdo, a Republica da Coreéia, a Australia e a Nova Zelandia (STEWART,;
WILD, 2014).

Em termos de mortalidade, o cancer é responsavel por 8,2 milhdes de 6bitos a cada ano,
representando cerca de 13% de todas as causas de morte no mundo, dos quais 65% ocorrem nos
paises em desenvolvimento econdmico. Em 2012, as causas mais comuns de morte por cancer
em todo o mundo, para ambos os sexos, foram o cancer de pulméo (1,6 milhdes), seguido do
de figado (745 mil), de estdmago (723 mil), do cancer de intestino (694 mil) e de mama (522
mil) (FERLAY et al., 2015).

Os tipos de canceres mais incidentes no mundo em 2012 foram o cancer de pulméo (1,8
milhdes), sequido do de mama (1,7 milhdes), do cancer de intestino (1,4 milhdes) e de prdstata
(1,1 milhdes). A taxa geral de incidéncia de cancer padronizada por idade é quase 25% maior
nos homens que nas mulheres, equivalente a 205 e 165 casos por 100.000 habitantes,
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respectivamente. Entre 0s homens, os cinco locais mais comuns de cancer diagnosticados em
2012 foram o pulméo (16,7% do total), prostata (15,0%), intestino (10,0%), estdmago (8,5%)
e figado (7,5%). Entre as mulheres, o cancer de mama apresentou uma incidéncia
substancialmente mais elevada (25,2% do total) quando comparada aos demais canceres, com
mais casos ocorrendo em regibes menos desenvolvidos (883 mil casos) do que mais
desenvolvidas (794 mil casos). Mesmo sendo o segundo cancer mais comum no mundo, o de
mama ocupa o quinto lugar como causa de morte (522 mil casos, 6,4 %) devido ao seu
prognostico relativamente favoravel. Entretanto, na populacdo feminina, possui a maior
incidéncia e a maior mortalidade, tanto em paises em desenvolvimento quanto em paises
desenvolvidos (FERLAY et al., 2015).

A estimativa para o Brasil no biénio 2016-2017, aponta a ocorréncia de cerca de 420 mil
casos novos de cancer, excetuando-se o cancer de pele ndo melanoma. O perfil epidemioldgico
observado assemelha-se ao da América Latina e do Caribe, onde os canceres de prostata em
homens e mama em mulheres serdo os mais frequentes (Figura 3). Segundo dados do Instituto
Nacional de Céancer, em 2016, no Brasil, foram esperados 57.960 novos casos de cancer de

mama, com um risco de 56,30 casos a cada 100 mil mulheres (INCA, 2015).

Figura 3. Distribuigdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2016 por
sexo, exceto pele ndo melanoma*

Prostata 61.200 28,6% Homens Mulheres  Mama feminina 57.060 28,1%
Traqueia, Brénguio e Pulmao 17.330 8,1% Cdlon e Reto 17.620 8,6%
Colon e Reto 16.660 7,8% Colo do Utero 16.340 7.9%
Estdmago 12.920 6,0% Traqueia, Bronquio e Puimao  10.890 5,3%
Cavidade Oral 11.140 5,2% Estdmago 7.600 3.7%
Esdfago 7.050 3,7% Corpo do Utero 6.950 3,4%
Bexiga 7.200 3,4% Ovdrio 6.120 3,0%
Laringe 6.360 3,0% Glandula Tireoide 5.870 2,0%
Leucemias 5.540 2,6% Linfoma ndo Hodgkin 5.030 2,4%
Sisterna Nervoso Central 5.440 2,9% Sistemna Nervoso Central 4.830 2,3%

*Mumeros arredondados para multiplos de 10.

Fonte: INCA (2015).

O Brasil vem passando, nas ultimas décadas, por alteracfes de contexto social, econémico
e, consequentemente de salde. O aumento da expectativa de vida, a melhoria e a evolucdo dos
métodos diagndsticos podem explicar o crescimento das taxas de incidéncia ao longo dos anos
no pais. Além disso, a melhoria da qualidade dos sistemas de informac&o do pais e a ocorréncia
de sobre diagndstico, em fungédo da disseminacdo do rastreamento dos diferentes tipos de cancer
tambeém influenciam na magnitude da doenga, auxiliando no tratamento precoce e a cura do
paciente (INCA, 2015).
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2.2.2 Tratamento

O cancer é uma doenca complexa, apresentando um alto grau de heterogeneidade. Os
tumores humanos sao histopatologicamente diversos, contendo regides demarcadas por varios
graus de diferenciagdo, proliferacdo, vascularizagdo, inflamagdo e/ou invasividade
(HANAHAN; WEINBERG, 2011). Esta heterogeneidade diminui drasticamente a eficacia do
tratamento de muitas terapias classicas empregadas contra o cancer.

O tipo de tratamento utilizado dependera do tipo de cancer, e do seu nivel de invasividade.
Em alguns casos, apenas um tratamento é necessario, mas na maioria das vezes é imprescindivel
uma combinacdo (NCI, 2015). A cirurgia e radioterapia sdo considerados 0s principais
tratamentos, visando remover todas as células dentro de um determinado volume de tumor e os
tecidos circunvizinhos afetados. Entretanto, dificilmente a cirurgia € suficiente e, geralmente, é
inevitavel a permanéncia de células residuais afetadas (ESTANQUEIRO et al., 2015).

A quimioterapia é a terceira opcdo, sendo utilizada como adjuvante a cirurgia e
radioterapia. As quimioterapias, conhecidas também como terapia antineoplasica ou citotdxica,
destinam-se a um fenotipo bioldgico de células cancerigenas, especificamente a sua natureza
altamente proliferativa (IVEY et al., 2015).

Atualmente, diferentes agentes quimioterapicos sdo eficientemente utilizados na terapia
anticancerigena atuando através de mecanismos especificos, como inibi¢do da polimerizacéo
da tubulina, danos ao DNA, bloqueadores enzimaticos ou de microtibulos celulares
(BRANDAO et al., 2010). Contudo, o tratamento repetido com estes farmacos isolados pode
resultar em resisténcia as quimioterapias ou desenvolvimento de resisténcia a multiplos
farmacos, sendo uma das principais razGes para o insucesso do tratamento. Para tentar dominar
esta limitacdo, sdo muitas vezes administradas as doses maximas permitidas, conduzindo a
efeitos secundarios adversos, devido a acumulacdo inespecifica nos tecidos saudaveis, ficando
assim comprometida a eficacia do tratamento (RODON; PEREZ; KURZROCK, 2010). Por
estas raz0es, a combinacdo de terapias pode ser uma estratégia, que pode trazer beneficios ao
permitir um aumento da eficacia, e simultaneamente uma diminuig&o da toxicidade associada.

Ao longo dos anos, a terapia de combinacdo tem sido adotada como estratégia ao
tratamento do cancer utilizando um dnico quimioterapico. A terapia de combinacao refere-se
geralmente a dois ou mais agentes terapéuticos co-administrados simultaneamente ou a
combinacéo de diferentes terapias, tais como quimioterapia, terapia hormonal, imunoterapia e

radioterapia. Acima de todas as abordagens, a co-distribuicdo de diferentes agentes
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quimioterapéuticos é a modalidade terapéutica de combinacdo mais comum na prética clinica
relativamente ao tratamento eficaz do cancer (PARHI; MOHANTY; SAHOO, 2012).

Embora as estratégias quimioterapéuticas de combinacdo ajudem até certo ponto no
direcionamento ao melhor tratamento do cancer, apresentam como desvantagens a inadequada
acessibilidade de agentes antineoplasicos ao tecido tumoral, proveniente a rapida eliminacao
do organismo, baixa solubilidade dos farmacos utilizados, resultando em uma baixa
biodisponibilidade, sendo necessario a administracdo de doses elevadas (NAZIR et al., 2014).
Deste modo, para minimizar a dificuldade associada a quimioterapia convencional, sistemas de
administracdo de fArmacos que possam optimizar a acdo farmacéutica enquanto reduz os efeitos
secundarios toxicos passaram a ser desenvolvidos (ESTANQUEIRO et al., 2015). A aplicacdo
da nanotecnologia a administracdo de farmacos para o cancer é a nova estratégia terapéutica de
escolha para o tratamento do cancer.

Desde a antiguidade, a capacidade de tratar e curar doengas humanas com extratos, pos,
6leos e raizes da flora circundante tem sido amplamente reconhecida na pratica medica. Os
produtos naturais nestas plantas, fungos e bactérias tém sido a fonte de drogas valiosas para
algumas das doencas mais importantes que afetam a humanidade e serviram como andaimes
para transformacdes sintéticas em compostos mais ativos. Os produtos naturais desempenham
hoje um papel relevante na terapia do cancer com um ndmero substancial de agentes
anticancerosos utilizados na clinica. Durante os Gltimos anos, a descoberta de farmacos baseada
em produtos naturais estd aumentando com base em novas tecnologias, como sintese
combinatdria e rastreio de alto rendimento, e suas abordagens associadas (NOBILI et al., 2009).
Dentre os inimeros farmacos derivadas de plantas, as quinonas sdo conhecidas por possuirem
atividade anticancerigena promissora, que poderia ser explorada para desenvolver novas

estratégias terapéuticas contra o cancer de mama (SILVA; FERREIRA, 2016).

2.3 QUINONAS: B-LAPACHONA

As quinonas constituem uma importante classe de metabdlitos secundarios que ocorrem
naturalmente, sendo encontradas em plantas, fungos e bactérias (THOMSON, 1997). A
principal fonte biogénica de quinonas s&o vegetais (folhas, galhos, raizes) e muitos tiveram seus
extratos empregados desde a antiguidade pela medicina popular no tratamento de diversas
enfermidades (SOUSA; LOPES; ANDRADE, 2016).

Quinonas naturais despertam interesse pela sua importancia nos processos bioguimicos

vitais dos seres humanos, vegetais superiores, artropodes, fungos, liquens, bactérias e algas,
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participando da cadeia transportadora de elétrons envolvida na respiracéo celular e fotossintese,
assim como na coagulacéo sanguinea e carboxilacdo do glutamato nas células (O’BRIEN, 1991;
MONKS et al., 1992). Nos ultimos anos, o interesse nesses metabolitos naturais intensificou-
se devido aos resultados obtidos em variados estudos farmacologicos, demostrando suas
atividades anticancerigenas, antibacterianas, antifingicas e tripanossomicidas (SILVA,
FERREIRA, 2016).

A estrutura das quinonas apresenta dois grupamentos carbonilas em um anel insaturado
de seis atomos de carbono, situados relativamente em posigdes “orto” ou “para”. Utilizando-se
como critério o tipo de anel aromatico, as quinonas sdo classificadas como benzoquinonas
qguando apresentam um anel benzénico; as naftoquinonas que apresentam um anel naftaleno;
antraquinonas, um anel antracénico linear ou angular; e finalmente as fenantraquinonas, as
quais apresentam um anel fenantrénico. Estas formas isoméricas diferem substancialmente em
suas caracteristicas fisico-quimicas e atividades bioldgicas (LU et al., 2013).

Dentre as naftoquinolonas, o lapachol destaca-se por ser considerado um dos principais
representantes dos produtos naturais encontrados em plantas do género Tabebuia. O lapachol
foi isolado pela primeira vez por Paterno em 1882, a partir de extracdo acido-base da serragem
ou lascas do cerne da arvore Tabebuia avellanedae (Bigoniaceae), popularmente conhecida
como Ipé-Roxo ou Pau d’arco, arvore nativa da América do Sul com alta frequéncia no Brasil
(PARDEE; LI; LI, 2002; CASTRO et al., 2013). A sua estrutura quimica foi estabelecida desde
1896, por Hooker, o qual o identificou como uma naftoquinona, a 2-hidroxi-3-(e-metil-2-
butenil)-1,4-naftoquinona, de peso molecular 242,26 Da, que através da acdo controlada do
calor, fornece em sequéncia a desidrolapachona (xiloidona) e os isdmeros a- e B-lapachona

(D’ALBUQUERQUE, 1968).

2.3.1 Caracteristicas gerais

A B-lapachona (B-lap) (C1sH1403, PM 242,3 Da) € uma orto-naftoquinona isdmera do
lapachol, conhecida quimicamente por 3,4-diidro-2,2-dimetil-2H-naftol(1,2-b)pirano-5,6-
diona. Apresenta forma cristalina laranja-avermelhada (Figura 4), com absor¢do méxima no
ultravioleta em 256 nm, e ponto de fuséo caracteristico em 154,5 — 155,5 °C, sendo estavel em
um variagdo de pH de 3 a 9 (PARDEE; LI; LI, 2002; ALVES et al., 2008). A B-lap € uma
molécula lipofilica, com baixa solubilidade em agua (0,038 mg/mL), o que limita sua aplicacdo
clinica (NASONGKLA et al., 2003). Além disso, Almeida e colaboradores (2009) ao

investigarem o efeito da B-lap livre em ratas Wistar gravidas e ndo-gravidas, observaram



Costa-Franca, L.C. Tese de Doutorado (2017). Lipossomas sitio-especificos contendo -lapachona como estratégia para a terapia do cancer.

26

malformacdes nos embribes, além de alteracbes hematoldgicas e bioquimicas, com danos no
figado e baco (ALMEIDA et al., 2009).

Figura 4. Fotomicrografia da microscopia éptica do cristal da B-lapachona.

Fonte: Cunha-Filho, Martinez-Pacheco e Landin (2013).

Por estar presente em pequenas quantidades in natura, a B-lap pode ser obtida a partir de
uma semi-sintese do lapachol através de hidrolise a frio com acido sulfdrico, apresentando
rendimento de 90% (JIANG et al., 2004). Ou ainda, pode ser obtida utilizando-se acidos de
Lewis (NbCls, AICIz e FeCl3) obtendo a ciclizagdo do lapachol em p-lap com alta
regiosselectividade e excelente rendimento (98%), sem formagao do isémero a-lapachona que,
segundos relatos descritos na literatura, ndo apresenta atividade bioldgica significativa (BIAN
et al., 2014) (Figura 5).

Figura 5. Sintese da B-lapachona utilizando um acido protonado.

O
OH
COC
e
N
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Ipé Roxo Lapachol B-lapachona

Fonte: Adaptado de Silva e Ferreira (2016).

2.3.2 Atividades Farmacoldgicas

As caracteristicas quimico-estruturais das naftoquinonas estdo diretamente relacionadas
a poténcia da sua atividade farmacoldgica, seja como antimicrobiano, antineoplasico ou de
toxicidade, podendo ser inativado pela simples retirada de um metileno da cadeia isoprendide.

Este fato justifica o lapachol purificado ser menos ativo que o extrato bruto da Tabebuia
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avellanedae, sugerindo um sinergismo de a¢Oes dos outros componentes, uma vez que, 0 Seu
derivado, a PB-lap, apresenta uma maior atividade farmacoldgica, porém com maior grau de
toxicidade (ARAUJO; ALENCAR; NETO, 2002).

A B-lap tem atraido a atencdo pelas suas propriedades quimicas e biologicas,
apresentando uma variedade de atividades farmacoldgicas com potencial terapéutico tais como:
anti-inflamatoria (MORENO et al., 2015), antibacteriana (CAVALCANTI et al., 2011, 2015),
antischistosoma (AIRES et al., 2014), antifungica (BRILHANTE et al., 2016), antimalaria
(SHARMA et al., 2013), leishmanicida (GUIMARAES et al., 2013), tripanocida (DOS ANJOS
et al., 2016), cicatrizante (KUNG et al., 2008) e antineoplasica (LAMBERTI et al., 2013b).

2.3.3 Atividades antiproliferativa e antitumoral

Desde a descoberta de sua excelente atividade citotoxica e antiproliferativa, a -lap tem
se destacado na linha de pesquisa para obtencdo de novos quimioterdpicos contra varias
linhagens de células cancerigenas, principalmente para o cancer de préstata (BLANCO et al.,
2007; DONG et al., 2009), mama (GLORIEUX et al., 2016), pulmdo (WOO; CHOI, 2005),
gastrico (YU et al., 2014) e melanoma (BANG et al., 2016). No entanto, 0 mecanismo de a¢do
exato da morte celular provocada pela p-lap ainda é desconhecido (RIOS-LUCI et al., 2012),
sendo a apoptose (LEE et al., 2011), necrose (SUN et al., 2006) ou autofagia (PARK; CHOI,;
KWON, 2011) os principais mecanismos responsaveis pelo efeito desta molécula.

O principal interesse na B-lap advem da sua capacidade de induzir o estresse oxidativo
nas células, a partir da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) pela acdo da enzima
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato:quinona oxidorredutase 1 (NQO1) (ALCAIN;
VILLALBA, 2007). A B-lap foi o primeiro composto terapéutico encontrado com um
mecanismo de acdo dependente de um ciclo catalisado por NQO1 (MA et al., 2015).

A NQOL é uma flavoenzima citosélica pouco expressa em tecidos humanos, entretanto
sua expressao pode ser 10 vezes maior em células tumorais de cancer de mama, pulméo,
pancreas, prostata, melanoma, coloretal e cervical (BENTLE et al., 2006a). Nos canceres de
mama, coloretal e cervical, verificou-se que os altos niveis de NQO1 podem estar associados
com um estégio avancado da doenga, a uma baixa diferenciagéo e a metastase nos linfonodos
(MA et al., 2014; YANG et al., 2014a), demostrando seu potencial uso como biomarcador,
podendo auxiliar no diagndstico, na progressado do cancer, e mesmo em lesdes pré-cancerigenas
(AWADALLAH et al., 2008).
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Entre as enzimas de fase Il, a NQO1 tem sido amplamente estudada pelo seu efeito na
prevencdo da carcinogénese (ZHU; LI, 2012). As mdltiplas e gerais fun¢bes bioquimicas da
NQOL1 na protecdo contra a promocao e o inicio do cancer, podem ser resumidas em quatro
categorias (Figura 7): (i) desintoxicacao de substratos de quinona por reducéo de dois elétrons;
(ii) remocdo de radicais anion superoxido; (iii) manutencdo dos antioxidantes enddgenos tais
como ubiquinona e a-tocoferol; e (iv) estabilizacdo das proteinas supressoras p53 / p73 / p33
(OH; PARK, 2015).

Figura 6. As fungdes bioquimicas multiplas e gerais da NQO1 na protecdo contra o desenvolvimento
do cancer.

Estresse oxidativo
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Fonte: Adaptado de Oh e Park (2015).

A funcdo melhor descrita e amplamente aceita de NQOL1 é, como o proprio nome sugere,
a reducdo de quinonas. Com sua propriedade de transferir dois elétrons, utilizando nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato (NAD(P)H) ou nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH)
como cofator redutor, NQOL1 catalisa as quinonas e quininoiminas naturais e exdgenas em
hidroquinonas. O que torna a B-lap Unica, quando comparadas a outras quinonas que s&o
neutralizadas por NQO1, ¢ que a forma hidroquinona resultante da B-lap é excepcionalmente
instavel e toxica (MA et al., 2015). Em vez de ser conjugado e removido da célula, a forma de
hidroquinona da B-lap reage espontaneamente com oxigénio em dois passos: primeiro, uma
oxidagéo para a forma de semiquinona e, em seguida, uma reversao de volta para a quinona de
origem, gerando um radical superoxido em cada uma das etapas da oxidacdo espontanea. Em
resumo, estas rea¢oes formam um ciclo redox no qual a B-lap é convertida em uma hidroguinona
por NQOL1, oxidando NADH e NADPH, e a hidroquinona reverte de volta para B-lap, gerando
superdxido (ALCAIN; VILLALBA, 2007) (Figura 7). Os radicais superdxido (O%°) formados
sdo rapidamente metabolizados pela superdxido dismutase (SOD) em H20, (SOUSA; LOPES;
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ANDRADE, 2016). Os altos niveis de H.O, formados causam danos a membrana celular
através da peroxidacéo dos lipideos e diminuicdo da capacidade antioxidanate celular, podendo
danificar os acidos nucleicos e quebrar as fitas de DNA (SILVA; FERREIRA; SOUZA, 2003).

Figura 7. Ciclo redox da B-lapachona.
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Fonte: Adaptada de Ma et al. (2015).

O ciclo redox entre as formas semiquinona e hidroquinona da B-lapachona provoca grave
reducdo de NAD(P)H e NADH na célula, com consequente diminuicdo da concentragdo de
adenosina trifosfato (ATP), o qual afeta outras vias do ciclo celular, resultando na morte celular
por apoptose seletiva de células cancerigenas (PARK et al., 2005). Um outro fator relacionado
ao desequilibrio na estrutura e funcio celular é o aumento do Ca?* citosolico, induzindo o
estresse oxidativo, despolarizacdo da membrana mitocondrial e bloqueio da sintese de ATP
(ERMAK; DAVIES, 2002). Estudos iniciais demonstraram um aumento no Ca?* citosélico apds
alguns minutos da administragdo de B-lap (TAGLIARINO et al., 2003), enquanto uma
exposi¢do de 2 h de B-lap foi suficiente para induzir a morte celular em células do cancer de
mama (MCF-7) (BEY et al., 2013). Estudos de Bentle e colaboradores (2006b), mostraram que
o mecanismo de toxicidade da B-lap esta intimamente envolvido com alteragdes precoces nos
niveis intracelulares de Ca?*, provocando a morte celular.

Apo0s a administracao da B-lap, as células que expressam NQO1 lidam com uma variedade
de estresses, dentre eles o estresse oxidativo induzido pelo ciclo oxidativo da quinona e
alteragBes nos niveis intracelulares de Ca? * resultando em danos a0 DNA. Visando a sua
recuperacdo, a celula desencadeia mecanismos de reparacdo do DNA, e como consequéncia a
enzima poli(ADP-ribose)polimerase (PARP-1) é ativada. A PARP-1 é uma proteina nuclear

importante na deteccdo de lesGes presentes na fita simples do DNA, provenientes do dano
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celular provocado por moléculas oxidantes e, assim, em manter a integridade do genoma. Uma
vez ativada, PARP-1 catalisa a transferéncia intracelular de unidades de ADP-ribose a partir da
nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD™) para as proteinas nucleares, levando a formacéo
de polimeros ADP-ribose. Como NAD™ é essencial para a reacdo de transporte de elétrons, foi
demonstrada que a super-ativagdo de PARP-1 pode conduzir a uma repressdao da fungéo
mitocondrial levando ao déficit de energia, liberacdo do Fator de Inducéo de Apoptose (AIF),
e eventualmente morte celular (CHIARUGI, 2002; YU et al., 2002; PENNING et al., 2009).

Estudos clinicos demonstraram uma correlacdo entre os niveis da proteina NQO1 em
tumores e sua sensibilidade a B-lap, onde a morte celular mediada por B-lap requeria cerca de
90 unidades enzimaticas de NQOL1 e que o nivel endégeno de NQO1 afeta proporcionalmente
a sensibilidade das células a B-lap (LI et al., 2011). Pink e colaboradores (2000) mostraram
evidéncias que indicam a participa¢ao da enzima NQO1 no processo de ativacao da B-lap na
apoptose, aumentando assim a sua citotoxicidade. Eles constataram que ao adicionar nas
culturas celulares um inibidor de NQO1 (dicoumarol) a apoptose era blogueada. Ough e
colaboradores (2005) observaram que a P-lapachona diminui a viabilidade em células
cancerigenas de pancreas que superexpresam a NQOL.

Desde a descoberta de sua excelente atividade antiproliferativa, a f-lap tem se destacado
na linha de pesquisa de obtencdo de novos quimioterapicos devido a sua eficécia in vitro frente
a diferentes linhagens celulares cancerigenas humanas malignas (Tabela 1). Visando o
tratamento do cancer de mama, estudos realizados com células MCF-7, demonstraram potente
efeito anticancerigeno da B-lap por regulagéo positiva da expressdao de NQOL, induzindo um
aumento na apoptose e danos ao DNA, ao mesmo tempo que produzem alteragcdes no ciclo
celular (GLORIEUX et al., 2016; LAMBERTI et al., 2013a; SEOANE et al., 2013).
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Tabela 1. Atividade citotdxica (ICso) da B-lapachona em diferentes linhagens de células tumorais.

Linhagem Celular 1Cs0 (nM) Referéncias
Cancer de colo-retal
HCT-8 0,83 SILVA-JUNIOR et al., 2007
Cancer de mama
MCF-7 1,7 NASONGKLA et al., 2003
3 BENTLE et al., 2007
2,9 LAMBERTI et al, 2013
0,65 GLORIEUX et al, 2016
MDA-MB-231 6,6 REINICKE et al., 2005
MDA-MB-435 0,25 SILVA-JUNIOR et al., 2007
HBL-100 0,69 BONIFAZI et al., 2010
Cancer de prostata
DU-145 7.4 EYONG et al., 2008
4 Lletal., 1999
PC-3 3,5 REINICKE et al., 2005
LNCaP NQO1+ 2,7 DONG et al., 2009
LNCaP NQO1- 11,8 DONG et al., 2009
Cancer de pulméo
NCI-H23 0,76 YU etal., 2014
Cancer de ovério
A2780DDP ~2 Lletal., 1999
1,1 BONIFAZI et al., 2010
Melanoma
Skmel-28 ~4 Lletal., 1999
LOXIMVI 0,31 Lletal., 2011

Fonte: autoria propria.

A superexpressao de NQO1 em células cancerigenas torna a B-lap um candidato util para
a terapia direcionada ao tumor com toxicidades reduzidas para células e tecido saudaveis, uma
vez que ndo apresentam ou expressam baixos niveis da enzima. Apesar da poténcia e
seletividade do B-lap na morte de celulas cancerigenas contendo NQOL1 in vitro, sua baixa
solubilidade em &gua (0,038 mg / mL ou 0,16 mM) limita a aplicagdo in vivo (MA et al., 2015).

Com a finalidade de superar os desafios de solubilidade e biodisponibilidade da B-lap,
pesquisas recentes tém voltado a atengdo para a nanotecnologia com o intuito de alcancar

formas mais eficientes de direcionar o farmaco para o alvo tumoral, diminuindo a dose
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terapéutica e, em consequéncia, os efeitos adversos relacionados com a biodistribuicdo néo

especifica do farmaco.

2.4 NANOTECNOLOGIA E SISTEMAS DE LIBERACAO CONTROLADA

O termo Nanotecnologia tem sua origem na palavra “nano” que significa “ando” em grego
e representa a bilionésima parte do metro. Nanotecnologia € a ciéncia e a engenharia envolvidas
na concepcao, sintese, caracterizacdo e aplicacdo de materiais e dispositivos a nivel atbmico,
molecular ou macromolecular, cuja organizagdo funcional, em pelo menos uma dimensao, esta
na escala nanométrica (0,1 a 100 nanémetros) (GRIMM; SCHEINBERG, 2011).

A nanotecnologia é um campo cientifico multidisciplinar que tem avancado rapidamente
nos ultimos anos, encontrando aplica¢es nas mais diversas areas, desde setores de energia e
eletrbnica até a industria farmacéutica (MOZAFARI et al., 2008; MU; SPRANDO, 2010). O
principio dessa ciéncia é que os materiais na escala nanométrica podem apresentar propriedades
quimicas, fisico-quimicas e comportamentais diferentes daquelas apresentadas em escalas
maiores. As nanoparticulas sao projetadas na mesma escala de tamanho dos receptores, canais,
ligantes, efetores e &cidos nucléicos e podem ser modificadas para alcangarem um determinado
efeito fisiologico (MCNEIL, 2009).

Na &rea farmacéutica e medica, a nanotecnologia tem como objetivo o desenvolvimento
de processos de diagndstico, tratamento e prevencdo de doencas, bem como preservacao da
salde humana através da utilizacdo desses materiais na escala nanométrica (DUNCAN;
GASPAR, 2011). O setor farmacéutico est4 envolvido no desenvolvimento, caracterizacéo e
aplicacdo de sistemas terapéuticos em escala nanométrica ou micrométrica. Estudos de tais
sistemas tém sido realizados ativamente no mundo com o propdsito de direcionar e controlar a
liberacdo de farmacos visando melhorar sua eficacia terapéutica (MISHRA; PATEL; TIWARI,
2010; SAKATA et al., 2007).

A tecnologia associada a modificacéo da liberagcdo de farmacos, ou de outras substancias
bioativas, a partir de preparacdes farmacéuticas sofreu um incremento notorio nas Gltimas
décadas na tentativa de maximizar as vantagens inerentes as formas farmacéuticas de liberacao
controlada (Figura 8). Preparacfes baseadas na escala nanométrica tém sido indicadas
atualmente como a principal forma de aumentar o indice terapéutico via direcionamento do
farmaco para o sitio de acdo. Os nanosistemas possuem propriedades fisicas (tamanho, carga e

biocompatibilidade) que podem ser manipuladas para aumentar a meia vida de circulagéo do
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farmaco e o seu acumulo no local de acdo, principalmente quando estdo associadas com
moléculas sinalizadoras (FARRELL et al., 2011).

Figura 8. Representacdo esquematica de sistemas de liberagdo controlada.
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Fonte: autoria propria.

Os sistemas de liberagdo controlada de farmacos caracterizam-se por oferecer uma
liberacdo progressiva e controlada do principio ativo, com manutencédo do seu nivel plasmatico
em concentracBes constantes dentro da faixa terapéutica (Figura 9), aumentando a eficacia
terapéutica, diminuindo de forma expressiva 0 aparecimento de niveis toxicos e
subterapéuticos, além da diminuicdo na instabilidade e decomposi¢do dos farmacos sensiveis,
possibilitando o direcionamento a alvos especificos e incorporacdo tanto de substancias
hidrofilicas quanto lipofilicas nos sistemas. Os nanocarreadores possibilitam ainda um maior
intervalo de administracdo, utilizando uma menor quantidade do principio ativo
(CARACCIOLO, 2015; TORCHILIN, 2005).
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Figura 9. Farmacocinética comparativa de formas farmacéuticas convencionais e de liberacéo
controlada.
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Fonte: LIRA, 2007.

Diante destas vantagens, a aplicacdo dos sistemas nanométricos na administracao de
farmacos tem o potencial de revolucionar o tratamento de muitas doengas, como cancer
(NAZIR et al., 2014), doengas cardiovasculares (ZHAORIGETU et al., 2014), diabetes tipo 1
(DOMINGUEZ; SUAREZ-MERINO; GONI-DE-CERIO, 2014), infec¢des fungicas (YANG
etal., 2014b).

2.4.1 Lipossomas

Dentre as varias formas de sistema de liberacdo controlada de farmacos, os lipossomas
vém sendo estudados ha mais de 50 anos e despertam grande interesse para pesquisa, aplicacdes
analiticas e terapéutica (ALLEN; CULLIS, 2013), principalmente devido a sua composicao, a
qual os torna biocompativeis e biodegradaveis (IMMORDINO; DOSIO; CATTEL, 2006).

Em 1960, Alec Bangham e colaboradores publicaram a primeira descricdo de sistemas
fechados de fosfolipideos em solugdo aquosa (BANGHAM; STANDISH; WATKINS, 1965),
estabelecendo um sistema modelo simples para o estudo de membranas bioldgicas
(BANGHAM et al., 1967). Em poucos anos, foram descritas uma variedade de bicamadas
fechadas de fosfolipideos, inicialmente denominadas "bangossomas™ e, em seguida,
"lipossomas"” (DEAMER, 2010).

A utilizacdo dos lipossomas como carreadores de fa&rmacos foi proposta e demonstrada
apenas na decada de 70 por Gregory Gregoriadis. Ele comecou a investigar a capacidade de
encapsulacdo e posterior liberacdo de farmacos por vesiculas lipossomais, propondo pela

primeira vez, a utilizacdo de lipossomas como sistema transportador de farmacos
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(GREGORIADIS, 1976). Desde entdo estas vesiculas tem sido usadas para uma série de
aplicacdes farmacéuticas (PAROOEI et al., 2011; YOSHIZAWA et al., 2011).

Os lipossomas caracterizam-se como vesiculas esféricas, de tamanhos variados (em
escalas de nm e um), constituidas de uma ou mais bicamadas concéntricas de fosfolipideos, que
isolam um ou varios compartimentos aquosos internos do meio externo (BRANDL;
GREGORIADIS, 1994). Essa conformacao promove a capacidade de incorporar uma variedade
de compostos com caracteristicas hidrofilicas e/ou lipofilicas (Figura 10). A incorporagédo
dentro da vesicula lipidica promove uma protecdo ao farmaco encapsulado contra possiveis
processos de degradacao seja, por exemplo, pela luz e ou por outros processos fisico-quimicos
(TORCHILIN, 2005). Ademais, os lipossomas funcionam como um depdsito a partir do qual o
farmaco encapsulado € liberado lentamente ao longo do tempo, permitindo manter o nivel
terapéutico por periodos prolongados (STORM; CROMMELIN, 1998).

Os lipossomas sdo sistemas que apresentam uma versatilidade, cuja lamelaridade,
tamanho, volume, superficie e composicéo (lipidica e do compartimento aquoso interno) podem
ser manipulados em funcdo dos requisitos farmacéuticos e farmacoldgicos. Além disso, sdo
biodegradaveis e biocompativeis (BATISTA; CARVALHO; MAGALHAES, 2007;
EDWARDS; BAEUMNER, 2006).

Figura 10. Esquema ilustrativo de lipossoma, demonstrando compartimentos aquosos internos contendo
farmacos hidrofilicos e farmacos lipofilicos retidos na bicamada lipidica.

Farmaco lip ofilico

Farmaco hidrofilico
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Fonte: Adaptado de http://nanogreenshawaii.com/supersorb/nanosorb.jpg.

As bicamadas lipidicas que compdem os lipossomas assemelham-se as membranas
bioldgicas e podem ser preparadas a partir de lipideos naturais ou sintéticos (VEMURI,;
RHODES, 1995). Os lipideos estruturais mais comumente empregados na preparacao de

lipossomas sdo os fosfolipideos, moléculas anfipaticas, que possuem uma “cabeca” polar
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constituida pelo acido fosforico e uma “cauda” hidrofoébica composta por acidos graxos de
cadeia longa (Figura 11). O &cido fosforico pode ser esterificado pela colina, serina, amina e
glicerol, dando origem aos lipideos mais utilizados nas formulacbes lipossomais como
fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfatidilamina e fosfatidilglicerol, respectivamente
(BATISTA; CARVALHO; MAGALHAES, 2007; VEMURI; RHODES, 1995). Estes alcodis
conferem diferentes propriedades aos lipossomas visto que originam cadeias de diferentes
tamanhos e graus de saturacdo (EDWARDS; BAEUMNER, 2006).

Figura 11. Estrutura quimica e representacdo esquematica do fosfolipideo.
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Fonte: Adaptado de avonapbio.pbworks.com.

Outro componente lipidico presente nas formulacdes lipossomais é o colesterol. Este €
um componente relevante visto que influencia na fluidez e deformacédo da bicamada lipidica,
diminuindo a permeabilidade e o extravasamento do farmaco encapsulado, permitindo assim, a
producdo de lipossomas mais estaveis (SHARMA; SHARMA, 1997). Lipideos apresentando
carga efetiva negativa ou positiva podem também ser incluidos na composi¢do da membrana.
A presenca de cargas nos lipossomas pode influenciar a taxa de incorporacdo de substancias,
produzir repulsdo eletrostatica entre as vesiculas lipidicas impedindo a agregacdo/fusdo das
mesmas e modular o seu destino no organismo, visto que a presenca de uma carga eletrostatica
na superficie dos lipossomas promove a interacdo com biomoléculas e células, sendo entdo
removidos mais rapidamente da circulacdo do que os lipossomas neutros (BATISTA,
CARVALHO; MAGALHAES, 2007; LAVERMAN et al., 1999).
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2.4.2 Classificacdo dos lipossomas

Os lipossomas podem ser classificados de acordo com o tamanho das vesiculas, ao
numero de lamelas e quanto a composicao quimica. Assim, os lipossomas podem conter uma
Unica bicamada lipidica ou bicamadas multiplas em torno do compartimento aquoso interno e,
portanto, sdo classificados em unilamelar e multilamelar, respectivamente. As vesiculas
multilamelares grandes (MLV- Multilamellar Large Vesicles) possuem um tamanho em escala
micromeétrica (0,5-10 um) e varios compartimentos aquosos internos, ¢ devido a sua grande
laminaridade s&o mais adequadas para a incorporacdo de moléculas lipofilicas em comparagédo
com substéncias hidrofilicas. Os lipossomas unilamelares apresentam um unico compartimento
aquoso interno e podem ser classificados como vesiculas pequenas (SUV- Small Unilamellar
Vesicles) apresentando tamanho em escala nanométrica (20 a 150 nm), ou como vesiculas
grandes (LUV- Large Unilamellar Vesicle) com tamanho variando de 500 a 1000 nm (Figura
12). Os lipossomas SUVs sdo adequados para administracdo parenteral devido a sua
homogeneidade em tamanho, por outro lado, o seu pequeno tamanho resulta em menor
guantidade de encapsulacédo de farmacos hidrofilicos. Ja os LUVs podem encapsular uma maior
quantidade de farmacos hidrofilicas devido ao seu maior nucleo aquoso em comparagdo com
SUVs (BATISTA; CARVALHO; MAGALHAES, 2007).

Figura 12. Classificagdo dos lipossomas quanto ao tamanho e nimero de lamelas.

0,5—-10 nm 500 - 1000 nm 20 - 150 nm
Fonte: Adaptado de Pandey, Rani e Agarwall (2016).

De acordo com a composi¢do quimica, os lipossomas podem ser classificados em

convencionais, furtivos (longa-circulacéo) e sitio-especificos (Figura 13).
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Figura 13. Classificacdo dos lipossomas quanto a constituicdo: A- Lipossomas convencionais (a -
farmaco hidrofilico na cavidade agquosa, b- farmaco lipofilico incorporado na bicamada lipidica); B-
Lipossomas furtivos (c- PEG); C- Lipossomas sitio-especificos (d- ligante ancorado hidrofobicamente
na porcao terminal do PEG, e- ligante acoplado covalentemente ao fosfolipideo reativo da membrana);
D- Lipossomas direcionados de longa circulacéo.

Fonte: Adaptado de Torchilin (2005).

Os lipossomas convencionais foram os primeiros a serem desenvolvidos sendo entdo
conhecidos como lipossomas de primeira geracdo (Figura 13 A). S8o compostos basicamente
por fosfolipideos e colesterol, podendo possuir um lipideo com carga (positiva ou negativa)
com a finalidade de aumentar a estabilidade em suspenséo. Estes lipossomas séo caracterizados
por apresentarem um curto tempo de circulagdo sanguinea. Quando administrados in vivo,
geralmente através de administracdo intravenosa, tendem a se acumular rapidamente nas células
fagocitarias do sistema mononuclear, sendo entdo removidas da circulacdo, principalmente pelo
figado e baco (STORM; CROMMELIN, 1998; TORCHILIN, 2005). Devido a essa elevada
captura pelo sistema reticulo-endotelial, os lipossomas convencionais sdo potentes candidatos
a carrear farmacos que vao agir nos macréfagos. Da mesma forma, os neutrofilos se tornam
células alvo, visto que constituem a primeira linha de defesa no plasma, sendo as primeiras
celulas a identificar e fagocitar os organismos invasores (ANDREWS; GRIFFITHS, 2007).

Relatos na literatura descrevem aplicacGes bem sucedidas de lipossomas convencionais
no direcionamento de agentes antimicrobianos e antiparasitarios ao sistema mononuclear
fagocitario (macrofagos), assim como, a utilizagdo de imunomoduladores aumentando a
capacidade dos macrofagos em matar células neoplasicas e tornando-os resistentes contra
microorganismos infecciosos (BAKKER-WOUDENBERG et al., 1993; BERGERS et al.,
1995; PINTO-ALPHANDARY; ANDREMONT; COUVREUR, 2000). Por outro lado, a
répida eliminacdo dos lipossomas convencionais da circulacdo pelos macréfagos, compromete
a aplicacdo desses lipossomas no tratamento de vérias patologias, levando, entdo, ao

desenvolvimento de estrategias para superar essa dificuldade, como a utilizacdo de revestimento
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da superficie dos lipossomas com moléculas inertes para formar uma barreira hidrofilica,
conhecidos como furtivos ou stealth liposomes (Figura 13 B) (SANTOS; CASTANHO, 2002;
IMMORDINO; DOSIO; CATTEL, 2006).

A primeira estratégia estudada foi a preparacdo de lipossomas imitando a membrana
eritrocitaria. Neste caso a superficie dos lipossomas foi modificada com gangliosidos e
derivados de 4cido sialico, tais como monosialogangliosideo (GM1) (GABIZON;
PAPAHADJOPOULOQOS, 1992; ALLEN; HANSEN; MENEZES, 1995). O passo subsequente
foi aumentar a hidrofilicidade da superficie dos lipossomas utilizando polimeros hidrofilicos
sintéticos inertes e biocompativeis, especificamente os polietilenoglicois (PEG) (TORCHILIN,
2012). O mecanismo pelo qual a estabilizacdo estérica dos lipossomas aumenta a sua
longevidade na circulacdo tem sido extensivamente discutido. O conceito basico é que um
polimero hidrofilico ou um glicolipideo, possuindo uma cadeia flexivel que ocupe o espaco
imediatamente adjacente a superficie do lipossoma (*'camada perilipossomal™), tende a excluir
outras macromoléculas deste espaco. Consequentemente, 0 acesso e a ligacdo das opsoninas do
plasma sanguineo a superficie do lipossoma sdo diminuidos, e assim o reconhecimento e a
captura dos lipossomas pelos macrofagos do sistema mononuclear fagocitéario sao inibidos, o
que aumenta a sua biodisponibilidade na corrente sanguinea (Figura 14). Além disso, 0s
lipossomas furtivos tem a capacidade de serem direcionados passivamente para tecidos e 6rgaos
gue possuem maior vascularizagdo, como tumores, areas de inflamacdo e infeccdo
(IMMORDINO; DOSIO; CATTEL, 2006; TORCHILIN, 2005).

Figura 14. Depuracdo dos lipossomas furtivos e convencionais através do sistema reticuloendotelial
(RES) no figado e baco. Os lipossomas convencionais sofrem uma maior degradagdo no sangue e uma
depuracdo mais rapida através do RES comparado com os lipossomas PEGuilados.
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Pesquisas na tentativa de aumentar a especificidade de interacéo e o acimulo de farmacos
carreados por lipossomas nos tecidos e orgdos alvos, tem focado no desenvolvimento de
lipossomas direcionados ou sitio-especificos (Figura 13 C) (BATISTA; CARVALHO;
MAGALHAES, 2007). Moléculas como anticorpos ou fragmentos, proteinas, peptideos, folato,
carboidratos e fatores de crescimento sdo acopladas a superficie dos lipossomas, sem
comprometer a integridade da membrana e as propriedades do ligante, conferindo seletividade a
tecidos e 6rgdos, direcionando o farmaco encapsulado, em altas concentracdes, ao sitio de acdo
desejado, aumentando assim a eficacia do tratamento (TORCHILIN, 2005; EDWARDS;
BAEUMNER, 2006). Quando o ligante conjugado a superficie dos lipossomas, através de
reagBes quimicas, sdo as imunoglobulinas ou seus fragmentos, estes sdo denominados de
imunolipossomas (MANJAPPA et al., 2011)

Os anticorpos ou fragmentos de anticorpos presentes na superficie dos lipossomas sdo
capazes de induzir eficientemente a internalizagdo celular mediada por receptores (SAPRA et
al., 2004). Com isso, os imunolipossomas sdo capazes de promover a destinacdo seletiva do
farmaco para as células neoplasicas, por meio da internalizacdo e da liberacdo intracelular do
farmaco, o que leva a reducdo da citoxicidade para as células normais (KOZLOWSKA et al.,
2009; PARK et al., 2001), podendo assim aumentar o indice terapéutico do farmaco (NIELSEN
et al., 2006).

A construcdo dos lipossomas sitio-especificos envolve a conjugacdo de ligantes a
superficie dos nanosistemas através de conjugacao quimica ou interacdo fisica, ou seja, por
interacdo covalente ou ndo-covalente (TORCHILIN, 2005). Os métodos utilizados nesse
processo devem ser simples, rapidos, eficientes e reprodutiveis, produzindo ligacOes estaveis e
ndo toxicas. As propriedades bioldgicas do ligantes tais como o reconhecimento do alvo e a
eficiéncia da ligacdo ndo devem ser substancialmente alteradas pela reacdo de conjugacéo,
assim como a eficiéncia de encapsulacao e a liberacao do farmaco no sitio de acdo. Além disso,
a estabilidade e a meia vida de circulacao destes lipossomas devem ser suficientemente longas
para permitir o alcance e a interagdo com as células alvo (SAPRA; ALLEN, 2003).

As técnicas ndo-covalentes utilizadas como alternativa para conjugagdo de ligantes a
superficie dos lipossomas apresentam a vantagem de serem de fécil realizagdo, sem a
necessidade de reagente agressivos. Um método simples consiste em adicionar apenas o ligante
a mistura de fosfolipideos durante a preparacdo dos lipossomas. Contudo, a percentagem de
ligantes acoplados a superficie € relativamente baixa (4-40%) e a agregacdo dos lipossomas é
frequentemente observada (HUANG; KENNEL, 1979; HANSEN et al., 1995). Além disso, a
quantidade de ligantes por nanosistema ndo é facilmente controlada e a orientacdo correta dos
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anticorpos, por exemplo, ndo é assegurada, com possibilidade de desprendimento do ligante in
vivo. Tentativas foram descritas (WEISSMANN et al., 1975; LESERMAN et al., 1980), mas,
em geral, estas abordagens ndo foram amplamente utilizadas, principalmente devido a fraca
interacdo entre o lipossomas e o ligante e a distribuicédo aleatdria dos ligantes na superficie dos
lipossomas (NOBS et al., 2004).

Por outro lado, a conjugacao quimica proporciona uma ligacao estavel entre os ligantes e
os lipossomas, podendo ser realizada antes ou depois da formacdo do nanosistema, através de
ligacGes covalentes do tipo tiol-éter, dissulfeto e amida (YU et al., 2010). Os ligantes podem
ser acoplados aos lipossomas de trés formas diferentes: (1) os ligantes sdo conjugados
diretamente a porgdo hidrofobica dos fosfolipideos nos lipossomas ndo PEGuilados, através de
acidos graxos de cadeia longa como a fosfatidiletanolamina (PE); (II) os ligantes sdo
conjugados diretamente a porcao hidrofébica dos fosfolipideos nos lipossomas PEGuilados; e
(111) os ligantes séo conjugados na porcao livre das cadeias de polietilenoglicol (PEG) (Figura
13 B e D). Os lipossomas tipo I ligam-se especificamente as células alvo mas apresentam uma
rapida depuracdo pelo SMF. Os lipossomas do tipo Il apresentam uma circulacdo prolongada
mas exibem reduzido direcionamento devido ao impedimento estérico do ligante pelas cadeias
poliméricas vizinhas. Ja os ligantes do lipossomas tipo Il sofrem uma interferéncia minima
pelas cadeias de PEG vizinhas (TORCHILIN, 2005). Dessa forma, para maximizar a eficiéncia
de direcionamento, o polietilenoglicol € normalmente utilizado como um “brago” para aumentar
a distancia entre os lipossomas e os ligantes, reduzindo assim a interferéncia estérica dos na
ligacdo com o receptor (TORCHILIN, 2012).

Na revisdo sobre estratégias de conjugacdo, Manjappa e colaboradores (2011) relatam
varios lipideos funcionalizados sintetizados para acoplar ligantes a terminacdo PEGuiladas dos
lipossomas. Dentre os derivados mais utilizados estéo o piridilditiopropionato (PDP)- PEG-PE
(MOREIRA et al., 2001), hidrazida (Hz)-PEG-PE (HANSEN et al., 1995) e maleimido (Mal)-
PEG-PE (YANG et al., 2007a). Os métodos de acoplamento PDP-PEG e Mal-PEG formam
ligacOes tiol-éter entre proteinas e lipossomas, o que resulta na formacdo eficiente de uma
ligacdo estavel. Para o PDP-PEG, um grupo maleimida é incorporado ao ligante (anticorpo)
através da reacdo com succinimidil-4- (p-maleimidofenil)butirato e estes sdo entdo incubados
com PDP-PEG tiolado. Ja para o Mal-PEG, o ligante (anticorpo) é tiolado utilizando o 2-
iminotiolano (reagente de Traut) e reage com o grupo maleimida da por¢do PEGuilada ( PARK
etal., 2001; BEDUNEAU et al., 2007). Para os métodos de conjugacéo que utilizam o derivado

Hz-PEG, carboidratos da por¢do Fc do anticorpo séo oxidados para formar aldeidos reativos,
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que se ligam ao grupo hidrazida na porcéo terminal do PEG (HANSEN et al., 1995; PARK et
al., 2002).

Os métodos descritos acima, embora eficazes, requerem uma etapa prévia de modificacédo
do anticorpo antes da sua conjugacdo aos lipossomas. Torchilin e colaboradores (2001)
descreveram um novo método que permite a ligacdo direta de ligantes contendo grupamentos
amina (por exemplo anticorpos) ao PEG terminal dos lipossomas utilizando um derivado PEG
anfifilico, p-nitrofenilcarbonil-PEG-PE (pNP-PEG -PE). O pNP-PEG-PE ¢ incorporado a
bicamada lipidica através de porcao hidrofdbica e liga aos grupos amina através da sua porcao
PNP exposta para 0 meio aquoso externo, formando uma ligag&o carbamato estavel e ndo toxica.
O método permite a ligagcdo de vérias moléculas de proteina por lipossoma, mantendo sua
funcionalidade. Portanto, o pNP-PEG-PE poderia servir como uma ferramenta muito
conveniente para a ligacao de proteinas aos lipossomas PEGuilados.

Bendas e colaboradores (1999) também introduziram metodologia para conjugacdo de
anticorpos, sem prévia derivatizacdo, a por¢do PEG dos lipossomas. Anticorpos monoclonais
anti-E-selectina foram acoplados, em condicGes basicas moderada, a um novo derivado PEG-
PE funcionalizado com cloreto cianurico. O 2,4,6-tricloro-1,3,5-triazina, também chamado
cloreto cianurico, é um reagente trifuncional com uma elevada reatividade, e liga anticorpos e
proteinas através de uma substituicdo nucleofilica em pH bésico. As primeiras duas
substituicdes de cloreto podem ser obtidas por reacdo com nucleofilos sob ligeiras condicBes
béasicas. A substituicdo nucleofilica de atomos de cloro com aminas primarias ou secundarias
pode ser controlada com a temperatura. A primeira substituicdo em cloreto cianudrico ocorre em
minutos a 4 °C, enquanto a segunda substituicdo ocorre em 12-24 h a temperatura ambiente e,
finalmente, a terceira substituicdo ocorre tipicamente em 12-24 h e requer temperaturas acima
de 80 °C (CHOUALI; SIMANEK, 2008).

Utilizando essas caracteristicas do cloreto ciandrico, Bendas e colaboradores (1999)
prepararam imunolipossomas incubando anticorpos monoclonais, em tampdo borato pH 8,8,
com lipossomas contendo cloreto cianarico PEG-PE em temperatura ambiente por 16 h. Assim
sendo, o anticorpo liga-se ao segundo cloreto e o terceiro permanecendo livre, uma vez que a
reacdo de acoplamento dos anticorpos a superficie do lipossoma a uma temperatura acima de
80 °C néo e preferivel, visto que a maioria das proteinas sdo desnaturadas a uma temperatura
acima de 60 °C e podem perder a sua atividade bioldgica.

Desta forma, diferentes estratégias de conjugacdo de ligantes a superficie de lipossomas
podem ser utilizadas visando a formagdo de lipossomas sitio especificos. Além disso, o

aperfeicoamento dos lipossomas sitio-especificos levou a combinagdo de suas propriedades
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com as dos lipossomas de longa circulagdo em um Unico sistema, obtendo assim lipossomas
direcionados de longa circulacdo ou imunolipossomas de longa duracdo (Figura 14 D). Este fato
permite um o acumulo das vesiculas em tecidos alvos mesmo quando ha uma diminuicdo do
fluxo sanguineo no 6érgdo ou mesmo quando a expressao do sitio de reconhecimento da
molécula sinalizadora é baixa (TORCHILIN, 2005, 2006; IMMORDINO; DOSIO; CATTEL,
2006).

2.4.3 Lipossomas sitio especificos na terapia do cancer

A nanotecnologia abrange diversas areas da pesquisa, mas um campo em particular, a
entrega de farmacos com base em nanosistemas, esta agora bem estabelecido e tem potencial
para oferecer solucdes para muitas das limitacbes encontradas nas terapias de cancer atuais
(WANG; THANOU, 2010).

Os quimioterapicos utilizados atualmente mesmo apresentando alta toxicidade contra
células cancerigenas, sdo toxicos também para células saudaveis. 1sso acontece porque 0s
farmacos, em geral, sdo moléculas pequenas o suficiente para atravessarem o endotélio em
quase todas as regides do organismo ap6s administrados sistemicamente, chegando tanto as
regides alvo como a outras regides que ndo estdo relacionadas a doenca, originando muito dos
efeitos adversos (ESTANQUEIRO et al., 2015). Uma possivel estratégia, que visa melhorar a
eficicia terapéutica dos quimioterapicos e diminuir seus efeitos adversos, consiste na utilizacédo
de sistemas coloidais nanométricos (NAZIR et al., 2014)

Os lipossomas sdo utilizados como transportadores de farmacos na terapia do cancer
devido a sua biocompatibilidade, ndo toxicidade e protecdo dos farmacos da degradagdo na
circulacdo sisttmica (SEN; MANDAL, 2013). Ao lado dessas vantagens, eles apresentam a
capacidade de se acumular nas células tumorais por direcionamento passivo devido as
caracteristicas particulares do microambiente e angiogénese tumoral. Este mecanismo de
direcionamento ocorre devido ao aumento da permeabilidade e do efeito de retencéo, conhecido
como “Enhanced Permeability and Retection”’(EPR) (Figura 15), e esté relacionado com as
propriedades fisico-quimicas dos lipossomas tais como pH e temperatura locais, tamanho ou
forma (CARACCIOLO, 2015). Os vasos provenientes da angiogénese tumoral apresentam
menor empacotamento celular e drenagem linfatica comprometida em comparacdo com tecido
normal (MAEDA, 2012). Como resultado, particulas de até 400 nm podem penetrar no
endotélio tumoral através das fenestragcBes existentes no vaso sanguineo e se acumular

preferencialmente no intersticio tumoral (YU et al., 2010), enquanto que a penetracdo através
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de vasos integros e saudaveis esta limitada a sistemas com tamanhos menores que 1-2 nm
(BANERJEE; SENGUPTA, 2011). Consequentemente, os sistemas de libertacdo de farmaco
com uma faixa de tamanho definido entre 10-200 nm s&o comumente utilizados, exibindo uma
eficacia aumentada e uma toxicidade sistémica reduzida em comparacdo com formulacdes de
farmaco livres (WANG; LANGER; FAROKHZAD, 2011; EGUSQUIAGUIRRE et al., 2012).

Figura 15. Direcionamento passivo e ativo de nanoparticulas em tumores através do efeito de
permeabilidade e retencdo (EPR).
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Fonte: Adaptado de Nobile et al. (2014).

O direcionamento passivo € o tipo de liberacdo de farmacos mais empregado pelos
nanosistemas para a terapia clinica, contudo apresenta algumas limitagdes (ALLEN; CULLIS,
2013). A porosidade e o tamanho dos poros dos vasos tumorais varia dependendo do tipo e
estado dos tumores, ndo permitindo um direcionamento passivo em todos os tumores. Dessa
forma, alguns sistemas e farmacos ndo conseguem uma difusdo eficaz ao longo do tumor,
tornando dificil uma distribui¢do uniforme a todas as células tumorais (BAE, 2009). Na maioria
dos tumores sélidos, a pressdo elevada do fluido intersticial também pode inibir a distribuicdo
homogénea dos nanocarreadores dentro dos tecidos tumorais (SEN; MANDAL, 2013).
Ademais, a falta de controle do processo de liberacdo do farmaco pode induzir resisténcia a
maltiplos farmacos (MDR), uma situagdo em que ocasiona a falha no tratamento
guimioterapico devido a resisténcia das células cancerigenas a um ou mais farmacos
(GOTTESMAN; FOJO; BATES, 2002).

Embora a atividade antitumoral tenha sido relatada utilizando sistemas lipossomais
direcionados passivamente (BARENHOLZ, 2012), as desvantagens encontradas levaram ao

desenvolvimento de sistemas mais seletivos e com uma resposta anticancerigena mais elevada,
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empregando ligantes como mediadores para o direcionamento de farmacos, o qual é definido
como direcionamento ativo (YU et al., 2010). Entretanto, o direcionamento passivo e ativo séo
frequentemente utilizados em conjunto garantindo que 0s nanosistemas sejam retidos nos
tecidos tumorais ap0s 0 seu extravasamento através da parede dos vasos sanguineos com
fenestras (BYRNE; BETANCOURT; BRANNON-PEPPAS, 2008).

Ao longo da Gltima década, o direcionamento ativo tornou-se um conceito central na
pesquisa de terapias lipossomais se baseando na interacéo especifica entre os ligantes acoplados
a nanocarreadores e receptores presentes na superficie das células do cancer (TORCHILIN,
2010). Esta interacdo baseia-se na: i) sobreexpressdo de receptores antigénicos especificos na
superficie de células cancerigenas em relacdo as células de tecidos normais; ii) especificidade
e elevada afinidade de ligacdo dos ligantes com os receptores; e iii) liberacdo intracelular do
conteudo lipossomal através de endocitose celular mediada por receptores via interacao ligante-
receptor (NAZIR et al., 2014; SHI; LU; SHOICHET, 2009). O direcionamento efetivo de
nanosistemas ao local de agdo desejado, depende da escolha adequada do sitio-alvo, o qual deve
ser abundante, e ter elevada afinidade e especificidade de ligacdo aos receptores da superficie
celular, assim como, deve ser bem adaptada a modificacdo quimica por conjugacdo
(PARVEEN; MISRA; SAHOO, 2012), o que permite uma elevada concentracdo intratumoral
do farmaco, levando a um aumento da eficacia com reducdo da toxicidade sistémica, resultando
em uma maior da captacao pela célula alvo (WANG et al., 2012).

A forma mais natural e universal de conceder a um farmaco afinidade a um alvo
especifico é a ligacdo deste a outra molécula (normalmente conhecida como por¢do de
direcionamento ou molécula vetor) com funcéo de reconhecimento especifico e ligacdo a um
sitio especifico (TORCHILIN, 2010). Atualmente, um vasto espectro de ligantes sao utilizados
como agentes direcionadores, dentre eles anticorpos monoclonais e seus fragmentos, lectinas e
outras proteinas, glicoproteinas, lipoproteinas, peptideos, vitaminas, carboidratos e alguns
ligantes de baixo peso molecular, tais como folato (ALLEN; CULLIS, 2013; SAPRA; TYAGI;
ALLEN, 2005; SAWANT; TORCHILIN, 2012).

O acoplamento direto de um farmaco a uma por¢édo de direcionamento é a maneira mais
simples de preparar um farmaco alvo (BENDAS et al., 1999). As imunotoxinas representam o
principal exemplo dessa abordagem, onde a ricina ao ser conjugada a um anticorpo €
direcionada apenas as células que expressam o antigeno apropriado, penetrando no citoplasma
celular pelo mecanismo de fagocitose mediada por receptores, enquanto que as células que nédo
apresentam o antigeno em sua superficie ndo serdo reconhecidas pela imunotoxina (VITETTA

et al., 1983). Outro exemplo ¢ a ligacdo de varias enzimas tromboliticas a alguns anticorpos



Costa-Franca, L.C. Tese de Doutorado (2017). Lipossomas sitio-especificos contendo -lapachona como estratégia para a terapia do cancer.

46

especificos para diferentes componentes de trombos. Onde foi claramente demonstrado em
hamsters e babuinos que a trombdlise eficaz pode ser conseguida utilizando o conjugado entre
um ativador de plasminogénio de tipo uroquinase de cadeia simples e um anticorpo monoclonal
bi-especifico contra este ativador e fibrina (IMURA et al., 1992). Os dados sobre conjugados
enzima-anticorpo para trombolise, bem como sobre uma variedade de anticorpos utilizados na
terapia trombolitica, sdo numerosos (KOREN; TORCHILIN, 2011).

Algumas tentativas tem sido realizadas para utilizacdo de conjugados farmaco-anticorpo
para o tratamento sitio-especifico do cancer, tais como carcinoma de pulmédo de células
pequenas (SCLC) e cancer de mama. O anticorpo monoclonal NCC-LU-243 foi conjugado com
mitomicina C e utilizado para a terapia sitio-especifica em camundongos nudes transplantados
com a linhagem celulares positivas de SCLC humano (KUBOTA et al., 1992). Chiu e
colaboradores (2004) avaliaram a utilizacdo de conjugados transtuzumab-polietilenimina (Her-
PEI) direcionados ao receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER2) em
linhagens e células do cancer de mama como vetores para a transferéncia de plasmideos.

No acoplamento direto do ligante ao fArmaco normalmente se obtém uma razéo de 1:1, o
que nao favorece a utilizacdo desta abordagem, uma vez que para ser aplicavel e obter uma agéo
efetiva o farmaco deve apresentar uma concentracdo mais elevada. Como alternativa, alguns
veiculos sollveis (polimeros) e insollveis (microcapsulas, nanoparticulas, lipossomas e
micelas) podem ser utilizados. Dentre estes sistemas, 0s lipossomas apresentam a vantagem de
poucas unidades de ligantes acoplados a sua superficie sejam capazes de transportar uma grande
guantidade de farmaco encapsulado, com possibilidade de controlar o tamanho e a
permeabilidade (TORCHILIN, 2010).

Dentre todos os parametros para o desenvolvimento eficaz de lipossomas sitio-
especificos, a selecdo dos receptores ou antigenos alvo sobre células do cancer e o tipo de
ligante sdo os mais significativos. Os alvos ideais sdo expressos de forma homogénea e em
niveis elevados pela populacéo de células tumorais, com insignificante ou baixa expressao em
tecidos saudaveis, além de estarem presentes na superficie para permitir a ligacdo de lipossomas
(SAPRA; ALLEN, 2003; SAWANT; TORCHILIN, 2012). Por exemplo, o receptor 2 do fator
de crescimento epidérmico humano (HER2) é sobreexpresso em niveis até 1.000 vezes
superiores ao normal em 20-30% de casos de cancer da mama (SLAMON et al., 1989), e
lipossomas sitio-especificos contra HER2 mostraram resultados pré-clinicos bem sucedidos
(KIRPOTIN et al., 2006; SHMEEDA et al., 2009).

Ao utilizar lipossomas PEGuilados modificados com Herceptin®, Park e Yang juntamente

com seus colaboradores (2001; 2007b) obtiveram um aumento no indice terapéutico da
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doxorrubicina e do paclitaxel, respectivamente, em relagdo aos lipossomas PEGuilados,
demonstrando o potencial clinico dos imunolipossomas no direcionamento dos farmacos
através do mecanismo mediado por anticorpo em linhagens de cancer de mama com alto nivel
de expressdo do receptor HER2. Anos depois, Barrajon-Catalan e colaboradores (2010) também
determinaram a capacidade seletiva dos imunolipossomas conjugados ao Anti-HER2 em
reduzir a viabilidade de linhagens celulares de cancer de mama, comparando os resultados com
0 uso do anticorpo comercial isolado (Herceptin®).

A utilizacéo de carboidratos com ligantes para o reconhecimento de proteinas em sitios
de acdo especificos foi primeiramente demonstrada em 1971 (ROGERS; LOUIS, 1971), desde
entdo essa propriedade tem sido explorada no desenvolvimento de sistemas sitio-especificos de
liberacdo de farmacos explorando as interacfes altamente especificas de lectinas endégenas
com carboidratos, assim como a sua capacidade de endocitose mediada por receptores (DAVIS;
ROBINSON, 2002). Bondurant et al. (2003) desenvolveram um glicolipideo fluorescente
(PSMU) que ao ser incorporado a bicamada fosfolipidica permitiu monitorar a ligacéo
especifica entre carboidratos e proteinas, e descrever a reorganizacdo da membrana em resposta
a complexacdo com a Concanavalina A. Com o mesmo objetivo, Vico e colaboradores (2011)
desenvolveram vesiculas unilamelares de B-ciclodextrinas conjugadas a um glicocélix artificial
composto por maltose e/ou lactose como plataforma para estudar a cinética das interacGes
multivalentes entre carboidratos e lectinas.

Uma outra forma de explorar as interacdes carboidrato-lectina é através do glicocalix das
células. As superficies extracelulares das células procaridticas e eucaridticas exibem uma
camada densa de carboidratos complexos, que € vulgarmente conhecida como "glicocélix". Os
carboidratos do glicocalix atuam como ligantes para proteinas nas interacfes celulares
(TARBELL; CANCEL, 2016). As interacGes multivalentes das lectinas e carboidrato medeiam
o0 reconhecimento e a adesdo das células bem como a ativacdo da sinalizacdo celular. Além
disso, a ligacdo dos anticorpos as células e virus, assim como a infec¢do de células por virus,
sdo essencialmente mediadas pelas interacfes proteina-carboidrato na superficie celular (LIS;
SHARON, 1998). Utilizando esta estratégia, Idil e colaboradores (2015) desenvolveram
particulas magnéticas revestidas com ConA para o diagnostico do cancer de prostata, sugerindo

um sistema modelo para biomarcadores de glicoproteinas.
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2.5 LECTINAS

2.5.1 Aspectos historicos

No final do século XIX, estudos relacionados a capacidade das proteinas em aglutinar
hemaécias foram explorados por grupos que pesquisavam a toxicidade de extratos de plantas e
venenos de serpentes. Essas proteinas eram chamadas de hemaglutininas ou fitohemaglutininas,
pois eram em sua maioria encontradas em plantas, e o termo "aglutinina" foi amplamente
utilizado para descrever moléculas e extratos que causaram o agrupamento ou aglutinacdo de
eritrocitos e outras células. O primeiro relato de uma atividade aglutinante derivada de lectinas
foi descrita por Silas Weir Mitchell em 1860, em extrato de veneno de cascavel (Crotalus
durissus) (MITCHELL; REICHERT, 1886; MITCHELL, 1860).

As lectinas de plantas foram relatadas pela primeira vez em 1888 por Peter Herrman
Stillmark em sua tese de doutorado. Ele isolou uma hemaglutina altamente tdxica extraida de
sementes de mamona (Ricinus communis L.) capazes de aglutinar eritrocitos (STILLMARK,
1888). Em seguida, H. Hellin isolou uma hemaglutinina toxica de sementes de Jequiriti (Abrus
precatorius). Ambas se tornaram comercialmente disponiveis e foram utilizadas por Paul
Ehrlich como antigenos modelos para estudos imunoldgicos, estabelecendo varios principios
fundamentais da imunologia através dessas proteinas (SHARON; LIS, 2004; VAN DAMME
etal., 1998).

Em 1919, com a melhoria das técnicas de isolamento de proteinas, James B. Sumner
purificou a primeira hemaglutinina de sementes de feijao-de-porco (Canavalia ensiformis), que
foi denominada Concanavalina A (ConA) (SUMNER, 1919). Em 1936, Sumner e Howell
demonstraram que a ConA apresentava habilidade de aglutinar células como eritrécitos e
fungos e precipitar glicoconjugados em solu¢do. Sumner também demonstrou que esta
atividade poderia ser inibida por sacarose, demonstrando pela primeira vez a especificidade
dessas lectinas por acucar (SHARON; LIS, 2004).

O termo “lectina” (do latim legere, que significa selecionar ou escolher) foi proposto por
Boyd e Shapleigh em 1954 apds a descoberta de que algumas aglutininas de plantas distinguiam
diferentes tipos sanguineos, exibindo uma clara preferéncia por eritrécitos de um grupo
particular dentro do sistema ABO, onde uns aglutinavam e outros ndo (RENKONEN, 1948;
BOYD; REGUERA, 1949; VAN DAMME et al., 1998).

Uma vez estabelecida a especificidade das lectinas a grupos sanguineos, iniciou-se uma

investigacdo visando elucidar o mecanismo envolvido nessa atividade bioldgica. Apenas em
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1952 demonstrou-se que as propriedades de aglutinacdo das lectinas se baseiam numa atividade
especifica de ligacdo ao aclcar (WATKINS; MORGAN, 1952). A partir de entdo, as lectinas
deixaram de ser consideradas como fatores aglutinantes, mas sim como proteinas de ligacdo ao
acucar que poderiam ser distinguidas de outras proteinas com base em um critério funcional
bem definido. Métodos classicos para estudar a interagdo entre lectinas e carboidratos muitas
vezes dependiam da aglutinacdo de eritrocitos ou outros tipos de células. Contudo, mais tarde,
a especificidade de hidratos de carbono das lectinas foi explorada por métodos indiretos, tais
como, por exemplo, inibicdo da precipitacdo ou aglutinacdo celular por acucares ou
glicoconjugados (VAN DAMME; LANNOO; PEUMANS, 2008).

2.5.2 Definicdo e classificacdo

As lectinas sdo descritas como proteinas ou glicoproteinas de origem ndo imune
(VANDENBORRE; SMAGGHE; VAN DAMME, 2011) que possuem pelo menos um dominio
ndo catalitico capaz de reconhecer e se ligar reversivelmente a um mono/oligossacarideo ou a
outras substancias derivadas de carboidratos (PEUMANS; VAN DAMME, 1995). E muitas
delas, sdo altamente estaveis termicamente, e relativamente resistentes a enzimas digestivas e
acidos (KUMAR et al., 2012).

As lectinas sdo expressas amplamente na natureza, estando presentes em diversos
organismos, desde bactérias até as plantas e mamiferos, sendo as de vegetais as mais bem
caracterizadas dentre os grupos de lectinas estudadas. Algumas funcdes tem sido propostas para
as lectinas vegetais, tais como: protecdo contra patdgenos e insetos, transporte e armazenamento
de carboidratos, reconhecimento celular (dentro da célula, entre células ou entre organismos),
proteinas de reserva ou reguladores de crescimento (SHARON; LIS, 2004).

Lectinas vegetais apresentam-se distribuidas em muitos grupos botanicos, incluindo
mono e dicotiledéneas, musgos e liquens, mas sdo mais frequentemente estudadas nas familias
Leguminosae e Euphorbiaceae. Nos vegetais, as lectinas podem ser encontradas em diversas
partes das plantas, tais como folhas (COELHO; DA SILVA, 2000), cascas (INA et al., 2005),
raizes (WANG; NG, 2006) e flores (SUSEELAN et al., 2002), e em maior quantidade em
orgdos de estocagem, como por exemplo, em sementes (LAVANYA LATHA; NAGENDER
RAO; NADIMPALLI, 2006). As lectinas de plantas séo classificadas em sete grupos de acordo
com as semelhangas estruturais e evolutivas. Esses grupos sdo nomeados de lectinas de

leguminosas, lectinas ligantes a quitina, lectinas de monocotileddneas, proteinas inativadoras
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de ribossomo tipo 2, lectinas de floema de Cucurbitaceae, familia da Jacalina e das
Amaranthaceae (VAN DAMME et al., 1998).

A existéncia de um grande numero de lectinas com especificidades glicidicas diferentes
e distintas levou a utilizacdo dessas proteinas como ferramentas Uteis na pesquisa medica e
bioldgica. Dentre as familias de lectinas de plantas j& caracterizadas, a familia lectina
leguminosa é bem conhecida por suas funcdes de longo alcance bioldgico: essas proteinas
versateis sdo utilizadas para tipagem de grupos sanguineos, como agentes mitogénicos
(algumas lectinas, como ConA estimulam a mitose de certos tipos de linfocitos); como sondas
de deteccdo de alteracfes durante o crescimento e transformacdo celular, podem também ser
imobilizadas em matrizes inertes para producdo de colunas cromatograficas de afinidade para
purificacdo de glicoproteinas. Um grande numero de lectinas com diferentes especificidades ja
foram conjugadas com isotiocianato de fluoresceina, um marcador fluorescente bastante
utilizado na pesquisa farmacoldgica, e estdo disponiveis comercialmente para trabalhos
aplicados nos diferentes ramos de pesquisa na area biomédica (KENNEDY et al., 1995;
CAVADA et al., 2001). Outras atividades incluem func6es anti-tumoral, anti-fangicas e anti-
virais (CAVADA et al., 2001), efeito vasorelaxante, através da liberacdo de 6xido nitrico
(GADELHA et al., 2005), inibi¢do da entrada do virus HIV por lectinas ligadoras de manose
(BALZARINI; LAETHEM, 2004), entre outras inimeras atividades.

Mais recentemente, as pesquisas concentraram-se sobre as lectinas que possuem atividade
envolvida nos mecanismos de morte celular, com alteracdes na proliferacdo celular, através de
atividades pré-apoptéticas ou indutoras de autofagia em células tumorais e até mesmo em
células com auséncia de tumor, porém danificadas (JACQUES et al., 2013; Ll et al., 2010; LIU
et al., 2013; ROY et al., 2014; SILVA et al., 2014). Dessa forma, o uso dessas moléculas in
vitro mostra que essas proteinas sdao uma fundamental ferramenta no conhecimento dos
mecanismos que envolvem a codificacdo, principalmente de caracteristica glicidica, em
biomoléculas, além do seu préprio potencial de atividades farmacol6gicas nos mais variados

tipos celulares.

2.5.3. Concanavalina A (ConA)

As lectinas de leguminosas tem como principal representante a ConA, uma lectina isolada
a partir das sementes de uma planta presente em paises tropicais a Conavalia ensiformis (feijao-
de-porco), a qual pertence a Familia Leguminosae e da subfamilia Diocleinae. Do ponto de

vista estrutural, € geralmente composta por 2 ou 4 subunidades, iguais ou diferentes, com massa
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molecular entre 25 a 30 kDa por monGmero, estas subunidades sdo quase sempre compostas de
uma cadeia polipeptidica. Sua estrutura nativa possui residuos de 237 aminoécidos que formam
uma estrutura com 3 folhas-p de fitas antiparalelas: uma folha-p anterior composta por sete fitas
antiparalela (folha-p frontal) conectada por uma folha-f3 composta por cinco fitas a uma folha-
B posterior composta por seis fitas antiparalela (Figura 16 A). Dois monémeros de ConA
colocam-se de um modo adjacente, anti-paralelo, formando um dimero (Figura 16 B). Dois
dimeros formam um tetramero da mesma maneira (Figura 16 C) (SINHA et al., 2007). A
organizacdo estrutural de ConA é dependente do pH, quando o pH esta acima de 5,6, existe
como um tetrdmero, caso contrario um dimero (AGRAWAL; GOLDSTEIN, 1965).

Figura 16. Estruturas moleculares de Concanavalina A (ConA). (A) As estruturas primaria e secundaria
do ConA; (B) A estrutura tridimensional da ConA; (C) A estrutura quaternaria de ConA.

B. Dimero

C. Tetramero

Fonte: Adaptado de Li et al. (2011).

A ConA possui especificidade de ligagdo por a-D-manose e a -D-glicose e tem sido
sugerida como um modelo receptor por ser um dos membros mais estudados de a familia de
lectina (BAKOWSKY et al., 2008). Na estrutura dessa proteina, o dominio de ligacdo a
carboidrato ¢ estabilizado e ativado por cétions divalentes. Cada subunidade possui um ion Ca?*
e Mn?*, que e essencial para a atividade de ligagio aos carboidratos (VAN DAMME et al.,
1998). Essa ligagdo se da através de interacdes apolares entre as porc¢des apolares dos aglcares
e residuos de aminoacidos aromaticos (tirosina e fenilalanina), e por pontes de hidrogénio
formadas entre as hidroxilas dos carboidratos e com cadeias laterais (GADELHA et al., 2005).

A ConA tem despertado crescente atengéo pelas capacidade de se ligar a glicoconjugados
de membrana de um grande nimero de células, uma vez que a glicose e manose sao

frequentemente encontradas em diferentes tipos de células de uma ampla gama de organismos
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(ZHAO et al., 2002; AMBROSI; CAMERON; DAVIS, 2005). As aplica¢des da ConA incluem
a marcacdo de estruturas de membrana de células normais e tumorais, o estudo de glicosilacéo
em células transformadas, e o fracionamento de preparagdes de polissacarideos, glicoproteinas
e glicopeptideos em colunas de afinidade a ConA (CHATTERJEE; MANDAL, 2005). Essa
lectina também é um mitdgeno de linfocitos, induzindo a proliferacéo de linfocitos T (JAIN et
al., 2000).

Mais recentemente, as pesquisas concentraram-se sobre seu papel na morte celular, bem
como seu potencial pré-apoptotico e anti-proliferativo em células tumorais, investigando os
mecanismos na inducdo de apoptose e autofagia em uma variedade de células (LI et al., 2011b;
ROY et al., 2014). Foi demonstrado que ConA induz morte celular programada, seguindo as
vias de apoptose e autofagia, mediadas pela mitocdndria, além de exibir efeitos de anti-
angiogénese (LI et al., 2011a). Alguns experimentos confirmaram a participacdo de ConA nas
vias de morte celular de diversos tipos de células, incluindo células PU-1.8, células humanas
de melanoma A375 e células humanas de carcinoma de figado hepatocelular HepG2 (L1 et al.,
2010; LIU et al., 2009). Em todos esses estudos ConA promoveu morte celular por via
apoptotica, com grande participacdo da via intrinseca nesse processo. Contudo ndo ha nenhum
estudo relacionando ConA com efeito anti-necrético em nenhum tipo de célula, e também néo
foram encontrados trabalhos mencionando a relacdo de ConA com o metabolismo mitocondrial
na morte celular por necrose.

As lectinas, por suas propriedades caracteristicas, principalmente por sua habilidade em
ligar glicoconjugados, demostrou ser uma excelente alternativa para o direcionamento de
farmacos as células tumorais, uma vez que estas superexpressam diferentes glicanos, em
comparacdo com as células normais, permitindo maior especificidade no tratamento (BIES;
LEHR; WOODLEY, 2004). Este fato permite que a ConA seja utilizada como moléculas
sinalizadoras em sistemas carreadores de farmacos permitindo o direcionamento ao sitio alvo.
Visando esta aplicacdo, Bakowsky et al (BAKOWSKY et al., 2008) e Sudheesh et al (2009)
desenvolveram lipossomas revestidos com ConA e confirmaram a funcionalidade da lectina
ap0s conjugacgdo, assim como a sua especificidade pelos carboidratos, demostrando a
potencialidade destes sistemas para a encapsulacdo e direcionamento de farmacos. Como
proposta para o tratamento do cancer, Santos e colaboradores (2006) desenvolveram lipossomas
revestido com ConA com doxorrubicina encapsulada, denominando-os proteolipossomas. Os
resultados mostraram que presenca da lectina na superficie dos lipossomas aumentou a
citotoxicidade em células Hep-2 quando comparada com o farmaco livre. Além do seu potencial

para o desenvolvimento de sistemas sitio-especificos, a ConA per si apresenta uma significativa
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acao antiproliferativa (LI et al., 2011b) apresentando-se como promissora no desenvolvimento
de medicamentos para o tratamento do cancer.

Os lipossomas de segunda geracéo, os quais apresentam propriedades de longa circulagéo
e sitio-especificidade, aumentam o direcionamento seletivo de farmacos encapsulados pelo
reconhecimento de receptores de membrana nas células alvo reduzindo assim, a toxicidade em
celulas ndo cancerigenas.

Baseado na potente atividade antitumoral de B-lapachona e na especificidade da
Concanavalina A para receptores de carboidratos, a modificacdo da superficie de lipossomas
com a utilizacdo desta lectina torna-se uma estratégia eficiente para direcionar a -lap as células
cancerigenas. Desse modo, este trabalho tem por objetivo desenvolver lipossomas sitio-
especificos utilizando ConA como molécula sinalizadora, para a encapsulacédo da B-lapachona,
com a finalidade de direcionar e potenciar a acdo deste farmaco nas células cancerigenas.
Ademais, os parametros termodinamicos envolvidos na ligagdo da ConA foram estudados,
assim como a captura dos lipossomas pelas células de cancer de mama (MCF-7).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver lipossomas sitio-especificos utilizando a Concanavalina A como molécula

sinalizadora para o direcionamento de B-lapachona as células cancerigenas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Produzir lipossomas PEGuilados contendo p-lapachona;

Produzir lipossomas PEGuilados contendo B-lapachona, utilizando o lipideo reativo
DSPE-PEG-Cianur ou DPPE-Cianur;

Desenvolver lipossomas sitio-especificos contendo B-lapachona revestidos com a
lectina ConA;

Caracterizar os sistemas obtidos através de técnicas fisico-quimicas (tamanho de
particula, carga de superficie e eficiéncia de encapsulacéo);

Quantificar o total de lectina conjugada na superficie dos lipossomas;

Avaliar a atividade de ligacdo da ConA antes e depois da conjugacdo na superficie dos
lipossomas pelo ensaio de hemaglutinagéo;

Avaliar a energia de ligacdo entre as biomoléculas que compdem o lipossoma sitio-
especifico através da Calorimetria de Titulacdo Isotérmica;

Avaliar a citotoxicidade dos lipossomas em células de cancer de mama (MCF-7);
Avaliar a captura celular dos lipossomas por células MCF-7 através de microscopia de

fluorescéncia.
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Abstract

The present study was set out to develop site-specific liposomes using the lectin Concanavalin
A (ConA), as a signaling molecule, to target the antitumor drug B-lapachone (B-lap) to human
breast cancer cells (MCF-7). Liposomes were prepared by thin-film hydration method followed
by sonication, and characterized according to mean diameter size, zeta potential, ConA
conjugation (%) and B-lap encapsulation efficiency (%). Isothermal Titration Calorimetry (ITC)
was performed to evaluate the binding energy between the biomolecules, which compose the
liposomes. ConA avidity was evaluated before and after conjugation by hemagglutination
assays. Finally, fluorescence microscopy was performed to investigate if the presence of ConA
on the surface of liposomes influenced on MCF-7 uptake. Uncoated and ConA-coated
liposomes prepared presented size diameter and zeta potential values varied from de 97.46 +
2.01 to 152.23 £ 2.73 nm, and -6.83 £+ 0.28 to -17.23 £ 0.64 mV, respectively. Both ConA
conjugation and B-lap encapsulation efficiency were almost 100%. The confirmation of lipid
and ConA conjugation by thermodynamic parameters was achieved by favorable and
spontaneous process. Hemagglutination assay confirmed ConA avidity once Lipo-ConA and
Lipo-PEG-ConA were able to hemaglutinate the red blood cells at 128 and 256, respectively.
Finally, fluorescence microscopy indicated that higher uptake of ConA-coated liposomes was
taken up by MCF-7 cells after 15 minutes and 24 hours. Based on our results, we are led to infer
that the presence of ConA on the surface of liposomes could influence MCF-7 uptake, in that

way could be used as a promising site-specific system to targeting p-lap until cancer cells.

Keywords: Liposomes; B-lapachone; concanavalin A; ITC; MCF-7 cells.



Costa-Franca, L.C. Tese de Doutorado (2017). Lipossomas sitio-especificos contendo B-lapachona como estratégia para a terapia do cancer.

59

1. Introduction
New and effective strategies for the treatment of cancer are currently the great

challenge, since this disease affects yearly millions of people worldwide (WHO, 2015). For
this purpose, new molecules have been explored as alternative to improve the
chemotherapeutics agents currently used, to avoid drug resistance and the high doses, in
addition to reduce the possible unwanted side effects (Parhi et al., 2012; Turek M,
Krzyczmonik M and Balczewski P. 2016). Among the available anticancer molecules, -
lapachone (B-lap) has attracted the attention for its chemical and biological properties. It was
demonstrated that this natural bioactive compound presented a variety of pharmacological
activities with therapeutic potential, such as anti-inflammatory (Moreno et al., 2015),
antibacterial (Cavalcanti et al. 2015), antischistosomal (Aires et al., 2014), fungicide
(Medeiros et al., 2010), antimalarial (Sharma et al., 2013), leishmanicidal (Guimaréaes et al.,
2013). In addition, B-lap has been one of the most studied naphthoquinones due to its
remarkable antineoplastic activity against several cancer cell lines (Lamberti et al., 2013; Li
etal., 2011; Woo and Choi, 2005), mainly human cells of prostate cancer, breast, lung,
melanoma and leukemia (Li et al., 1999, 2000; Yu et al., 2014).

Despite the interesting biological activities, it is known that -lap is toxic. Almeida
and coworkers (2009) investigated the possible toxic effects of B-lap in pregnant and non-
pregnant Wistar rats during 21 days using 40, 80 and 160 mg/kg (i.p.). The authors reported
that B-lap cause malformations in the embryos, damage in the liver, hematological and
biochemical alterations and finally, alterations in the spleen according to histological study.
These findings indicate the need to develop a pharmaceutical dosage form able to allowing
the use of B-lap.

In parallel to explore new molecules, the interest to encapsulate them into drug

delivery systems, to improve drugs efficacy and avoid untoward aspects, has been largely
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described. Using this strategy, Cavalcanti and coworkers (2011) prepared inclusion complex
between hydroxypropyl-p-cyclodextrin and B-lap, as an alternative to increase drug solubility,
and encapsulated into conventional liposomes. Despite the interesting results, it is known that
conventional liposomes are the ones which are rapidly recognized by opsonins and eliminated
from the blood by the cells of the mononuclear phagocyte system (Nakamura, Jun and Maeda,
2015). For that reason conventional liposomes are ideal systems to target drugs till immune
system cells as previously reported by our group (Costa et al., 2015), but not to target cancer
cells. Thus, modifications on liposomes surface by the addition of water-soluble polymers,
such as polyethyleneglycol (PEG), and/or the addition of specific molecules such as antibody,
polysaccharide or proteins (Allen and Cullis, 2013) have been described to overcome this
disadvantage. The idea behind surface decoration of liposomes is mainly to increase drug-
circulating time and/or targeting site-specific tissue or cell.

Currently, targeting systems could be achieved using lectins, a carbohydrate-binding
protein. The strategy for drug delivery at a target site mediated by lectins are based on their
binding specificity to carbohydrate structures of the glycocalyx, which are important in
cellular processes, such as differentiation and recognition, inflammation and immune
response (Mauceri et al., 2014). Furthermore, carbohydrates are overexpressed in many
cancer cells, in comparison to healthy cells, providing a suitable approach to direct targeting
of drug delivery systems. Among lectins family, Concanavalin A (ConA) is one of the most
extensively studied. It is a plant lectin isolated from the jack bean of Conavalia ensiformis,
with binding specificity for D-mannose and D-glucose (Li et al., 2011; Sharon and Lis,
2004). In addition, ConA has been previously reported as inductor of apoptosis via
mitochondrial pathway (Li et al., 2010), autophagy in hepatoma cells (Hannigan and Gorski,

2009) and anti-angiogenesis (Amin et al., 2003; Sina et al., 2010).
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Based on the potent antitumor activity of -Lap and the ConA specificity for
carbohydrate receptors, surface enrichment of liposomes with this lectin becomes an
efficient strategy for targeting B-lapachone to cancer cells. Within this framework, the
present study was set out to develop B-Lap-loaded site-specific liposomes using
Concanavalin A, as a signaling molecule, to target and potentiate the action of this drug on
cancer cells. In addition, the avidity and thermodynamics parameters of ConA-coated
liposomes were performed for the first time using Isothermal Titration Calorimetry.

Furthermore, liposomes uptake was performed in breast cancer cells (MCF-7).

2. Material and Methods
2.1 Materials

B-lapachone (B-lap), obtained from lapachol by a semi-synthetic route was supplied by
Dr. Alexandre Goes (UFPE, Brazil). Cholesterol (CHOL), rhodamine B, metil-a-D-
monopianoside (MeaMan), Concanavalin A (ConA), and phosphate-buffered saline (PBS)
were purchased from Sigma-Aldrich (St Louis, Missouri, USA); soybean phosphatidylcholine
(PC) and 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-[N-(Carbonyl-
methoxypolyethylene glycol-2000)] (DSPE-PEGz2000) were obtained from Lipoid GMBH
(Ludwigshafen, Germany); 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-(cyanur)
(DPPE-Cyanur) and 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N- [cyanur
(polyethylene glycol-2000)] (DSPE-PEG-Cyanur) were purchased from Avant Polar Lipids
(Alabaster, Alabama,USA). Dulbecco’s modified Eagle’s medium high glucose (DMEM),
fetal bovine serum (FBS), Trypsin/EDTA and Streptomycin (10,000 pg/mL)/Penicillin
(10,000 Units/mL) were purchased from Gibco BRL from Life Technology (Merelbeke,

Begium). Solvents and other chemicals were supplied by Merck (Darmstadt, Germany).



Costa-Franca, L.C. Tese de Doutorado (2017). Lipossomas sitio-especificos contendo B-lapachona como estratégia para a terapia do cancer.

62

2.2 Methods
2.2.1 Preparation of liposomes

Lipo-PEG composed of PC:CHOL:DSPE-PEG2000 (80:15:5 molar ratio), Lipo-Cyanur
composed of PC:CHOL.: DPPE-Cyanur (83:15:2 molar ratio) and Lipo-PEG-Cyanur
composed of PC:CHOL: DSPE-PEG2000: DSPE-PEG-Cyanur (80:15:3:2 molar ratio) were
prepared using the thin-film hydration method followed by sonication as described previously
(Lira et al., 2009). Briefly, 60 mM of lipids (CHOL, PC, DSPE-PEG2000, DPPE-Cyanur and
DSPE-PEG-Cyanur) were dissolved in a mixture of chloroform/methanol (3:1 v/v) and dried
in a rotary evaporator under pressure for 30 min (37 £ 1 °C, 80 rpm), to form a thin film layer.
The film was resuspended in phosphate-buffered saline (0.1 M PBS, pH 7.4). The liposomal
dispersion was then sonicated (Vibra Cell, Branson, USA) at 200W and 40 Hz for 20 s to
form small unilamellar vesicles.

Fluorescent-labeled liposomes and f-lap-loaded liposomes were prepared following the
same method except that 1 mL of rhodamine B and 1 mL of B-lapachone, both in methanol
solution, were added to the organic phase, obtained a concentration final at 0.5 mg/mL for
each.

2.2.2 ConA-coated liposomes

For the coupling procedure, protein/phospholipid molar ratio of 1:500 was chosen, as
previously optimized by Santos and co-workers (2006). ConA was covalently coupled to the
liposomes via amine-reactive cyanur-groups, either directly to the liposomal surface using
cyanuric chloride-activated (DPPE-Cyanur) or to the distal ends of PEG using activated
DSPE-PEG-Cyanur according Bendas and colleagues (1999).

ConA protein binding was obtained through the pH modification of preformed vesicle

suspension to pH 8.5, containing 60 mM of each lipid (Lipo-Cyanur and Lipo-PEG-Cyanur).
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Later, 200 pL of ConA solution (117 uM in 0.1 M PBS) were added and the mixture was
incubated overnight at room temperature under gentle magnetic stirring.

As illustrated in Figure 1 five different types of liposomes were prepared. Uncoated-
liposomes: Lipo-PEG (PEGuilated) (Fig. 1A); Lipo-Cyanur, containing activated DPPE-
Cyanur (Fig. 1B); and Lipo-PEG-Cyanur, with distal ends of lipid containing activated DSPE-
PEG-Cyanur (Fig. 1C).Coated-liposomes: Lipo-ConA, with ConA directly coupled to the
liposomal surface using cyanuric chloride-activated DPPE (Fig. 1D); and Lipo-PEG-ConA,

with ConA coupled to the distal ends of DSPE-PEG-Cyanur (Fig. 1E).

1; §> S . B . ; * é . D * * *]; ; gt # Phospholipid
5 % DSPE-PEG
b A < oo o * w e : DPPE-Cyanur
® Y % ’ . b ? i * * & % ﬁ* % DSPE-PEG-Cyanur

Figure 1. Scheme of the liposomal formulation designs.

ConA-coated liposomes without drug (Lipo-ConA, Lipo-PEG-ConA) and with -
lapachone (B-lap-Lipo-ConA and B-lap-Lipo-PEG-ConA) were separated from unconjugated
lectin by the centrifugation method using filtration units (Vivaspin2®, Sartorius,Géttingen,
Germany) with 300 MWCO pore for 2 h (986 g at 4 °C).

The amount of conjugated (supernatant) and free ConA (filtrate), was measured using
protein assay by the modified method of Lowry (Peterson, 1977). The percentage of

conjugation was calculated using the following Equation 1:

amount of protein concentration in recovered liposomes

%conjugated protein = X 100 (Eq. 1)

theoretical amount of protein concentration in liposomes

2.2.3 Liposomes characterization
All liposomes formulations were evaluated before and after ConA conjugation. Size
distribution and zeta potential values were measured using dynamic light scattering (Zetasizer

Nano ZS, Malvern Instruments Ltd, United Kingdom) at 25 °C.
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2.2.4 Entrapment efficiency of p-lapachone into liposomes

The total B-lap content into liposomes was determined after dilution of liposome
dispersion in methanol for a theoretical concentration of 10 pg/mL. Samples were analyzed
using the HPLC method and the total B-lap content was then calculated by the measured B-lap
amount in the liposomes (ug) x 100 per theoretical B-lap amount (ug).

Drug encapsulation efficiency in B-lap-Lipo-ConA e B-lap-Lipo-PEG-ConA were
determined using the filtrates obtained after the free lectin separation method (describe above
2.2.2). For the B-lap-Lipo-PEG was used the ultrafiltration/ultracentrifugation technique.
Samples of liposomes were inserted in 10 KDa Ultrafree® filtration unit (Millipore,
Darmstadt, Germany) and submitted to ultracentrifugation at 8792 g for 1h, at 4°C, the
unloaded B-lap amount was measured using the HPLC method as detailed below. Drug
entrapment efficiency was calculated in relation to the experimental B-lap content in the

liposome formulation, as following Equation 2:

experimental measured —lap amount (ug)- unloaded f—lap amount (ug)

EE (%) = x 100 (Eg. 2)

experimental measured B—lap amount (pg)
The concentration of B-lap was determined by high performance liquid chromatography
(Waters Alliance €2695-2998, Waters, Milford, MA, USA) coupled with a photodiode array
detector according Cunha-Filho and co-workers (2005). The chromatographic analysis were
performed using reversed-phase Waters C18 XBridge® column (4.6x250 mm i.d. particle 3.5
um). HPLC analysis of B-lap was performed using a isocratic mobile phase (methanol: TFA
0.05% (8:2 v/v)) at a flow rate of 0.9 mL/min at 37 °C. 50 uL of sample was injected and
analysed volume at 256 nm. Standard curves were assayed using B-lap solutions at
concentrations ranging from 0.5 to 20 pg/mL (A= 352876 x [B-lapugmL]-45896; r’= 0.9996).

The assays were performed in triplicate.
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2.2.5 Binding affinity of conA-coated liposomes

The evidence of functionality of ConA conjugated to vesicles is essential for the
development of site-specific liposomes. For that reason, hemagglutination assay and
Isothermal Titration Calorimetry (ITC) were performed to assure the binding of lectin on the
surface of the liposome.
2.2.5.1 Hemagglutination assays

The presence of ConA-coating the surface liposome was evaluated by the
hemagglutinating assay. These analyses provide a diffuse lattice of erythrocytes aggregate in
presence of active ConA on the surface of the liposome. Thus, blood was collected from
consented unmedicated volunteers in Alsever’s solution (2.05 % Glucose, 0.8 % Sodium
Citrate and 0.42 % NaCl). Red blood cells (RBCs) were washed four times with isotonic
saline (0.9 % NacCl) by centrifugation at 1000 rpm for 10 min ate 4 °C and then a 2 % of RBC
suspension was prepared. 50 pL of Lipo-PEG, ConA-coated liposomes and free ConA,
corresponding to 117 uM of ConA, were placed in 96-well microplate following serial two-
fold dilutions with 0.15 M NaCl from 58.5 to 0.45 uM. Subsequently, 50 uL of RBC
suspension were added to each well. The plate was incubated for 1h at 37 °C. Agglutination
was considered positive if the red blood cells remained agglutinated after tipped at 60° angle.
Non-agglutinating cells were confirmed by microscopic observation. The hemagglutination
titer was expressed as the highest dilution presenting a detectable hemagglutination reaction.
ConA and NaCl were used as positive and negative control, respectively.
The hemagglutination inhibition assay was performed using glucose solution (1M) as

inhibitor. 50 uL of ConA-coated liposomes and glucose solution were add to the well and

incubated during 15 minutes, following by 1 hour incubation of RBC (50 uL).



Costa-Franca, L.C. Tese de Doutorado (2017). Lipossomas sitio-especificos contendo B-lapachona como estratégia para a terapia do cancer.

66

2.2.5.2 . Isothermal titration calorimetry studies

The binding energy of ConA-coated liposome was studied using an isothermal titration
calorimeter (ITC-200 MicroCal/GE, Northampton, USA) periodically calibrated either
electrically using an internal electric heater or chemically by measuring the dilution enthalpy
of methanol in water. To study all interactions involved between ConA and methyl a-D-
mannopyranoside (MeaMan) or lipid compounds from liposomes, three different experiments
were performed as follows: 1) 0.3 mM of free ConA (cell) with 10 mM of DPPE-cyanur lipid
(syringe); 11) 0.117 mM of ConA-coated liposomes (cell) with 2.925 mM of MeaMan (syringe);
and I11) 0.3 mM of free ConA (cell) with 5.85 mM of MeoMan (syringe). MeaMan was
sectioned as reference to binding experiments due to its strong interaction with ConA
(Kizhakkedathu et al., 2010). For the ITC experiments, all solutions were prepared at 0.1M
modified phosphate-buffered saline with 0.1 mM CaClz and 0.1 mM MnCl, (mPBS, pH = 8.0).
Prior to each experiment, all solutions were filtered through a 0.22 um membrane (Millex®,
Millipore, France) and degassed. The sample cell was filled with 200 pL of ligand solution and
40 pL of titrant solution was placed in the stirring syringe. The first injection of 0.2 pL was
discarded to eliminate diffusion effects of material from the syringe to the sample cell.
Experiments were set out for consist of 20 consecutive injections (2 uL) with a duration of 5
seconds each and intervals of 240 seconds at a stirring speed of 350 rpm at 25 °C. The values
of heat capacity of binding were adjusted considering the dilution effects of titrant solution in
mPBS placed in the sample cell. Data consisted of a series of heat flows as a function of time.
The interaction process between the two species was analyzed by means of a one-site binding
model (Origin 7 software). Based on the concentrations of the titrant and the sample, the
software used a nonlinear least-squares algorithm (minimization of %) to fit the series of heat

flows (enthalpograms) to an equilibrium binding equation, providing the best fit values of the
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stoichiometry of the interaction (n), binding constant (K), change in enthalpy (AH) and entropy
(AS). The Gibbs free energy (AG) was calculated based on Equation 3:

AG =-R T InK = AH- T AS (Eq. 3)

Where R is the gas constant (8.314 J K- mol™) and T is the absolute temperature during

the interaction in Kelvin degrees.

2.2.6 Cell culture

For cells study human breast cancer cells (MCF-7) were used. Cells were cultured in
DMEM supplemented with 10% (v/v) FBS and 1% Streptomycin (10.000 pg/mL)/Penicillin
(10.000 Units/mL) solution. MCF-7 cells were maintained in a humidified atmosphere with
5% CO./95% air at 37 °C. Experiments were performed between the fourth and the fiftieth
passages. Viable cells were counted and the cell concentration was adjusted with culture
medium to the required concentration in viable cells for further experiments.
2.2.6.1 Cytotoxicity assay

B-lap uncoated and ConA-Coated liposomes cytotoxicity was evaluated on MCF-7 cells
using MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) tetrazolium
reduction assay (Alley et al., 1988). Briefly, cells were seeded onto 96-well culture plates (2 x
103 cell/well) and incubated at 37 °C in a 5% CO, for 24 h. Liposomes were diluted with
culture media to make concentrations of B-lap ranging from 2.06 to 130 uM and then 250 pL
were added to wells. After 24 h incubation, 20 uL of MTT (0.5 mg/mL) were added and
incubated for further 2 h. The supernatants were removed and replaced by 200 uL. of DMSO
to solubilize the crystals of formazan, formed by living cells. Viable cells were quantified by
recording the UV absorbance at 570 nm using a plate reader multi-well scanning

spectrophotometer. Untreated cells were used as control. The cytotoxicity was expressed as
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the concentration required to inhibit 50% of cell proliferation (ICsg). The assay was
performed once in quadruplicate.
2.2.6.2. Cellular uptake of ConA-liposomes by fluorescence microscopy

Cellular uptake of liposomes was investigated on MCF-7 using a fluorescence
microscopy. Briefly, 5x10* cells were seeded onto glass cover-slip placed in 24-well culture
plate and incubated for 48 h. Then, liposomes dispersions were added to the cells and
incubated for 15 and 60 minutes at 37 °C. Lately, the medium was removed and the cells were
washed thrice with PBS aiming to removed the free rhodamine, and fixed for 20 min with 4%
paraformaldehyde in phosphate buffer saline (PBS) (w/v), following by washes with PBS. In
order to block the reactivity of the aldehyde, 1 mL of 50 mM ammonium chloride (NH4ClI)
was added and incubated for at least 10 min. The cells were washed again with PBS. Finally,
the nucleus was stained with 4°,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI blue), that was laid on a
microscope glass slide and cover-slip with cells was overlaid on this medium and sealed with
nail polish. The mounted cells were kept at 4 °C in the dark until observations. An optical and
fluorescent microscopy (AXIO Imager M2m, Zeiss, Germany) was used to capture images of

the intracellular environment and the sub-cellular localization of the fluorescent liposomes.

2.2.7. Statistical Analysis
Statistical analysis was performed using a two-tailed Student t-test at the p < 0.05 level.
Experiments reported in this study were repeated at least three times and the data was

represented as the mean + standard deviation.

3. Results and Discussion

3.1 Preparation and Characterization of ConA liposomes
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The development of site-specific liposomes is a promising approach to target anticancer
drugs and improve their activity against cancer cells (Khan et al., 2015). In this work,
Concanavalin A (ConA) lectin was used to prepare ConA-coated liposomes, as a site-specific
system. To this aim, ConA was covalently coupled to different liposome formulations,
encapsulating or not B-lapachone (B-lap), using linker-lipids with cyanuric chloride (trichloro-
s-triazine; TsT) as a functionalized end group. TsT is a symmetrical heterocyclic compound
containing three reactive acyl-like chlorines with a strong reactive graduation, and has been
used in the coupling of amine-containing ligands. The first two chloride substitutions can be
achieved upon reaction with nucleophiles under slight basic conditions. At further states,
reactivity of the third chloride is strongly decreased (Hermanson, 2008). Literature describes
few studies that use DPPE-Cyanur and DSPE-PEG-Cyanur (Boada, Gallardo, and Estelrich
1997; Gerd Bendas et al. 2003; Bakowsky et al. 2008; Lee et al. 2013), however, according to
Bendas et al. (1999), the use of cyanuric chloride in the termination of functionalized lipid is a
simple and fast procedure for the conjugation of proteins, such as antibodies and lectins, without
prior derivatization via nucleophilic substitution in basic media.

The liposomal formulations were characterized in this study evaluating size distribution,
zeta potential, percentage of conjugated protein and encapsulation efficiency (Table 1).

Table 1. Characterization of liposome formulations before and after ConA conjugation.

Liposomes Mean diameter Zeta Encapsulation Conjugated

size (nm) potential (mV) efficiency (%0) protein (%)
Unloaded liposomes

Lipo-PEG 97520 -74%0.6 - -

Lipo-Cyanur 135.1+£0.7 -141+0.5 - -

Lipo-PEG-Cyanur 100.3+2.8 -9.8+0.3 - -

Lipo-ConA 1485+7.8 -18.6+04 - 99.4+4.7

Lipo-PEG-ConA 126.1+2.1 -111+1.1 - 96.9+ 2.6

B-lap-loaded liposomes

B-lap-Lipo-PEG 99.7+54 -6.8+0.3 98.2+10 -

B -lap-Lipo-Cyanur 1425+35 -135+05 96.7 £0.2 -

B -lap-Lipo-PEG-Cyanur 102.2+3.0 -7.7%x09 96.8 £0.3 -

B -lap-Lipo-ConA 1522 +27 -17.2+0.6 95.1+0.1 99.0 £4.2

B -lap-Lipo-PEG-ConA 123.9+2.3 -9.8+0.3 97.3+3.9 97.3+45
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Liposomes size and zeta potential were determined before and after the ConA
conjugation. Prior to ConA coupling, the mean size diameter of 135.1 and 100.3 nm was
determined for unloaded liposomes, Lipo-Cyanur and Lipo-PEG-Cyanur, respectively; and
142.5 and 102.2 nm for B-lap-loaded liposomes, B-lap-Lipo-Cyanur and B-lap-Lipo-PEG-
Cyanur, respectively. After the coupling reaction, the mean diameter size increased around
10-20 nm, suggesting the presence of the lectin on the surface of the liposome (p < 0.05).
Once ConA tetramer presents an approximated diameter of 10 nm (Lvov et al. 1995;
Bakowsky et al. 2000). The data suggest that the increase of mean size could represent the
conjugation of one or two lectins per liposomal diameter. Our results are in agreement with
those reported by Bakowsky et al. (2008) and Santos et al. (2006) for ConA-conjugated
liposomes, which had an increase of 20 and 30 nm, respectively.

Considering the Lipo-PEG as control, it was compared its zeta potential between both
liposomes that present the functionalized linker-lipid with cyanuric chloride and also liposomes
with ConA. It was observed a decreased on zeta potential compared to Lipo-Cyanur and Lipo-
PEG-Cyanur due to the presence of chloride in terminal lipid portion. After ConA conjugation,
zeta potential results showed a reduction of liposomes surface charge (p < 0.05), suggesting
that the lectin was located on liposomes surface, once the charge of ConA in a tetramer form is
-22.14 +0.79 mV.

Terminally PEG-coupled liposomes were prepared by using DSPE-PEG-Cyanur as a
membrane anchor. To obtain an essential steric stabilization and prolonged circulation of
Lipo-PEG-Cyanur and Lipo-PEG-ConA, 3 mol% DSPE-PEG-Cyanur plus 2 mol% DSPE-
PEG2000 Was incorporated at the lipid bilayer, allows efficient conjugation of the lectin,
without steric hindrance during the binding process (Bendas et al., 1999). The determination
of protein content revealed that almost 100% of ConA was conjugated to cyanur. Francis et al.

(1992) and Santos et al. (2006) reported in their studies low values of ConA efficiency
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conjugation achieving around 34% conjugated to a reactive lipid derivative (DPPE-MBS) and
25% to SATA, respectively.

High drug encapsulation efficiency in ConA-coated liposomes containing f-lap was
obtained. This result revealed that ConA anchoring on liposomes did not influenced in drug
entrapment efficiency when compared to plain uncoated liposomes containing B-lap (p <
0.05). Preformed hydrated vesicles were used for lectin anchoring, and this might presumably
be the reason why insignificant changes recorded in the percentage of drug entrapment after
coating. Cavalcanti et al. (2015) described a high B-lap encapsulation efficiency (> 97%),
using 1 mg/mL, in stealth liposomes prepared with 117.6 mM of lipids. In our study, it was
used the same molar ration of 1:30 (drug:lipid) described by Cavalcanti group, but ConA-
coated liposomes were prepared using almost half amount of lipids (60 mM). Even with the

presence of ligand (ConA), we still achieved a high drug encapsulation efficiency.

3.2 Binding affinity of ConA-coated liposome

ConA-coated liposomes were investigated for the functional affinity and activity of the
coated ligand after anchoring on the liposomal surface by hemagglutination assay and
isothermal titration calorimetry (ITC).

Lectins are well known for their ability to agglutinate red blood cells (Sharon and Lis,
2004). Thus, the affinity of lectin-carbohydrate interaction was evaluated on fresh human red
blood cells by ConA-coated liposome to confirm the lectin carbohydrate binding property. Free
ConA showed a hemagglutinating activity of 128 (0.91 pug/mL) and after conjugation with
both Lipo-ConA and Lipo-PEG-ConA, it presents a hemagglutinating activity of 128 (0.91
ug/mL) and 2567 (0.45 pg/mL), respectively. These results suggested that the binding
procedure of ConA on the liposome surface did not affect its avidity and hemagglutination

property. The sugar-binding activity of ConA-coated liposome was inhibited using glucose and
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thus, led to the disappearance of the hemagglutinating activity, demonstrating that its
carbohydrate-binding site was occupied with glucose, preventing the binding to the red blood
cells.

The binding and activity of the ConA after anchoring on the liposomal surface were
confirmed through the study of all interactions by ITC, once the hemagglutination assay is not
able to chemically confirm the interactions.

ITC experiments were performed with ConA as a homotetramer at pH = 8.0 and 25 °C to
elucidating the mechanism and thermodynamics of all binding interactions involving ConA
with lipid-composed liposomes or methyl a-D-mannopyranoside (MeaMan). Initially, the
interaction between ConA with DPPE-Cyanur lipid was studied. Posteriorly, the binding
affinity of ConA-coated liposomes was determined using MeaMan as model due to its strong
interaction with ConA (Kizhakkedathu et al., 2010). In addition, the binding interactions of free
ConA with MeaMan were also analyzed. In this work, all experiment were conducted with
ConA placed into cell which more ligand at the final stage were present in comparison with the
ConA-receptor (Dam et al., 2000). A representative calorimetric titration profile of I) 0.3 mM
of free ConA with 10 mM of DPPE-Cyanur lipid; 11) 0.117 mM of ConA-coated liposomes
with 2.925 mM of MeaMan; and IIT) 0.3 mM of free ConA with 5.85 mM of MeaMan are
shown in Figure 2. Each peak in the binding isotherm represents a single injection of the titrant
solutions into the cell-containing ConA (Figure 2- top). All titration profiles show that injection
into cell containing-ConA provides exothermic heats of binding, which decrease in magnitude
with subsequent injections, showing saturation behavior. All exothermic heat flows released
after successive injections were integrated and expressed as a function of the molar ratio
between the two reactants (Figure 2- down).

A standard non-linear least squares regression-binding model, based on the one-site

binding model (1:1), was used to determine the stoichiometry interaction (n represents the
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number of binding sites per ConA monomer), binding constant (K), change in enthalpy (AH),
entropy (AS) and Gibbs free energy (AG) released upon the interaction between ConA and

DPPE-cyanur, and ConA and MeaMan.
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Figure 2. Typical ITC data corresponding to the binding interaction of 1) 0.3 mM of free
ConA with 10 mM of DPPE-Cyanur lipid; 11) 0.117 mM of ConA-coated liposomes with
2.925 mM of MeaMan; and III) 0.3 mM of free ConA with 5.85 mM of MeaMan at pH 8.0
and 25 °C. Exothermic heat flows occurring upon successive injection of 2 ul aliquots of
ligand into sample cell containing ConA-receptor (top). Down: Integrated heat profile of the
calorimetric titration. The solid line represents the best nonlinear least squares fit to a single
binding site model. Heat flows accounting for dilution effects of the ligand solution in the

mPBS only were further subtracted from each experimental heat flow (down).

The stoichiometry of interaction between ConA and DPPE-Cyanur presented a molar
ratio of 1.26 (x 0.02) binding site per ConA monomer. This indicates that each cyanuric
chloride in the DPPE-terminus is able to couple one ConA monomer site onto amino groups
via a nucleophilic substitution at a alkaline pH (Bakowsky et al., 2008). When analyzed the

binding affinity of ConA-coated liposome with MeaMan (n = 1.06 + 0.06), the number of
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binding sites per ConA monomer is close to 1.0 similar binding to free ConA with MeaMan
(n =1.14 + 0.07). This result fits within the existing literature once various studies reports a
stoichiometry of 1 for simple monosaccharide binding to ConA monomer lectin (Dam et al.,
2000; Mandal et al., 1994; Naismith et al., 1994). Thus, the very close stoichiometry confirms
the prominent position of the active terminal from ConA on the liposome surface capable to
binding MeaMan. Bendas et al. (1997) has been also confirmed the presence of ConA on the
liposome surface containing phospholipids endgroup-functionalized with cyanuric chloride by
the Langmuir-technique.

ConA-DPPE-cyanur coupling showed higher binding constant (K=1.13 x 10° M) than
ConA-coated liposome-MeaMan (K=1.56 x 10* M) and then free ConA- MeaMan (K=1.47
x 10*M™). The high K for ConA-DPPE-cyanur may be attributed to strong nucleophilic
substitution of cyanur to ConA attachment at alkaline pH. In both Il and 111 experiments,
ConA lectin binding to simple monosaccharide presented the same K value indicating that
ConA has the same saccharide binding affinity even after coating on the surface of liposomes.
For ConA-MeaMan, Dam et al. (2000) and Kizhakkedathu et al. (2010) obtained K value of
1.2 x 10* Mt and 1.03 x 10* M to analysis performed at pH = 5.2 at 27 and 25 °C,
respectively. In our study the assays were performed at pH = 8.0 because the alkaline pH is
necessary for the cyanur coupling (Bendas et al., 1999). Although the K value in our work has
been higher that K value reported by those authors, it is noteworthy that Mandal et al. (1994)
reported K value ranging from 10%to 10° M. Furthermore, the pH used was different to that
reported in the literature, being a factor that could influence this different K values.

Thermodynamic parameters (AH, -TAS and AG) are showed in the Figure 3. All
interaction showed favorable enthalpy changes indicating exothermic process. However,
looking both 11 and 111 results (AH = - 20.3 kJmol™), ConA lectin binding to simple

monosaccharide shows to be more exothermic than ConA-DPPE-cyanur. Favorable enthalpy
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is derived from new noncovalent bond interactions, such as hydrogen bonds when the
distance and angle between acceptors and donor molecules are optimal. Furthermore,
hydrophobic interaction associated with the displacement of the water molecules from the
molecule surface by the more hydrophobic ligand may still result in higher favorable enthalpy

(Freire, 2008).

kJ mol

-30-

Figure 3. Thermodynamic signatures for three different ligand binding with ConA. I) 0.3 mM
of free ConA with 10 mM of DPPE-cyanur lipid; 11) 0.117 mM of ConA-coated liposome
with 2.925 mM of MeaMan; and IIT) 0.3 mM of free ConA with 5.85 mM of MeaMan.
White, grey and black represent enthalpy (AH), entropy effect (-TAS) and Gibbs free energy

(AG), respectively, according to a single binding site model.

The entropy effects (-TAS) of all interactions were negatives. However, the entropy
change was more favorable for ConA-DPPE-Cyanur (-TAS = -21.17 kJmol™) than ConA-
MeaMan. Thus, favorable ConA-DPPE-Cyanur binding was entropy-driven due to the
hydrophobic interaction associated to desolvation of the hydrated molecules increasing
solvent entropy from burial of hydrophobic groups and release of water upon binding, as well
as minimal loss of conformational degrees of freedom (Huang and Lau, 2016; Lugue and

Ernesto, 2002).
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Gibbs free energy (AG) measures the ability of a thermodynamic system to do
maximum or reversible isothermic and isobaric works. AG is one of the most important
thermodynamic quantities to characterize the driving forces of binding (Gilson and Zhou,
2007). All AG negative values indicate that the binding affinity of a ligand to a given
acceptor is a spontaneous process, with more negative values of AG (-28.85 kJmol™) to
ConA-DPPE-Cyanur favoring higher affinity binding (Figure 3). ConA-coated liposomes-
MeaMan (I1) and free ConA- MeaMan (I11) showed the same AG values (= -23.11 kimol™?)
corroborating with results previous reported (Dam et al., 2000; Kizhakkedathu et al., 2010).

Therefore, ITC results showed hydrophobic interactions, which ConA-DPPE-Cyanur
binding is predominantly governed by entropy energy of desolvation molecules involved in
the reaction; and ConA-saccharide binding is enthalpically driven by hydrogen bonds.
Furthermore, the ConA-coated liposomes remains enabled for monosaccharide binding
without changes in its thermodynamic parameters when compared to free ConA-MeoMan,

confirming in that way the hemagglutination results.

3.3 Cytotoxicity assay

Generally, liposomes cytotoxicity depends on the amount of vesicles taken up by cells.
In the present work, the cytotoxicity of ConA-coated liposomes encapsulating or not [3-
lapachone was evaluated after 24 h of incubation with MCF-7.

Comparing the cytotoxicity of uncoated and ConA-coated liposomes with B-lap, it was
observed that the presence of ConA slightly increased the cytotoxicity (ICso = 18.27 + 0.25
and 16.83 + 0.24 pg/mL, respectively) suggesting that the lectin influenced the uptake of

liposomes, and as consequence, increased the amount of drug inside the cells.
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3.4 Cellular uptake of ConA-liposomes by fluorescence microscopy

The rational behind the development of site-specific using ConA was to increase
liposomes affinity for cancer cells thanks to carbohydrate interaction with ConA. The
internalization of liposomes by MCF-7 cells was investigated by fluorescence microscopy
(Figure 4). ConA-coated liposomes displayed higher fluorescence (Figure 4 B) than ConA-
uncoated liposomes (Figure 4 A), after 15 min of incubation, indicating an increasing of
ConA-coated liposomes uptake by MCF-7 cells. Interesting, even after 24 h of liposomes
incubation, difference of fluorescence between uncoated and ConA-coated liposomes was still
clearly observed, as verified in Figure 3 C and D, respectively. This can serve as indication of
much more active uptake of ConA-coated liposomes, suggesting that ConA was avid after
conjugationin liposomes, in accordance with ITC and hemmaglutination results. The presence

of ConA lectin on vesicles surface influenced the uptake by MCF-7 cells.
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Control

Figure 4. A-D) Fluorescence images (Magnification 20x) of MCF-7 cells treated with either
Lipo-ConA or Lipo-Cyanur. From left to right: Visible Light, blue and red channels. Control
cells without treatment; A) and B) MCF-7 cells treated with Lipo-Cyanur (A) and Lipo-ConA
(B) for 15 minutes; C) and D) MCF-7 cells treated with Lipo-Cyanur (C) and Lipo-ConA (D)
for 24 hours. D) Box: MCF-7 cells treated with Lipo-ConA for 24 hours (Magnification 40x)
imaged in the Blue channel (1), red channel (2) and overlapped image. Blue: DAPI stained

nuclei. Red: Rhodamine B stained cells.
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4. Conclusions

This study shows the development of ConA-coated liposomes as a site-specific vehicle
to target B-lapachone to human breast cancer cells (MCF-7). ConA-coated liposomes
presented a mean diameter size in a nanoscale with negative surface charge and almost 100%
of lectin conjugation and B-lap encapsulation efficiency. ConA conjugation and avidity was
confirmed by both ITC and hemagglutination assay. The confirmation of lipid and ConA
conjugation by thermodynamic parameters was determined by favorable entropy and
spontaneous process. Finally, observations performed by fluorescence microscopy indicated
that higher amount of ConA-coated liposomes was taken up by MCF-7 cells. Based on our
results, it was led to infer that the presence of ConA on the surface of liposomes could
influence in a positive manner MCF-7 uptake, in that way could be used as a site-specific

system.
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5 CONCLUSOES FINAIS

e Os lipossomas preparados utilizando o lipidio funcionalizado DPPE-Cianur apresentaram
um tamanho de 135,70 + 0,70 nm, e apds a conjugacdo com a ConA este aumentou
aproximadamente 12 nm. O potencial zeta apresentou uma pequena variagdo, passando de -
14.13 + 0.47 a - 18.57 + 0.40. As varrigdes encontradas sugerem a conjugacdo da ConA a
superficie lipossomal, uma vez que a unidade tetrdmera da molécula apresenta 10 nm e
potencial zeta de -22.14 + 0.79 mV;

e Da mesma forma, os lipossomas PEGuilados e sitio-especificos preparados utilizando o
lipidio funcionalizado DSPE-PEG-Cianur conjugado a ConA apresentaram um aumento no seu
tamanho de aproximadamente 26 nm em comparacao ao lipossoma néo revestido, assim como
no potencial zeta, sugerindo a conjugacao da ConA a superficie dos lipossomas;

o As formulag6es sitio-especificas foram obtidas com aproximadamente 100% de conjugacéo,
demostrando que a utilizacdo do lipidio funcionalizado com o grupamento cloreto ciandrico
terminal permitiu um excelente rendimento de reagéo;

e Valores acima de 95% de eficiéncia de encapsulacéo da 3-lapachona foram obtidos em todas
as formulagdes preparadas, sugerindo assim ser um sistema adequado para encapsulacéo da f3-
lap;

¢ A conjugacdo da ConA aos lipossomas e a sua atividade biologica foram confirmados pelos
ensaios de hemaglutinacdo e calorimetria de titulacdo isotérmica. A atividade hemaglutinante
da lectina foi preservada ap6s a sua conjugacao na superficie dos lipossomas.

e Os resultados obtidos no ITC mostraram que a ligagdo ConA-manose (MeaMan) é
entalpicamente conduzida por ligacGes de hidrogénio, e que a ConA, apds conjugacdo com 0s
lipossomas, permaneceu vidvel para a interagcdo com carboidratos, confirmando os resultados
da hemaglutinacao.

¢ Neste trabalho foi descrito os parametros termodinamicos (AH, AS e AG) da interacdo da
ConA ao lipideos funcionalizado com o grupamento cloreto ciandrico terminal, mostrando que
é uma ligacéo forte e ocorre possivelmente por interacdes hidrofébicas de dessolvatacao;

¢ A microscopia de fluorescéncia indicou uma maior captura dos lipossomas revestido com a
ConA por células MCF7, demostrando que ap06s 15 minutos de incubacéo as formulagdes sitio-
especifica ja sdo capturadas. Confirmando in vitro, a funcionalidade da lectina apds conjugacao;
e Os resultados obtidos demostram que os sistemas desenvolvidos apresentam-se como uma

estratégia promissora para a vetorizacdo da B-lap as células tumorais. Além disso, 0s
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nanocarreadores propostos poderdo ser utilizados para a encapsulacdo de farmacos
anticancerigenos, bem como, servir como modelo para a utilizagdo de outros tipos de lectinas

sinalizadoras.
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Glutamine-Loaded Liposomes: Preliminary Investigation, Characterization,

and Evaluation of Neutrophil Viability
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Absras. Gilntamine has recedved attertion doe to fis ability 40 ameliorate the immome system respoms.
Once onmeentional Eposomes are readily reongnized and cptured by immune s ysiem cells, the encapen-
lation of glotamine inin those nanos ysiems oould be an abemative to redoce ghtamine dosage and farget
then tonentraphils. Oor goak were 40 nanoencagemlie ghiamine o oonventional Bpoeomes {Gin-L),
evalnade the vishility of nenirophik treated with Giln-1. Liposomes were prepared mwing the thin-film
hydration fechniqoe follvered by somcation and characterized acannding i pH., mean size, zeta polential,
and dmg encapsulation effidency (EE%S). We alko aimed 1o study the effedt of lipopsomal constituent
comcamtrati o on Eposomal charadteristios. The viahility of nentrophil wa ascaoeed meing flow cylnmetry
after intraperitoneal administration of free ghiamine {Cin ), Gin-L, nnloaded fiposome {T1L}, and safine
sohotion as comral {(C) in healthy Wistar rate. The selected lipmsomal formul ation had a mean vesicls sime
of 11465+ 5F nm with a pal ydispersity index of 030000, 2 positive sorface charge of 36 3138 mV,
and an EE% of 33.45+0 T4 %. The developed chromatographic meth od was efficient for the quan tifimtion
of enmpsulated ghotamine, with a retention iime at 3.5 min. A greader viahility was ohserved in the groop
treaded with glotumine sncapenlated compared to the contnal groop (17%], alhoogh neatrophils remain
vizhle in all groups. Thuos, glolamine enapsulated i hposomes was ahle i increase the momber of
viahls nemtraphilk at bow domes, thershy representing a promisng strategy for the treatment of immmno-

deficiency comditions .

KEY WORDS: o=l viahility; glwamine; hposomes; neurophils.

INTRODUCTION

Cilutamine | Giln) 15 the most abundant free amno asid in
plima and msck tmae and can ako be found at nelatively
high concenirations mn other taswes (1), The synthes of ths
amn skl ocours primanly nskeletal musele, as well & mthe
lung, liver, and brain. However, il4 consumplion ceelrs -
marily m the kidney, immune sysbem, and gt nal
tract eellk The liver i3 the only organ alle to ansume and
synthesa glitamme (2] Depite being clasifed &8 nonestsen-
tial, glitamine @ cwmeatly congdered to be condibonally e-
sential; n specilic cntcal contexis, such & surgery, trauma,
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and exhaustive exerdse, the synthess of glutamme doss ol
supply the demand required by the body, resuliing i immu-
moscinm pebence and an incresed madence of infections (3-5).

Gilutanine plays a maor role in cell proliferation
partewlarly m the mmune system, m which it hes been
wsed al high rates by lymphocyies & a source of energy,
providing an adeal condition for the osynithess of nocle-
otides and thus cell replication (6). Reganting leukocyles,
they are largely dependent on skeletal musele glutamme
gynthess and are also mlemed into the blood to sausly
ther metabole requirements. This & due 1o the absence
of glutamme synthetase, which calalyees the synthess of
glutamimne [rom ammonds and glutamate (7).

Meutrophils constiinte 6% of dreulating leukocyles and
act as the first line of defense in the plasma and perform
phagocytosis ather akme of in cooperation with antigen-
specific delenses. Processes of endocyloss, secretion of active
anmpoinds, and generation of reaclive oxygen species ane
ity de penucdent om gluiamine me tabolism m newrophils (8]

Beciuse neuwtrophil use glutanine at high rates oom-
pared bo olther cells of the mmune syslem, mesearchers have
mvestigaied the effect of this amuno ackd on the cell parame-
e of human and ral newtrophds (9,100

o
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Glutamine-Loaded Liposomes to Increme Neutrophil Vishility

Moreover, gluamine is 8 component of proleins, il rans.
ports smmonia between lnsues, 8 asource of carbon skeleton
for gluconeogenesis, contributes 1o acd base balance, and
participates in the synthesis of nuclectides and nucleic acids
(4,11); thus it & of great importance for the mainknance and
proper functioning of an organsm.

The events of metabolic stress or diseases, such as den-
gue, cancer, AIDS, burns, surgeries, and inlense and
prolonged exercse, are some situations in which there & an
excessive consumption of glutamine, surpassing its synthesis
by the body (12). Previous studies have demonstrated that a
decresse in the intramuscular and plasma concentrations of
gutamine may be partially responsible for the depression of
immunological function and the adminitration of glutamine
may reduce this stale (13-15), thereby providing an improved
recovery of patients with such diseases (16,17).

Despile presenting significant benefis in some siluations,
previous studies have reported that glutamine supplementa-
tion can promote renal failure and may exacerbate the chnical
situstion of chronic kidney disease, particulardy in diabetic
patients (11,1819). Moreover, it has a solubility in water of
48 g/l at 30°C (pKa,=2.17 and pKa,=9.13) and & umtable in
soluion, which may undergo breakdown depending on tem-
perature, pH, and anion concentration (2).21). An approach
10 overcome these physicochemical imitations and 1o reduce
adverse effecss, while increasing its therapeutic effed, & the
development of a pharmaceutiaal dosage form that & sble 1o
target the bicactive compound 10 a specific site of action,
thereby increasing therapeutic efficacy. Thus, drug delivery
systems, such as liposomes, may offer advantages 0 overcome
these Emitations.

Liposomes are spherical vesicles consisting of one or
more concentric bilayers of phospholipids that solate one or
mone aqueots nner compartments of the exemal environ-
ment (2) Lipasomes are classified as conventional and con-
sist of phospholipids and cholesterol, this type is quickly
recognized and tken up by the immune system and & ideal
for carrying drugs 1o neutrophils (23). We propose that the use
of glutamine-loaded conventional iposomes could be a prom-
sing approach 10 Larget this amino acid 1o neutrophils, here-
by enhandng their activity.

Within this famework, the goal of this research was o
first develop conventional liposomes containing glutamme
and 10 seled a typical formulation after experimental design.
Second, we aimed 1o develop an analytical method © deter-
mine and quantifly the nanoencapsulated glulamine using
highperdormance bquid chromatography (HPLC), and final-
ly, we evalusted the neutrophil viability, after the administra-
tion of glutamine-loaded conventional liposomes in Wistar
als

MATERIAL AND METHODS

Reagents

L-Glutamine (GIn>99%), cholesterol (Chol),
stearylamine (SA), glycogen from oyster type I, and
propidium jodide were purchased from Sigma-Aldrich Co.
(St Loux, MO, USA). %% Soya phosphatidykcholine (PC)
was obtained from Lipad GmbH (Ludwigshalen, Germany ).
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Solvents and other chemical were supplied by Merck (Darmi-
stadt, Germany ).

Methodology
Experimental Design

First, a two-level 2*' fradtional experimental design was
pedformed to study the effect of constituent concentrations on
the properties of es. Four formulation factors, which
mainly aflect liposome physicochemical charackenstic, were
evaluated al two level and a central point. The factons were
defined = follows: A [PCJ=1563, 31.27, and 4691 mM; B
[Chol}=4.42, 8.84, and 1326 mM; C [SA]=0, 4.19, and
838 mM; and D [Gin}=2737, 41.05, and 54.74 mM.

The pH, mean size of the vesicles, polydispersity index
(PDI), zeta potential, ({, mV), and drug encapsulation effi-
ciency (EE%) of the liposomes were analyzed, as described
below, and used as the response variables of the design study.

Next, a two-level 2% full experimental design was per-
formed © study the effect of PC and Chol concentrations,
well as their second-order inleractions, on the physicochemi-
cal charactenistics. The design was performed using & madrix of
seven expeniments with a central pomt, and the factors de-
fined were & follows: A [PCJ=31.27,39.09, and 4691 mM and
B [(hol}=884, 1105, and 1326 mM.

The same response vanables of the fractionsl design
study were used 1o analyze the full experimental design study.

Preparation of Glutamine-Loaded Conventional Liposomes

Glutamine-loaded liposomes were prepared using the
modified thin-lipid-film method (24). Brefly, lipids conssting
of soya phosphatidykcholine and cholesterol, with or without
stearylamine, a posilive charged lipid, were dissolved in a
mixture of CHCL:MeOH (31 v/v) under magnetic stiming
The solvents were removed under pressure at 37:1°C, 80 rpm
for &) min, forming a thin HEpid film. This film was then
hydrated with 10 ml of phosphate buffer solution at pH 7.4,
cntaining glutamine (2737, 4105, and 54.74 mM) that had
been previously dissolved, resulting in the formation of
multilamellar iposomes. Finally, the Eposomal suspension
was somicated (Vibra Cell, Branson, USA) at 200 W and
4 Hz for 400 s under low temperature (4°C) 10 form small
unilame llar liposomes.

Physicochemical Chamcterizaion of Gluamine-Loaded Con-
ventional Liposomes

Liposome formulations were characterized by the mea-
surement of pH, mean hydrod ynamic diameter, PDL and
ntne&nqe(wpouuhl)dvcuc The pH of the
liposome di was measured using a digital pH meter
(Micronal B474, So Paulo, SP, Brazil) a1 25°C. The polyds-
persity index and diameter of the liposomes were quantified
using photon comelation (Delsa™ Nano S Par-
ticke analyrer, Bedkman Coulier, Brea, CA, USA), &t 25°C at
a fixed angle of 9°. For the analysis, the samples were ade-
quately diluted using 300 ul of liposomes and 700 ul of purified
waler. The zeta potential ({, mV) was measured a1 25°C using
the electrophoresss technique (Malvern Zetassizer Nano 7590,
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Malvem Instruments Lid, Worestershire, UK). In these
analyses, liposome dispersions (50 ul) were diluted with
950 pl of punified water. The resuls represent the average of
three detlermnalions.

The drug EE% was determined using the ultrafiliration/
ultracentrifugation technique with Ultrafree®™ units (Millipore
Corporation, Bedford, MA, USA) (24). Liposomal samples
(400 ul) were inserted into the filtration unit and subjected ©
centrifugation (Uliracentrifuge KT-20000, Kubota, Japan) at
8776xg for 1 h at 4°C. The content of Gin in the supernatant
wias measured using the HPLC method & detailed below.

Extraction and Determination of the Ghatamine Content into
Conventional Liposomes

The method for glutamine exiraction wis developed ac-
cording 10 the two-phase system previously described by Bligh
and Dyer (25), which obtained the organic (lipids) and aque-
ous (glutamine ) phases. Briefly for Gin extraction, 200 ul of
liposomes was diluted into 400 ul of a mixture of
o MeOH (1:1) and subsequently sonicated for 3 min.
Next, 1 and 1.7 ml of chloroform and methanol, respecively,
were added and sonicated for more than 3 min. For the two
phase system ©rmation, purified waler was added 10 a fiml
volume of 5 ml. After visual separation, the aqueous fraction
was filiered and analyzed to determine the gluamine content,
using the HPLC method.

The HPLC method for determining and quantifying the
glutamine content inlo hiposomes was performed using a g
uid chromatographer (Waters Alliance ¢2695-2998, Walers,
Milford, MA, USA) coupled with a photodiode array detector
and operated by Empower™ software. The chroma
run was performed using a reversed-phase Waters C18
XBridge™ column (4625 mm id particke 35 um) with
50 gl of sample injection volume at 37°C. HPLC analyss of
Gin was performed using a mohile phase consisting of meth-
anol and double-deicnized water (6:4 vwyv) at a flow rate of
0.7 mimin and delection at 24 nm. Standard curves were

asayed using glulamine solutions &l concenlralions ranging
from 80 1o 400 pg/ml The mssays were performed in triphcate.

In Vivo Experiment

Animals

The in vivo study was performed according to Lagranha
and co-workers (10). This study was performed according ©
the Ethics Commitiee for Experiments on Animak of the
Federal University of Pernambuco (CEUA-UFPE, Recife,
Brazil) with protocol approval (#23076.0132312012-47). Fe-
male Wistar rats (200:20 g) were maintamed in collective
cages until the day of the experiment, al a temperature of 22
+2°C and relative humidity of 60% and under a cyde of 12 h
light/12 h darkness with unrestricted access to water and food
(commercial chow). The animals were randomly divided into
five following groups of three rats each: Gln-IP (glutamine in
solution by itraperitoneal route), Gin-GAV (glutammne n
solution by gavage), Gin-L (glutamine-loaded liposomes),
UL (unloaded Eposomes), and C (controlsaline & placebo).
The rats did not present a metabolic disorder, such as
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disbeles, and were not subjected 1o intense exercise or surg-
cal procedures.

Recruitment of Neutrophis

With the purpose of causing an infllammatory stimulus
and the sulstantial migration of neutrophis into the intraper-
itoneal cavity, 15 ml of sterile owsier glycogen solution type [
(1%) in PBS was adminitered intraperitoneally to the rals

prior 1o the experiments.
Treatment

After 2h of neutrophil recruitment, the rass received free
Gin, Gln-l, UL, and saline solution & the C. Glutamine in its
free form wias administered via two different routes: orally
(1 ghkg) acconding to Lagranha and cdleagues (10.26) and
intraperitoneally (0.06 gkg). Glin-L (0.06 ghkg), UL, and saline
solution were adminstered intraperitoneally (2 ml each, with
the same volume, which corresponded to the glutamine-
loaded liposomes ).

Collerting Neutrophils

Rats were anesthetized with Urethane™ (125 gkg) and
sacrificed by cervical dulocation 2 h after treatment. Neutro-
phik were obtained by intraperitoneal (i.p.) lavage with 40 ml
sterile phosphate-buffered saline. The cells were centrifuged
(1000%g for 10 min), washed twice with PBS, and then quan-
tified in a Neubasuer chamber using the Trypan Blue solution

(1% in PBS) and optical microscopy (Olympus, USA).
Neutrophil Viability Asay

The viability of neutrophils was msessed using a flow
cytometer (FACSCalibur, Becton Dickinson Systems, San
Jose, CA, USA). The percentage of viable cells in each sample
wa deermined using propidium iodide staining (solution at
0.05% in PBS) to dentify dead celk. Data of 15000 events
were analyzed per sample. The fluorescence of the propidium
iodide was detected at 630622 nm.

Statistical A nalysis

Experimental designs were performed in a andom order.
Statstical analyses were achieved using the OriginPro Acas-
demic 2015 (Origin Lab., Northampton, MA, USA). Statisti-
cally significant differences were determined using the Tukey
multiple comparisons kest, with p values less than 0.05 as the
minimal level of significance.

RESULTS AND DISCUSSION

Experimental Design of Liposomal Formula tions

Several factons related 10 the development of nanosys-
tems may affect their characterstics, and a small change in
even one {actor may significantly change the properties of the
enlire system. Acoording 1o the strategy of Cadena and col-
leagues (27), two experimental designs were performed aimed
1o study the effect of four factors in the formulation, ie, the
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concentration of constituents on the physicochenucal proper-
ties of Gln-L, thereby obtaining optimzed formulstions.

The experiments were randomly assayed 10 nullify the
eflect of inappropriate nusance variables in both experimen-
tal designs The nine runs of the twodevel 2 fractional
experimental design and their response variables are shown
m Table L Each response variable was individually analyzed,
and it was observed that a lower level of stearylamine (SA)
and a higher level of soya phosphatidylcholine (PC) reduced
the mean stre of the vesicles (rum 2 and 4) However, a higher
levelof SA inaeased the pH (runs S and 8) and a higher level
of SA, PC, and Chdl reduced the PDI values (run 8) It was
also observed that a higher kwel of SA incremed the zeta
pokential (runs 5 and 8). The glutamine encapsulation efficien-
cy (EE%) was not affected by the fadors studied (p<0.05)
The higher Gln level (54.74 mM) and central point
(4105 mM) presented no statstically significant difference
on the EE% o 4320086 and 3874:0.78%, respectively.
However, run 8 had a mean size of 315712162, which &
higher than the run found in the central point (1777
+7.8 nm). Thus a concentration of 41.05 mM Gin was used
in further expeniments due 10 the smaller size of liposomes.

A scatterplot (Fg. 1) was used to ientily the best hipo-
somal formulation oblained in the fractional experimental
design study, in which the central point (run 9) showed a zeta
potential of 273063 mV, an EE% of 3874078, and a
mean vesicle se of 177.7+7.76, and mamisined its stability
in suspension for at least 45 days. Finally, run 9 was wsed as the
typical formulstion for the new expermental design.

The two-level 27 full experimental design was developed
10 study the effect of PC and Chol concentrations and their
mteractions on liposomal charactenstics, once they are the
main relevant lipids, which directly affected the physicochem-
ical parameters studied above.

The concentration of SA (419 mM) was mainiaimned be-
cause it did not statistically demonsirste significant differences
(p<0.05) between the higher level and central paint in the zeta
potential, reducing the amount of SA used Secondly, the
presence of SA promoted a zela potential value above
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HAg 1 Scatterplot of the formulations produced using 3 2* fractional
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sity index (PDI) and drug encapsulasion efficency (%) The anmow
paints the hest iposomal ormulation. Formulation run numbers and
the mean size (nm) of lposomes are indicated above cach posw

3 mV (runs 5-9) which, & reported in the literamre, 8 an
ideal value (even negalive or positive) 10 avoid vesick aggre-
gation by electrostatc repulsion (28).

Table | shows the resulls obtained in the design smdy. It
was observed thatonly the mean size was significantly affected
by PC and Chol cncentrations (p<0.05), where the PC had
the main statistically significant negative effect, and the higher
lkevel of PC (4691 mM) decreased the mean size of the lipo-
somes The second-order interactions between the PC and CH
omceniration values had a positive effect, meaning that the
main mean size was slightly enhanced by masing the level of
the two Bictors together. The results are shown m Table IL

With regard 10 the hydrophilic drug EE%, previous stud-
s have reported values al spproximately 14 10 23% & de-
scribed by Wieber and colleagues (29), when encapsulating a

Table L Experimental Design and Physicachemical Properties of Glutamine Loaded Liposomes

Rms PC(mM) Chol(mM) SA(mM) Gla(mM) pH  Sise(am) PDI { (mV) EE (%)
A Twodevel 27*! fractional experimental design

1 1563 a2 0 nn 749 16123+598  O621.000 0014007 26.3720.53
2 4691 a2 0 474 743 1IR86:1037 0478003 0 473119 3930079
3 1563 1326 0 L7e N TA9 14436853 (465008 1942014 18662077
4 491 1326 0 7y 754 9682566 0328001 573203 22 682045
s 1563 a2 LEY) 5474 758 ETISS:DRY 04001 0 HOE13S 4125057
6 %91 a2 8 ba k) TA  IRSSLNIR2 02854000 2 BT7I.158 28 53+0.57
7 1563 1326 838 73 765 RRKLNTS 036001 H40a121 29142058
8 4691 1326 R LT 768 JMSTI2H16 020001  BAW128 320:086
9( ny R84 419 4908 754 17172726 02654001 D T06 1874078
B Twodevel 2* full experimental design

1 N2 R84 419 4108 T4 165662300 02974001  BS0+191 44672026
2 nn 1326 419 4108 776 130362342 0M7s001 % 302010 1291034
3 %91 &84 419 4108 775 RSS1+280 0294000 R $e101  735+1.00
4 4691 1326 419 4108 775 %616+123 0274001  %90+150 28.29+007
Sep) W 1nos 419 4108 76 465K 0300000 %0138 39.49+0.74

PC phosphatidylcholine, Chol cholesteral, SA stearylamme, Gln glutamine, POV polydspersity index, { surface charge, EE encapsulation

effaency
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Table IL. ANOVA Table for the Full Experimental Design

Facors Sums of square Degrees of freedom Mean square F p value

(D) PC (mM)* 326898 1 3268 98 12287 OB

(2 Chal (mM) 151.90 1 151.90 sm 0139429

Thy2* S 8S 1 S2188 1954 O04#8ST

Error 13313 1 133.13 500 014750

Toul 3 2 2660

PC phosphatdylchaline, Cho! cholesterol

“ Signifiant response

decapeplide with a concentration varying from 025 10
075 mgiml Xu and colleagues (2012) abo demonsteated a
low encapsulation effigency for hydrophilic compounds, such
as the drug enofovir (Mw 2587 2113). The authors varied the
lipid concentrations and observed that lowering the amount of
lipids promoted low drug encapsulation, while very high lipid
concentrations (1529 mM ) showed an EE % of 910 45% using
a drug concentration of 05,1,2.5, and 6.9 mg/ml Importantly,
a high amount of some lipds, particdarly stearylamine, in
liposome formulations could be toxic for cells (30). Our results
corroborate with previous work in this feld, in which we ako
obtamed low encapsulation eficency However, in contrast ©
other studies that used a low drug concentration, we varied
the glutamine concentration from 4 10 8 mg/ml, thereby
obtlaining a maximum encapsulation effliciency of 44%, which
is a sigmficant resull.

On the basis of the resulis obtained in the twodevel 2° full
experimental design, specifically related 10 EE%, the central
point (run S and EE% of 39.49:074%) was selected for the
in vivo expenments, which had the lowest size (11465
+£182 nm) and an acceptabie PDI (0300:0.00). After 45 days,
in suspension form under low temperature (4°C), the formu-
lation presented a mean size of 180:4.90 nm (PDI=030+
0.01).

Determination of (Autamine Content into Liposomes

In our study, as the glutamine was encapsulated mio
liposomes, which contained hipids, it was necessary 1o develop
an effigent extraction method in parallel 1o an HPLC method,
which would be able 1o quantily the glutamine without lipid
interference, at a wavelength ranging from 19010 210 nm (31).
Thus, an extraction method based on the two-phase liquid
Iiquid system was first cblained 1o separale the aqueous and
organic phases of the liposomes, which contained glutamine
and lipids, respectively Samples from the aquecus phase were
withdrawn and analyzed using HPLC according 1o the param-
elers previously described. The chromatograms of glutamine,
glutamine- loaded liposomes, and unloaded liposomes are
shown in Fig 2a b. The standard curve of glutamine was
plotied with nine concentrations and Gin peak areas allowing
a following regression linear equation: A=16348 56<[Gln,,/
- 19853.12; F=0.99514.

As observed, free glulamine had a retention time of
approximately 380 min, and the same retention lime was
observed in the glulamine-loaded liposome chromatogram.
Compared 10 the unloaded liposomes, no peak was observed
at this retention time (38 min), and any peak related to hipids

suggesied an adequate separation of glutamine, which enalled
its quantification of liposome formulations.
Amino aad analyss by HPLC presents limitaions that are
specifically related 10 sensitive and selective detedion, in addi-
tion 10 & wide range of wavelkengths varying from X5 10 230 nm
(32). For this reason, studies related 1o the development of an
adequate HPLC method, asimed 10 analyze glutamune in differ-
ent systems, were widely found in the Hlerature. Snowden and
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Fig. 2. Chromatographic detecton of free and nancencapsulated ghu-
tamine. Glutamine n 2 solvent mixture of FoO:MeOH with 2 reten-
tion time of 38 min (a). Comparison between glutaminedoaded
Eposomes (broken Bne) and unkoaded liposomes (solid line) (b)
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@-warken (33) described a HPLC method wing 214 nm & an
wdeal wavelength (0 quantly glutamine and N-acetylglutamme
in an aqueous solution and liguid nutntional product. Another
method was the one recently described by Chorilli e af. (34).
They published & different method 1o analyze amino acids using
ion exchange chromatography bllowed by post-cd umn deriva-
tzation. Using this method, they were able 10 deect glutamine
outside the wual wavelength, 2t 530 nm and ol a relention lime
of 10 min. The extraction and quantification method were
developed, as previously desaribed, once the me thods described
in the literature were not able o quantify glutamine in the
liposomal form.

Thus, the extraction method was efficent and the HPLC
developed method was used to delermine the glutamine en-
capsulated into liposomes consisting of sova phosphatidykcho-
line, cholesterol, and stearylamme.

Neutrophil Visbility A way

Several studies have been performed 10 indicate the ef-
fectiveness of glutamine in increasing the immunity of rals
immunosuppressed by intense and prolonged exercie. In
studies developed by Lagranha etal (26,35), they demonsirat-
ed that a single bout of exercise induced the apoplosis of mt
neutrophils and oral glutamine supplementation (1 gkg)
prevented this effect, by promoting an incresse i neutrophil
phagooytosis and oxidative capacity from both exercsed and
rested rats

Despite the efficacy related 1o neutrophil activation,
gutamine at high concentrations can promole nephrotox-
wity, particularly in disbetic patients (1519). Thus, the use
of glutamine encapsulated inlo nancstructured delivery
systens, such & conventional lposomes, could decrease
the dose as well as the toxiily, once conventional Epo-
somes are able © largel the encapsulated compound di-
rectly 10 neutrophils. This study describes for the fimst
time the analysis of neutrophil viability in rats afler the
administration of glitamine-loaded conventional kpo-
somes. Our results showed that all rat groups investigated
presented a high percentage of inlact plasma membrane
& observed in Fig. 3, once the animals were considered
healthy, which means they did nol present a metabolic
disorder, such as diabetes, and were nol subjected o
inlense exercise or surgical procedures.

Regarding unloaded lposomes, a high rate of neutrophil
viability (87£2.7%) wa observed compared 10 the control
group Because liposomes are formed by phaspholipad bilay-
ers, il has been reporied that thhese vesicles are able © mimic
the shape and swe of pathogenic microorganisms (36) and
consequently promole an increase in the immune response
of animak (37). Thus, unloaded liposomes may be recognwed
as a foreign body and stimulate the immune response,
explaining the incressed value of neutrophils in the treated
animals.

Peribneal adminktration of glutamine-loaded conven-
tonal liposomes (Gin-L) and unloaded liposomes presented
a viability of 9402 and 87:2.7%, respedively. Those data
demonstirate that Gin-L promoted an increase in neutrophil
viability of 21 and 82% compared 10 the control and

unloaded-liposomes groups (Fig. 3).
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Hg A Bfiect of glutamine on neutrophil membrane integrity. The
percentage of viahle neutrophils in respomse to different treatments
via the ntraperioneal route. These values are presented as the mean
+8D of three experiments (n-3). Average daswe with & fforent letser s are
significantly different using the Tukey test (p-0.05). Gin L ghatamine.
loaded liposomes, Gin glutamine in solution, UL unloaded liposomes,
C contral group

UL

Interestingly, when comparing the Gind. with the Gin
group, an increase in cell viability (7.3%) was observed, dem-
onstrating a positive effect when glutamine was encapsulated
nto liposomes. This remarkable finding was related © nonvi-
able neutrophils, once the Gin-L group presented the lowest
percentage (5:0.5%), hereby confirming that thas system did
nol cause cellular damage.

A comparison between free Gin administered using two
different routes, oral and intraperitoneal, showed no statstical
differences in the percentage of visble cells (87:6.4 and 88
£3 8%, respectively) and nonviable cells (9£12 and 5+1.4%,
respectively) (Fig. 4). This finding indicates that a reduced
dosage of 17-fold via the intraperitonesl rouke achieved the
same effect as a higher dosage via oral supplementation
(10,1435).
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o D e s
Gin-1P Gin-GAV
Rg. 4 Comparson between free glutamine i soluton admar stered
viz the oral (Gin-GAV) and intraperitoneal (GIn-IP) routes. The
values are presented as the mean+SD of three experiments (n-3).
Average doss with differere kesers are significantly different using the
Tukey test (p<Q05)
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CONCLUSIONS

Glutamine-loaded liposomes were oblained and present-
ed desirable physicochemical charactenstics, such as pH,
mean se, polydupersity index, zeta potential, and drug en-
capsulation efficiency. The experimental factorial designs per-
formed indicated the ideal concentration of the formulstion
constituents and ideal formulation.

This study also described for the fist tme a sufficent
HPLC method for the quantification of glutamine encapsulal-
ed into liposomes. Glutamine-loaded lipaomes administe red
via the i.p. route were able 10 increase neutrophil viabiity with
very low nonvisble aells in healthy animals. On the basis of
these findings, this study encourages the use of formulations
developed in further studies using immunosuppressed ani
mals, which are simed o increse mmunological function.
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