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RELATORIO DESCRITIVO

Pedido de Patente de Invengdo para “PROCESSO DE
TRANSFERENCIA DE MOLECULAS PARA O CITOSOL DE
CELULAS, COMPOSICAO E KIT”,

[001] A presente invencéo refere-se a um método para a introducao
de moléculas em células pelo dilaceramento de membranas endossémicas e
lisosomicas utilizando tratamento fotodindmico, sem matar a maioria das

celulas pelo tratamento fotodinamico.

[002] A maioria das moléculas ndo penetram facilmente as
membranas celulares. Métodos para introduzir moléculas no citosol de
celulas vivas sdo ferramentas Uteis para manipulacéo e estudo de processos
bioldgicos. Entre os métodos mais comumente usados hoje em dia séo
microinjecdo, fusdo interposta de espectro de células sanguineas vermelhas
e fusdo de lipossoma, lise osmotica de pinossomas, carregamento de
raspagem, eletroporacéo, fosfato de célcio e transfeccdo mediada por virus.
Estas técnicas séo Uteis para investigacdes de células em cultura, embora em
muitos casos ndo-praticos e ineficientes, consomem tempo ou induzem
morte celular significativa. Elas ndo sdo, portanto, 6timas para uso em
pesquisas bioldgicas e médicas ou terapéuticas em que as células

permanecem funcionais.

[003] Sabe-se bem que porfirinas e muitos outros compostos
fotossensibilizantes induzem efeitos citotoxicos sobre células e tecidos.
Estes efeitos baseiam-se no fato de que o composto fotossensibilizador
mediante a exposicéo a luz, desprende O, que decompde as membranas das
celulas e as estruturas celulares e eventualmente mata as células se a
destruicdo for extensiva. Estes efeitos foram utilizados para tratar varios
tipos de doengas neoplésicas. O tratamento é denominado terapia

fotodinamica (PDT) e é baseado na injecdo de um fotossensibilizador e
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corante tumoral seguido por exposicdo da regido de tumor a luz. O efeito
citotoxico € mediado principalmente atraves da formacéo de oxigénio. Este
intermediario reativo tem um tempo de vida muito curto em células (< 0,05
s). Assim, o efeito citotoxico primario de PDT E executado durante a
exposicdo a luz e muito proximo aos sitios de formacao de O,. O, que reage
com e oxida proteinas (histidina, triptofano, metionina, cisteina, tirosina),
DNA (guanina), acidos graxos insaturados e colesterol. Uma das vantagens
da PDT é que tecidos ndo expostos a luz ndo serdo afetados. Ha uma extensa
documentacédo referente ao uso de PDT para destruir a populacédo celular
indesejada, por exemplo, células neoplasicas. Diversas patentes se referem a
compostos fotodindmicos sozinhos ou conjugados com imunoglobulinas
dirigidas a determinantes de receptor de células nepolastica tornando o
complexo mais especifico de células. Certos compostos fotoquimicos, tais
como derivados de hematoporfirina, também tém uma capacidade inerente
de concentrar em células de malignas. Estes processos e compostos, que sdo
dirigidos para destruir as células indesejadas, sdo descritos na patente
Norueguesa NO 173319, e nos Pedidos de patente Noruegueses Nos. 073 1,
90 263 4,90 101 8,94 154 8,851897,934837,924151e89 149 1.

[004] No PCT US93/00683 é descrito um sistema de administracédo
de farmaco que é compreendido de um farmaco anticancerigeno e um
farmaco fotoativavel anexado a veiculos copolimericos. Quando da
administracdo este complexo entra no interior da célula por pinocitose ou
fagocitose e estard localizado dentro dos endossomas e lisossomas. Nos
lisossomas, a ligacdo entre o composto antineoplasico e o polimero €
hidrolisada e o formador pode difundir passivamente através da membrana
lisosdbmica para o citosol. Desse modo, este método limita 0 método a
pequenos compostos moleculares que sdo capazes de se difundir através das
membranas dos lisossomos. Depois de se permitir um atraso de tempo para

a difusdo, uma fonte de luz de ondas pequenas apropriadas e energia é
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aplicada para ativar o composto fotoativavel. O efeito combinado da droga
anticancer e farmaco fotoativavel destroem a celula. Assim, o uso de
compostos fotoativaveis conhecidos é dirigido para destruir extensivamente
estruturas celulares que conduzem a morte celular. Ndo € conhecido um
método de libertacdo de moléculas ndo permeaveis da membrana no citosol

apos a ruptura localizada das membranas endossémicas/lisossomal.

[005] O objetivo da presente invengdo é fornecer um metodo para
transportar moléculas no citosol de células vivas, em cultura ou em tecidos,
através da exposicdo das células a um composto fotoativavel, a(s)
molécula(s) que é (sdo) a ser(em) transportada(s) para dentro do citosol,
ambas as quais podem ser facilitadas por varios veiculos, expondo a célula a
luz de comprimento de onda adequado e energia para romper as membranas
endossémicas e lisosomicas e liberar as moléculas no citosol sem destruir a
funcionalidade da maioria das células. O fotossensibilizador e a molécula (s)
que é (sdo) a serem transportados para dentro do citosol podem ser
conjugados ou aplicados separadamente junto com veiculos adequados,

facilitando opcionalmente a captacdo das moléculas de interesse.

[006] Este objetivo é obtido pela presente invencdo caracterizado

pelas reivindicacdes anexas.

[007] A presente invencdo refere-se a um método para transporte de
quaisquer moléculas no citosol de células vivas, apos o que as moléculas
devem estar disponiveis no citosol e a célula deve manter sua
funcionalizacdo. Isto é realizado pela exposicdo da célula (s) a um composto
fotoativavel que é absorvido pela célula e estaré localizado em endossomas,
lisossomas ou outros compartimentos celulares, conjugados a ou
separadamente junto com moléculas portadoras, objetivando as
imunoglobulinas e as moléculas a serem transportadas para dentro do citosol
e expor as células a luz de comprimento de onda adequado para ativar o

composto de fotogeracdo, de modo que somente as membranas
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endossomicas, lisossomal ou outras membranas celulares sdo rompidas e as
moléculas liberadas no citosol sem a célula perder sua funcionabilidade pela
acdo do composto fotoativado e possivel acdo do conteudo

enossomico/lisossomal.

[008] A presente invencdo é descrita em detalhes e ilustrada pelas

figuras, das quais:

[009] A figura 1 representa uma ilustracdo de como as moléculas
podem ser introduzidas citosol celular por meio da presente invencdo. O
fotossensibilizador (S) e as moléculas de escolha (M) sdo endocitosadas
pelas Células (I, ilustra a invaginacdo da membrana plasmatica iniciadora
processo endocitico) e ambas as substancias terminam nas mesmas vesiculas
(11). Quando estas vesiculas sdo expostas a luz, as membranas das vesiculas

se rompem e os conteddos séo liberados (I11).

[010] A Figura 2. ilustra a sintese de proteinas em células NHIK 3025
apos tratamento com gelonina na auséncia ou presenca de TPPS2a e 50 seg
de luz exposicdo. Simbolos: Q, TPPS2a + luz; * - TPPS2a - luz; v, + TPPS2a
- luz; ¥, - TPPS2a + luz. As células foram tratadas com 3,2 pg / ml TPPS2a
e a concentracao indicada de gelonina durante a noite e em todos casos que
receberam a mesma dose de luz. A sintese de proteinas foi medida por
medicdo da incorporacdo de 3 [H] leucina em proteinas, 24 h apés a luz
exposicéo.

[011] A Fig.3. mostra curvas de dose-resposta para celulas tratadas

com TPPS2a e luz apenas (O) ou em combinacdo com 0,2 pg / ml (v) ou 2,0

ug / ml de gelonina, conforme descrito na Fig.2.

[012] A Fig.4. mostra a sintese de proteinas em células NHIK 3025
apoés tratamento com 3,2 ug ml TPPS2a e luz na auséncia ou presencga de 0,2
ug / ml gelonina. Simbolos: ®, TPPS » - gelonina; O, TPPS2a + gelonina.

As células foram tratadas com TPPS2a na auséncia ou presenca de gelonina
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durante a noite e expostas as doses de luz indicadas. A sintese de proteinas

foi medida medindo a incorporacgéo de 3 [HJleucina nas proteinas.

[013] A Fig. 5 ilustra a sintese de proteinas em células V79 apos
tratamento com 25 pg / ml de AIPcS2 e luz na auséncia e presenca de 1 ug /
ml de gelonina. Simbolos: + Fotossensibilizador + toxina; O

fotossensibilizador.

[014] A Fig. 6 ilustra a sintese de proteinas em células HI 46 apos
tratamento com 0,3 pg / ml TPPS2a e luz na auséncia e presenca de 1 ng /

ml gelonina. Simbolos: como na Fig. 5.

[015] A Fig. 7 ilustra a sintese de proteinas em celulas V79 apés o
tratamento com 1 pug / ml de TPPS2a e luz na auséncia e presenga de 1 pg /

ml de gelonina. Simbolos: como na Fig. 5.

[016] A Fig. 8 ilustra a sintese de proteinas em células NHIK3025
apos o tratamento com 3,2 pg / ml TPPS2a e luz na auséncia e presenga de 1

ug / ml agrostin. Simbolos: como na Fig. 5.

[017] A Fig. 9 ilustra a sintese de proteinas em células NHIK3025
apos o tratamento com 3,2 pug / ml TPPS2a e luz na auséncia e presenga de 1

ug / ml saporina. Simbolos: como na Fig. 5.

[018] A Fig. 10 ilustra a sintese de proteinas em células NHIK3025
apos o tratamento com 0,25 pug / ml de 3-THPP e luz na auséncia e presenca

de 1 ug/ ml de gelonina. Simbolos: como na Fig. 5.

[019] A Fig. 11 ilustra a sintese de proteinas em celulas COS-7 apds
o tratamento com 3 pg / ml TPPS2a e luz na auséncia e presenca de 1 pg /

ml gelonina. Simbolos: como na Fig. 5.

[020] A Fig. 12 ilustra a sintese de proteinas em células NHIK 3025
apos o tratamento com gelonina na auséncia ou presenca de TPPS4 e luz de
50 segundos exposi¢ao. Simbolos: m TPPS4 + luz; ¥ - TPPS4 - luz; 0 +
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RPPS4 - luz. As células foram tratadas com 75 pg / ml de TPPS4 e o indicado
concentracgao de gelonina durante a noite e em todos os casos dado a mesma
dose de luz. A sintese de proteinas foi medida medindo a incorporacdo de

3IHJleucina nas proteinas, 24 h apds a exposicéo a luz.

[021] A Fig. 13 ilustra a sintese de proteinas em celulas OHS ap6s o
tratamento com 3 pg / ml de TPPS2a por 18 horas seguido por 4 horas na
auséncia de TPPS2a e na auséncia ou presenga de 3 ug / ml de gelonina antes
da exposicdo a luz. As células foram incubadas pelas mesmas 4 horas em 50
uM de cloroquina ou NH4C1 10 mM para inibir a degradaciao da proteina

lisossomal.

[022] Esta bem documentado que uma série de drogas, incluindo
ftalocianina de aluminio di- e tetrassulfonado, tetrafenilporfinas sulfonadas
(TPPSN), azul do nilo, derivados de cloro e6, urucporfirina I, filoeritrina e
possivelmente a hematoporfirina e 0 azul de metileno estéo localizados nos
endossomos e lisossomas das células em cultura. Na maioria dos casos, isso
se deve a atividade endocitica. Os inventores demonstraram que a exposicao
a luz de células contendo fotossensibilizadores em seus lisossomas leva a
uma permeabilizacédo dos lisossomas e liberacao do fotossensibilizador. Em
alguns casos, por ex. TPPS2a e TPPS, quantidades substanciais de atividades
enzimaticas lisossomais foram encontradas no citosol apés a PDT, indicando
que os contetdos lisossomais podem ser liberados no citosol sem perder sua
atividade. Este efeito de corantes fotossensibilizantes pode ser usado para
liberar moléculas endocitadas de endossomos e lisossomas em geral de

acordo com a presente investigacao.

[023] A introducdo de moléculas no citoplasma celular é conseguida
por fjrsl expondo as células ou tecido a um corante fotossensibilizador, a (s)
molécula (s) que se deseja entregar no citosol das células junto com, ou ndo
moléculas transportadoras e imunoglobinas, todas que deve se localizar

preferencialmente em endossomos e / ou lisossomas. Em segundo lugar, as
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células ou tecido séo expostos a luz de comprimentos de onda adequados e
energias induzindo uma reacdo fotodinamica. Essa reacdo fotodindmica
levara a ruptura das membranas lisossomais e / ou endossomais e o contetdo

dessas vesiculas sera liberado no citosol.

[024] Os principios da presente invencdo sdo ilustrados na Fig.1. E
necessario que o fotossensibilizador e a molécula a ser introduzida nas
células estejam localizados nos mesmos compartimentos. Deve tambem ser
enfatizado que as moléculas adicionadas externamente podem se acumular
em compartimentos intracelulares diferentes de lisossomas e endossomos, e.
Aparelho de Golgi e reticulo endoplasmético. Em tais casos, 0s compostos
fotossensibilizantes localizados nos mesmos compartimentos podem ser
usados em combinagdo com a luz para os mesmos fins, desde que a
combinacdo de dose de luz e composto fotossensibilizante ndo destrua a

funcionalidade das células.

[025] A presente invencao € baseada em nossa demonstracao in vitro,
que um fotossensibilizador, por exemplo TPPS2a, (tetrafenilporfina com 2
grupos sulfonato em grupos fenil adjacentes) em combinagdo com a luz pode
induzir a liberacdo de contetidos lisossomais funcionalmente intactos sem
matar uma grande fracdo das células. O mesmo efeito pode ser obtido usando
outros compostos fotossensibilizantes sozinhos ou associados / ligados a
outras moléculas ou particulas usadas como vetores para direcionar 0S
fotossensibilizadores para endossomos / lisossomas ou  outros
compartimentos intracelulares. Tais vetores podem ser anticorpos
especificos de tecido ou célula ou outros ligantes que se ligam a superficie
celular, aumentando assim a absorcdo do fotossensibilizador por meio de
endocitose mediada por receptor. Outro vetor poderia ser 0 uso de particulas
de LDL reconstituidas. Essas particulas também sdo captadas por endocitose

mediada por receptor. O niumero de moléculas fotossensibilizadoras por A
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particula de LDL e a ligacdo as particulas de LDL podem, desta forma, ser

aumentadas em comparag¢ao com a pré-ligacdo ao LDL nativo.

[026] A presente invencdo ndo esta restrita ao uso in vitro, mas
também pode ser usada in vivo, por tratamento in situ ou por tratamento ex
vivo seguido de injecdo das celulas tratadas. A absorc¢ao pelos endossomas e
lisossomas pode ser aumentada da mesma maneira que a descrita acima para
o tratamento in vitro. Todos os tecidos podem ser tratados, desde que o
fotossensibilizador seja absorvido pelas células-alvo e a luz possa ser

fornecida de maneira adequada.

[027] A presente invencao e baseada em um fotossensibilizador e luz.
A luz deve ser absorvida pelo fotossensibilizador ou indiretamente induzir
um estado de excitacdo do fotossensibilizador. A regido do comprimento de
onda de uso dependera, portanto, do fotossensibilizador. A luz de exposicao
ndo precisa ser monocromatica ou colimada. Cada fonte de luz que emite os

comprimentos de onda apropriados pode ser usada.

[028] Surpreendentemente, a acdo fotodinamica de acordo com a
presente investigacdo parece neutralizar o efeito potencialmente citotoxico
de liberagdo do conteudo lisossomal. Os presentes autores estabeleceram
assim que a catepsina lisossomal é substancialmente inibida pela acdo
fotodinamica do TPPS2a em uma cultura de células NHIK 3025. Este foi um
efeito surpreendente da presente invencdo e auxilia na manutencdo da
viabilidade e funcionalidade das células apds o transporte de moléculas para

0 citosol por ruptura das membranas endossomais / lisossomais.

Exemplos de utilizacdo experimental e clinical tratamento

com Cancer.
1) Tratamento do cancer.

[029] Varios fotossensibilizadores se acumulam preferencialmente

em tecidos neoplasicos, sendo a seletividade de um tumor sobre o tecido
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circundante geralmente um fator de 2-3, mas esse fator pode em alguns
casos, como para os tecidos cerebrais, ser maior, ou seja, até 30. Moléculas
que pode ser de interesse clinico para o tratamento do cancer, mas é restrito
por uma baixa ou nenhuma absorcdo no citosol pode ser introduzido no
citosol por meio da presente invencao. A gelonina, conforme exemplificado
abaixo, € um exemplo de tal molécula. Varias outras moléculas, sozinhas ou
ligadas a outras moléculas (por exemplo, anticorpos, transferrina,
fotossensibilizadores, apoB em particulas de LDL reconstituidas). A
vantagem de um tal tratamento de combinacdo seria 1) efeito citotdxico
intensificado em camadas mais profundas dos tecidos tumorais, uma vez que
doses baixas e subtoxicas de luz sdo suficientes para a ruptura de lisossomas
e endossomas; 2) especificidade aumentada da toxina, uma vez que a PDT é

dada apenas a area de localizacdo do tumor.
2) Terapia genética

[030] A terapia génica, ou seja, a transferéncia terapéutica de genes
para as células dos pacientes, & promissora como um método para o
tratamento de muitas doencas genéticas, como cancer, fibrose cistica,
doencas cardiovasculares e muitas outras doengas. O principal problema hoje
é a transfeccdo que deve ocorrer in vivo ou, em alguns casos, pode ser
realizada ex vivo. Hoje, o vetor mais frequentemente usado, ou seja, a
estrutura que ajuda a entregar as moléculas de DNA nas células, séo
diferentes tipos de virus, especialmente retro e adenovirus. As desvantagens
de tais métodos sdo a baixa estabilidade do vetor, especificidade limitada,

baixo rendimento e introducdo de virus-DNA em células humanas.

[031] O DNA, seja como DNA antisense ou genes inteiros, pode ser
introduzido nas células com o auxilio da ruptura fotoquimicamente induzida

de endossomos e / ou lisossomas. O tratamento pode ser realizado in vivo.
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3) Utilizacao experimental

[032] A presente invencgédo pode ser usada para introduzir uma grande
variedade de moléculas em células em cultura, por exemplo, genes,
anticorpos, proteinas manipuladas e compostos geralmente ndo permeaveis

a membrana plasmatica.

[033] A presente invencdo € ainda ilustrada pelos seguintes exemplos

nao limitantes.

[034] Exemplo 1. Este exemplo demonstra que o tratamento

fotodinadmico libera um composto inibidor da sintese de proteinas no citosol.

[035] Uma série de toxinas vegetais mata as células ao entrar no
citosol e inativar enzimaticamente a funcdo ribossdmica. As proteinas
vegetais mais citotoxicas consistem em 2 cadeias polipeptidicas, A e B,
ligadas entre si por pontes dissulfeto. A funcdo da cadeia B é ligar a proteina
a superficie das células, enquanto a cadeia A contém a atividade enzimatica.
A gelonina é uma toxina vegetal que inibe com eficiéncia a sintese de
proteinas em sistemas sem celulas, mas tem pouco ou nenhum efeito nas
celulas intactas. O baixo efeito citotdxico em células intactas €

provavelmente devido a falta de uma cadeia B na gelonina.

[036] As células NHIK 3025 foram incubadas com TPPS # (Férmula
I) e gelonina, separadamente ou em conjunto por 18 h, seguido por 1 h em
TPPS2a e meio sem gelonina antes de as celulas serem expostas a luz. A
sintese de proteinas foi medida 24 horas apds a exposi¢éo a luz. O tratamento
fotodinamico, que mata apenas 10-20% das ceélulas, reduziu a sintese de
proteinas em 30-40% (Fig.2). Como visto na Fig.2, a gelonina sozinha na
presenca ou auséncia de luz inibe a sintese de proteinas em alguma extensao.
No entanto, a sintese de proteinas pode ser completamente inibida pela
combinag¢do de PDT e gelonina com um IC50 = 0,2 pg / ml de gelonina.

Assim, na auséncia do tratamento fotodindmico, a gelonina essencialmente
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ndo entrou no citosol. Este exemplo indica que TPPS ” e luz podem ser

usados para introduzir macromoléculas funcionalmente intactas no citosol

celular.
I--!I.
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[037] Exemplo 2: Este exemplo ilustra como a dose de luz (com o

comprimento de onda que é absorvido pelo corante) pode ser usada para

decidir o tamanho da fracdo de células sobreviventes.

[038] As células NHIK 3025 foram incubadas com TPPS2a e

gelonizacéo de acordo com o projeto do Exemplo 1.

[039] A sobrevivéncia clonogénica das células foi medida 24 horas
apos a exposicdo a luz. Conforme ilustrado na Fig. 3, virtualmente todas as
celulas foram mortas com TPPS2a e luz quando a exposi¢do a luz foi
aumentada. Isto esta de acordo com a técnica anterior em relagdo a morte de
células indesejadas com PDT. Quando a gelonina é adicionada, a taxa de
sobrevivéncia cai devido ao efeito inibidor da gelonina na sintese de
proteinas, mostrando que a gelonina agora € liberada no citosol. O aumento
da concentracdo de gelonina adicionada leva a mais gelonina no citosol,
conforme indicado por um aumento da sensibilidade das células a

fotoinativacéo.

[040] A presente invencéo oferece assim a possibilidade de definir um

nivel de sobrevivéncia em cada caso e selecionar uma combinacdo de

Peticéo 870200117564, de 23/09/2020, pag. 25/126



12 /15

composto fotossensibilizador e exposicdo a luz que mantera viva a fracao

desejada de células.

[041] Exemplo 3: Este exemplo ilustra como a alteracédo das doses de
luz controla a quantidade de gelonina liberada no citosol, conforme
determinado pela sintese relativa de proteinas. As células NHIK 3025 foram
incubadas com TPPS2a e gelonina de acordo com o projeto do Exemplo 1.
A Figura 4 mostra que as doses de luz acima da dose tdxica de 50 segundos
aumentaram a fracdo de gelonina no citosol conforme determinado pela

sintese relativa de proteinas.

[042] Os Exemplos 4-11 demonstra a utilizacdo do metodo de acordo
com a invencdo em diferentes linhas celulares e com diferentes

fotossensibilizadores e toxinas.

[043] A localizacdo intracelular dos fotossensibilizadores &
lisossomal (TPPS4, TPPS2a, AlPcS2a) e extralisossomal (3-THPP). As
seguintes abreviacdes sdo usadas: AlPcS2a para ftalocianina de aluminio
com 2 grupos sulfonato em anéis fenil adjacentes; TPPS4 para meso-
tetrafenilporfina com 4 grupos sulfonato; TPPS2a para meso-
tetrafenilporfina com 2 grupos sulfonato em anéis fenil adjacentes; 3-. THPP
para tetrahidroxilfenil porfina. As linhas de celulas utilizadas séo células de
carcinoma in situ do colo do Utero humano (NHIK 3025), fibroblastos de
pulmdo de hamster chinés (V 79), rim de macaco verde africano
transformado por SV40 (células semelhantes a fibroblastos de simio CV1)
(Cos-7) células de osteossarcoma humano (OHS) e células cancerosas de
pulmdo de pequenas células (HI 46). Todos os experimentos foram

concebidos como no Exemplo 1.

[044] Exemplo 4: Este exemplo refere-se ao uso do
fotossensibilizador AlPcS2a em células V79 com / sem gelonina como

toxina (Fig. 5). Ao selecionar uma dose de luz especifica (tempo de
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irradiacdo), € demonstrado que, sem a toxina, muito pouco dano celular é
produzido, conforme ilustrado pela pequena reducgéo na sintese de proteinas,
enguanto com a gelonina a sintese de proteinas é profundamente reduzida.
Isto mostra o transporte de moléculas de gelonina para o citoplasma celular
via lisossomas sem essencialmente danificar as células, embora a localizacdo
intracelular de AlPcS2a seja lisossomal (Moan, J., Berg, K., Anholt, H. e
Madslien, K. (1994). Aluminio sulfonado ftalocianinas como sensibilizantes
para fotoquimioterapia. Efeitos de pequenas doses de luz na localizacao,
fluorescéncia do corante e fotossensibilidade em células VV79. Int. J. Cancer
58: 865-870).

[045] Exemplo 5: Este exemplo demonstra o transporte da toxina
gelonina para as células HI 46 sem afetar essencialmente a viabilidade das
células. (Fig. 6). TPPS2a é conhecido por ser lisossomal localizado na célula.
(Berg, K., Western, A., Bommer, J. e Moan, J. (1990) Intracellular
localization of sulfonated meso-tetraphenylporphines in a human carcinoma
cell line. Photochem. Photobiol. 52: 481-487; Berg, K., Madslien, K.,
Bommer JC, Oftebro, R., Winkelman, JC e Moan, J. (1991). Localizacdo
induzida por luz de meso-tetrafenilporfinas sulfonadas em células NHIK
3025 e efeitos de fracionamento de dose. Photochem. Photobiol. 53: 203-
210; Berg, K e Moan, J. (1994) Lysosomes as photochemical targets. Int. J.
Cancer. 59: 814-822).

[046] Exemplo 6: Este exemplo demonstra o0 método de acordo com a

invencdo em células V79 usando TPPS2a como fotossensibilizador (Fig. 7).

[047] Exemplo 7: Este exemplo demonstra o transporte para células
NHIK 3025 da toxina agrostina usando o fotossensibilizador TPP2a (Fig. 8).

[048] Exemplo 8: Este exemplo demonstra o transporte da toxina

saporina para as células NHIK 3025 usando TPP2a (Fig. 9).
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[049] Exemplo 9: Este é um exemplo de comparacdo que demonstra
que quando um fotossensibilizador (3-THPP) que ndo entra nas vesiculas
endociticas (i.e. endossomos e lisossomos) (Peng, Q., Danielsen, H.E. e
Moan, J. (1994) Potent photosensitizers for photodyinamic therapy of
cancer: Applications of confocal laser scanning microscopy for fluorescence
deteccdo of fluoréforos fotossensibilizadores em células e tecidos
neoplasicos. In: Proceedings of Microscopy, Holography, and
Interferometry in Biomedicine. SPIE Vol. 2083: 71 -82), ndo ha diferenca
significativa entre o efeito da sintese de proteinas de 3THPP com ou sem
gelonina (Fig. 10). Assim, a gelonina ndo é transportada para o citosol das

células.

[050] Exemplo 10: Este exemplo demonstra o transporte de gelonina

para as células COS-7 usando TPPS2a de acordo com a invencdo (Fig. 11).

[051] Exemplo 11: Este exemplo demonstra o transporte de gelonina
para células OHS utilizando TPPS2a de acordo com a invencéo. (Fig. 13).
Nesta linha de células, ha uma degradacdo consideravel de proteinas nos
lisossomos, que no presente exemplo € inibida pela incubacdo das células
por 4 horas em 50 uM de cloroquina ou 10 mM de NH4CI1.

[052] Exemplo 12: Semelhante ao exemplo 1, este exemplo
demonstra o transporte de gelonina para as células NHIK 3025 em funcéo da
concentragdo de gelonina quando as células foram incubadas com TPPS4 e
diferentes concentracdes de gelonina e expostas a luz (Fig. 12). Quando as
células foram incubadas com gelonina sozinha e expostas a luz, ou incubadas
com TPPS4 e gelonina sem exposic¢édo a luz, nenhum transporte de gelonina

foi obtido para as células.

[053] Os exemplos demonstram que diferentes moléculas podem ser
introduzidas nas células citosol em uma ampla variedade de células,

utilizando-se diferentes fotosensibilizantes e doses de luz. Moléculas
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exogenas podem ser introduzidas no citosol celular depois de doses de
fotossensibilizantes e luz que ndo matam as células, contanto que as
moléculas sejam introduzidas e os fotossensibilizadores sejam transportados
para 0s mesmos compartimentos celulares. O efeito fotoquimico sobre um
compartimento biolégico depende da quantidade de fotossensibilizantes
nesse compartimento, da dose de luz aplicada e das propriedades espectrais
da fonte de luz. A melhor maneira de avaliar os efeitos fotoquimicos em
celulas em cultura é, portanto, medir a sobrevivéncia celular 24 horas ou
mais apos o tratamento. Ha uma boa correlacdo entre o efeito sobre a morte
celular e a inibicdo da sintese de proteina, 24 horas ap0s os tratamentos como

apresentado acima (dados ndo mostrados).
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REIVINDICACOES
1 - Processo in vitro para introducdo de moléculas no citosol de

células vivas por uso de compostos fotossensiveis e luz absorvida pelo composto
fotossensivel caracterizado por:

a) o composto fotossensivel, opcionalmente as moléculas veiculo e
a(s) molécula(s) a serem transportada(s), que sdo ligadas juntas ou separadas,
serem aplicadas as células vivas e;

b) por serem entdo endociticamente deslocados para 0S
endossomos, lisossomos ou outros compartimentos restritos a membrana
intracelular, através do qual as células séo:

c) expostas a luz com comprimentos de onda apropriados, de
acordo com o espectro de absor¢do do composto fotossensivel, em doses
variadas, dependendo da taxa de sobrevivéncia desejada, tal que, o endossoma,
lisossoma ou outras membranas do compartimento intracelular séo interrompidos
e as moléculas a serem introduzidas no citosol sédo liberadas no citosol e em que a
acdo fotodindmica mantém a viabilidade celular da maioria das células; em que
as moléculas que sdo liberadas no citosol sdo selecionadas do grupo que contém
DNA, oligodesoxirribonucleotideos, oligoribonucleotideos, mMRNA, DNA
antisenso, acucares, proteinas, peptideos, drogas impermeaveis a membrana,
outras moléculas impermedaveis a membrana covalentemente ou combinacgdes ndo
covalentemente ligadas dos moléculas mencionadas acima e em que os referidos
compostos fotossensibilizantes sdo selecionados do grupo que contém porfirinas,
ftalocianinas, purpurinas, clorinas, benzoporfirinas, naftalocianinas, corantes de
carbono, tetraciclinas e bases fracas lisomotrépicas e seus derivados.

2 - Processo de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado por
as moléculas veiculo terem anexadas as mesmas 0 composto a ser liberado no
citosol e o composto fotossensivel ou onde pelo menos um veiculo possui,
anexado ao mesmo, o composto a ser liberado no citosol e outro veiculo
semelhante ou diferente possui, anexado ao mesmo, o composto fotossensivel.

3 - Processo de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2, caracterizado

por as moléculas que sdo liberadas no citosol serem proteinas ou peptideos.
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4 - Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 3,
caracterizado por as moléculas que séo liberadas no citosol serem selecionadas
a partir de um grupo de substancias que modificam a atividade sintética da
proteina.

5 - Processo de acordo com a reivindicagdo 4, caracterizado por o
composto que € liberado no citosol ser gelonina, saporina ou agrostina ou
qualquer combinacdo destas.

6 - Processo de acordo com as reivindicagOes 1 a 5, caracterizado
por o composto fotossensivel usado ser tetrafenil porfina com 2 grupos sulfonato
nos grupos fenila adjacentes (TPPS2a), porfina meso-tetrafenila com 4 grupos
sulfonato (TPPS4) ou ftalocianina aluminio com 2 grupos sulfonato nos anéis
fenila adjacentes (AIPcS2a) ou qualquer combinagéo destes.

7 - Processo de acordo com qualquer uma das reivindicacGes 1 a 6,
caracterizado por as moléculas veiculo usadas serem moléculas de
direcionamento de sitio que facilitam a absorcdo do composto fotossensivel ou
das moléculas que devem ser liberadas para o citosol.

8 - Composicdo para modificacdo de processos neoplésticos ou
outros processos celulares em animais de sangue quente ou culturas de célula
caracterizada por a composi¢do conter uma molécula impermeavel a membrana
para ser liberada no citosol e um fotossensibilizador que apds a ativacdo da luz
rompe as membranas do compartimento intracelular, cujos compostos podem ser
opcionalmente ligados as mesmas ou diferentes moléculas transportadoras, para
facilitar a translocacdo em endossomos, lisossomas ou outros compartimentos
intracelulares restritos a membrana, em que 0 composto impermeavel a
membrana € selecionado a partir do grupo contendo DNA,
oligodesoxirribonucleotideos, oligoribonucleotideos, mMRNA, DNA antisenso,
acUcares, proteinas, peptideos, drogas impermeaveis a membrana, outras
moléculas impermeéveis & membrana, combinaces covalentemente ou néo
covalentemente ligadas dos moléculas mencionadas acima e em que 0 composto
fotossensibilizador é selecionado do grupo contendo porfirinas, ftalocianinas,
purpurinas, clorinas, benzoporfirina, natalocianinas, corantes cationicos,

tetraciclinas e bases fracas lisomotropicas e seus derivados.
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9 - Composicdo de acordo com a reivindicacdo 8, caracterizada
por veiculos moleculares terem anexados aos mesmos 0 composto impermedvel
a membrana e o composto fotossensivel, onde pelo menos um veiculo tem
anexado a0 mesmo o composto impermeavel & membrana e outro veiculo,
semelhante ou diferente, tem anexado ao mesmo o composto fotossensivel.

10 - Composicao de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 8
ou reivindicacdo 9 caracterizada por o composto impermeével a membrana ser
um composto antineoplastico.

11 - Composigéo de acordo com a reivindicagdo 10, caracterizada
por o composto antineoplastico ser gelonina.

12 - Composicdo de acordo com a reivindicacdo 8, caracterizada
por o composto fotossensivel ser tetrafenilporfina com dois grupos sulfonato nos
grupos fenila adjacentes.

13 - Composicao de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 8
a 12, caracterizada por o transportador ser selecionado a partir de moléculas
direcionadoras de sitio, que facilitam a captacdo do composto fotossensibilizador
ou das moléculas a serem liberadas no citosol.

14 - Composicéo de acordo com a reivindicacao 8 ou reivindicagéo
13, caracterizada por o composto a ser liberado no citosol ser selecionado do
grupo contendo DNA, oligo(deséxi)nucleotideos, mMRNA ou DNA antisenso e
combinagdes ligadas covalente ou ndo covalentemente das moléculas acima para
uso na terapia de genes.

15 - Kit para realizacdo do processo de acordo com qualquer uma
das reivindicacdes 1 a 7, caracterizado por conter compostos fotossensiveis, as
moléculas a serem transportadas e opcionalmente os compostos veiculos que
podem facilitar o transporte destas moléculas, em que as moléculas a serem
transportadas sdo selecionadas a partir do grupo contendo DNA,
oligodesoxirribonucleotideos, oligoribonucleotideos, mMRNA, DNA antisenso,
acUcares, proteinas, peptideos, drogas impermedveis a membrana, outras
moléculas impermeéveis a membrana, combinag¢bes covalentemente ou néo
covalentemente ligadas dos acima mencionados moléculas e em que 0 composto

fotossensibilizante é selecionado a partir do grupo que contém porfirinas,
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ftalocianinas, purpurinas, clorinas, benzoporfirinas, natalocianinas, corantes

catiénicos, tetraciclinas e bases fracas lisomotrdpicas e seus derivados.
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FIG. 1
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