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Resumo

A doxorrubicina (DOX) tem se mostrado eficaz no tratamento de cénceres sélidos e
hematoldgicos, mas a sua potencial cardiotoxicidade irreversivel, limita o sucesso do
tratamento, levando a um baixo indice terapéutico. O selol, mistura de
selenitotriacilglicerideos, mostrou atividade citostatica em ensaios in vitro e demonstrou
habilidade em reduzir a viabilidade de células resistentes a DOX. Os objetivos gerais do
presente trabalho foram: 1) desenvolver uma nanocépsula contendo selol e doxorrubicina com
didmetro préximo a 200 nm, 2) avaliar sua atividade anticancer in vitro e in vivo, e 3) verificar
0 seu potencial cardiotoxico. A formulacdo obtida consistiu de nanocdpsulas com nucleo de
selol e com involucro de poli(metil vinil-éter co-anidrido maléico) conjugado a doxorrubicina.
As nanocépsulas apresentaram-se estaveis e monodispersas. Para os testes in vitro, foram
utilizadas as células de adenocarcinoma mamario murino (4T1) e celulas de fibroblasto
murino como célula ndo tumoral (NIH-3T3). Os tratamentos DOX (doxorrubicina), NCS-
DOX (nanocapsulas de selol contendo doxorrubicina) e Pol-DOX (produto da reacdo entre
PVM/MA e doxorrubicina) provocaram significativa reducdo na viabilidade de células 4T1.
Ensaios de interiorizacdo mostraram que NCS-DOX e Pol-DOX séo mais interiorizadas do
que DOX livre em ceélulas 4T1. NCS-DOX manteve o potencial da DOX em expor a
fosfatidilserina na face externa da membrana em células 4T1, sendo este evento um dos que
indica a ocorréncia de apoptose. NCS-DOX apresentou maior capacidade de provocar
fragmentacdo de DNA, além de provocar maior alteracdo na polarizacdo mitocondrial do que
DOX. NCS-DOX também foi capaz de gerar maior producdo de EROs em tempos de 3 e 24
horas de exposicdo do que DOX. NCS-DOX e Pol-DOX alteraram a distribuicdo intracelular
da DOX guando comparados com a exposic¢do a DOX livre, do nicleo para a mitocondria. Em
estudos in vivo a NCS-DOX apresentou mesma habilidade da DOX em reduzir o crescimento
do tumor de células 4T1, além de apresentar a mesma biodistribuicdo em camundongos
BALB/c. A NCS-DOX néo elevou os niveis de CK-MB quando comparado ao controle, o
mesmo efeito ndo foi observado para DOX livre. Portanto, conclui-se que a NCS-DOX é
eficaz contra células cancerosas 4T1 in vitro e in vivo, e menos cardiotdxica que a DOX in

vivo.

Palavras chaves: doxorrubicina, selol, nanocapsulas, cancer de mama, cardiotoxicidade.
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Abstract

Doxorubicin (DOX) has shown to be effective in the treatment of solid and haematological
cancers, but its potential irreversible cardiotoxicity limits the success of the treatment,
lowering its therapeutic index. The selol, selenitotriacylglicerides mixture, has shown
cytostatic activity in in vitro tests and ability to reduce the viability of doxorubicin-resistant
cells. The general goals of this study were: 1) to develop nanocapsules containing selol and
doxorubicin with diameter close to 200 nm, 2) to evaluate its in vitro and in vivo anticancer
activity, and 3) to check its cardiotoxicity. The formulation consisted of nanocapsules with a
core of selol and a shell of poly (methyl vinyl ether-co-maleic anhydride) conjugated to
doxorubicin. The nanocapsules were stable and monodisperse. For in vitro tests, murine
mammary adenocarcinoma cells (4T1) and fibroblast murine as non-tumor cell (NIH-3T3)
were used. The treatments DOX (doxorubicin), NCS-DOX (nanocapsules of selol containing
doxorubicin) and Pol-DOX (product of the reaction between PVM/MA and doxorubicin)
caused a significant reduction in the viability of 4T1 cells. Internalization assays showed that
NCS-DOX and Pol-DOX are more internalized than free DOX by 4T1 cells. NCS-DOX,
similarly to free DOX, expose phosphatidylserine on the outside face membrane in 4T1 cells,
this is an event that indicate apoptosis. NCS-DOX showed an increased ability to cause DNA
fragmentation and to disturb the mitochondrial membrane polarization in comparison to free
DOX. NCS-DOX was also able to induce higher production of ROS, at 3 and 24 hours of
exposure. NCS-DOX and Pol-DOX altered intracellular distribution of doxorubicin when
compared to free DOX alone, from the nuclei to the mitochondria. In in vivo studies, NCS-
DOX and free DOX showed the same ability to reduce 4T1 tumor growth, and presented the
same biodistribution in BALB/c mice. The NCS-DOX did not increase CK-MB levels when
compared to the control. Free DOX significantly increased CK-MB activity. Therefore, it is
concluded that the NCS-DOX is effective against 4T1 cancer cells in vitro and in vivo, and

less cardiotoxic than free DOX in vivo.

Keywords: doxorubicin, selol, nanocapsules, breast cancer, cardiotoxicity.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas o cancer tornou-se um evidente problema de salde publica
mundial. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estimou que no ano de 2025 possam
ocorrer 20 milhdes de novos casos de cancer . O cancer de mama é o segundo mais frequente
no mundo, 0 mais comum entre as mulheres, e corresponde a 25,2 % de todos os tipos de
cancer diagnosticado nas mulheres. O cancer de mama é o tipo que apresenta a maior
incidéncia e maior mortalidade na populagcdo feminina em todo o mundo, tanto em paises

desenvolvidos quanto em paises em desenvolvimento (INCA, 2016).

As taxas de incidéncia do cancer de mama variam entre as diferentes regibes do
mundo, com as maiores taxas em 2012 na Europa Ocidental e as menores taxas na Asia
Oriental. Em 2012 foram estimados 500 mil obitos por cancer de mama em mulheres em todo
0 mundo. A estimativa para 0s anos de 2016 e 2017 apontam para a ocorréncia de 600 mil
novos casos de cancer no Brasil. E para o cancer de mama estima-se a ocorréncia de quase 58
mil novos casos. Excetuando-se o cancer de pele ndo melanoma, o cancer de mama € o tipo
mais frequente em mulheres das regides Sul, Sudeste, Centro-Oeste e Nordeste. Na regido
Norte € 0 segundo mais incidente. A idade é o principal fator de risco e 0 nUmero de casos
aumenta de forma acelerada ap0s os 50 anos. No Brasil, as taxas de mortalidade pelo cancer
de mama ainda continuam elevadas, provavelmente porque a doenca € diagnosticada em
estdgios avancados. Estatisticas indicam aumento de sua incidéncia tanto nos paises
desenvolvidos quanto nos em desenvolvimento (INCA, 2016). Na populacdo mundial, a
sobrevida média apds 5 anos € de 61% (INCA, 2014).

A terapia contra o cancer continua sendo um desafio devido aos mecanismos de
resisténcia das células tumorais e a toxicidade dos farmacos anticancer (Perche, Patel, &
Torchilin, 2012). Desta maneira, varios novos estudos sdo realizados na tentativa de encontrar
solugdes menos agressivas aos pacientes e com melhores resultados. O desafio da
quimioterapia do cancer, assim como de qualquer outro tipo de terapia, é alcancar a cura sem
causar efeitos adversos (Yoshitomi, Ozaki, Thangavel, & Nagasaki, 2013). Neste contexto, 0
uso de nanoestruturas como carreadores de farmacos anticancer pode aumentar a eficécia e
reduzir os efeitos colaterais negativos, i.e., aumentar o indice terapéutico de farmacos ja

disponiveis no mercado.



Nanoestruturas oferecem varias vantagens para a entrega de farmacos, as quais
geralmente ndo s&o observadas com as formas farmacéuticas convencionais. Para a entrega de
farmacos podem ser utilizados nanoparticulas poliméricas, dendrimeros, lipossomas,
nanoparticulas metéalicas, entre outras (Mirza & Shamshad, 2011). Além de proporcionar a
entrega tecido-especifica, este tipo de sistema pode superar barreiras fisiolégicas no corpo
(ex: barreira hematoencefalica, vias sanguineas pulmonares e as jungdes oclusivas epiteliais)
(Rawat, Singh, Saraf, & Saraf, 2006). Ainda, as propriedades de superficie das nanoestruturas
podem ser modificadas para que o sistema imunitario ndo as reconheca e para que sejam

eficientemente direcionadas para determinados tipos de tecidos (Rawat et al., 2006).

Dentre os farmacos quimioterapicos, a doxorrubicina (DOX) é um dos mais utilizados
atualmente na prética clinica (Yang, Teves, Kemp, & Henikoff, 2014). Este farmaco inibe a
sintese e a transcricdo de DNA, intercalando-se entre as bases nitrogenadas do DNA, e sua
atividade depende de sua concentracdo intracelular (Lince, Bolognesi, Stella, Marchisio, &
Dosio, 2011; Mirza & Shamshad, 2011). A DOX tem se mostrado eficaz no tratamento de
canceres sdlidos e hematologicos, mas a sua potencial cardiotoxicidade limita o sucesso do
tratamento (Perche et al., 2012; Yang et al., 2014). A cardiotoxicidade causada pela DOX ¢
irreversivel e pode ocasionar faléncia cardiaca (Mitra, Gaur, Ghosh, & Maitra, 2001; Park et
al., 2009; Xi et al., 2012), contribuindo para um baixo indice terapéutico (Mitra et al., 2001).
Uma das teorias que explica o mecanismo da cardiotoxicidade da DOX é que esta induz
estresse oxidativo nos cardiomiocitos e altera o metabolismo energético mitocondrial (Xi et
al., 2012).

Uma estratégia empregada para limitar a cardiotoxicidade da DOX € a associagdo
desta a carreadores que diminuam a entrega de DOX livre ao tecido cardiaco e aumentem a
entrega nos tecidos tumorais (Park et al., 2009). Algumas formula¢cdes com DOX baseadas
em polimeros biodegradaveis, tais como o poli(acido latico) (PLA) e o poli(acido latico-co-
glicolico) (PLGA), tém sidos relatadas na literatura (Lince et al., 2011). De fato, 0 aumento
da meia vida de farmacos e de seu acimulo em tumores tém sido alcancados através de sua
associacdo a nanoestruturas. Esses efeitos sdo dependentes do tamanho das nanoparticulas
(Mitra et al.,, 2001). Foi observado que nanoparticulas de menor diametro (<100 nm)
permanecem na circulacdo sistémica por um periodo prolongado, enquanto que nanoparticulas
maiores (<200 nm) possuem a habilidade de se acumular mais facilmente em tumores (Mitra

et al., 2001). Um tempo de circulagdo sistémica e um tamanho adequados podem reduzir o



acumulo das nanoparticulas em tecidos sadios e aumentar o acumulo em tecidos tumorais por
extravasamento através das fenestras presentes na vasculatura tumoral (Blanco & Ferrari,
2014).

Outro agente que possui potencial para ser utilizado no tratamento contra o cancer € o
selol. Este € um 6leo viscoso composto de uma mistura de diferentes selenitotriacilglicerideos
sintetizados a partir do 6leo de sementes de girassol. Este composto contém selénio no estado
de oxidacdo +4. A literatura sugere que o selénio presente no selol apresenta atividade
anticancer (Malinowska et al., 2009; P. Suchocki, Jakoniuk, & Fitak, 2003; Piotr Suchocki et
al., 2007, 2010). Resultados publicados na literatura indicam que o selol em concentracGes
adequadas pode restaurar a sensibilidade aos agentes quimioterapicos em células malignas
resistentes (Piotr Suchocki et al., 2007). Sendo assim, o potencial sinergismo de selol com
quimioterapicos, como a DOX, pode ser explorado para tratamento do cancer. Neste contexto,
a proposta deste projeto e desenvolver nanocapsulas com nucleo de selol e invélucro
composto de poli(metil vinil-éter co-anidrido maleico) conjugado a DOX. Pretende-se, com
esta estratégia, reduzir a cardiotoxicidade da DOX pela reducdo de sua entrega ao tecido
cardiaco ou por alteracdo de seu mecanismo de citotoxicidade no nivel celular, bem como
melhorar a sua eficacia anticancer pelo aumento da sua entrega ao tecido tumoral e pela

potencial sinergia da DOX com o selol.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Cancer de Mama

Em condicdes fisiologicas normais, células epiteliais possuem estrutura bem definida
formando camadas uniformes. No caso da mama, as células epiteliais formam o revestimento
dos ductos que séo responsaveis pelo transporte do leite durante a lactacdo (Videira, Reis, &
Brito, 2014). Mais de 80% dos canceres de mama tém origem no epitélio ductal, chamado
carcinoma ductal. Uma minoria dos canceres de mama se origina no epitélio lobular, chamado
carcinoma lobular (Figura 1). O cancer de mama ocorre em homens e mulheres, mas em

homens a ocorréncia é rara (INCA 2014).

Em geral, os tumores de mama sdo classificados em quatro estagios com base no
tamanho do tumor e envolvimento de nodulos. O primeiro estagio é caracterizado por uma
massa tumoral bem definida e localizada, caracterizada por pouca invasdo do tecido
adjacente, ja& o segundo e terceiro estagios sdo caracterizados pelo aumento do volume
tumoral e pela aquisicdo de um fenotipo invasivo (tumores maiores e metastaticos). No tumor
de mama invasivo, o envolvimento de nodulos linfaticos faz surgir as subclassificacdes A, B e
C, sendo o cancer de subclassificacio A o de menor agressividade e o C o de maior
agressividade. Ja os tumores mais avancados sdo classificados como sendo de quarto estagio.
O tamanho do tumor e a ocorréncia de metastases estdo positivamente correlacionados com o
fendtipo invasivo. A progressao dos tumores ocorre junto com varias mutacées envolvidas em
quimioresisténcia, ativacdo da proliferacdo e da sobrevida tumoral, promovendo resultados

clinicos heterogéneos (Videira et al., 2014).
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Figura 1. Anatomia da mama feminina (“National Cancer Institute”, 2015)



2.2 Principais tratamentos para o cancer de mama

As opcdes de tratamento para o cancer de mama incluem cirurgia, radioterapia,
quimioterapia, terapia hormonal e terapia alvo como os anticorpos monoclonais (“National
Cancer Institute”, 2015). Mas em estagios mais avancados e agressivos estas estratégias sdo
caracterizadas por resultados insatisfatorios, falta de especificidade dos tratamentos e possivel
recorréncia da doenca (Blanco & Ferrari, 2014).

O tratamento depende dos fatores do progndéstico e frequentemente envolve uma
combinagdo de intervengdes locais como cirurgia e radioterapia, associadas a tratamentos
sistémicos como quimioterapia, terapia hormonal e/ou terapia direcionada (Siegel et al.,
2014). A cirurgia consiste na remocao total ou parcial da mama (mastectomia), e pode ocorrer
também a remocédo de nodulos linfaticos adjacentes. A radioterapia consiste na utilizacéo de
radiagdes ionizantes que sdo capazes de destruir células tumorais. A radiagdo é comumente
utilizada em associacdo com a quimioterapia (INCA, 2014; Murawa, Murawa, Adamczyk, &
Potom, 2014). Devem ser também considerados, na escolha do tratamento, os fatores
biologicos do tumor, como a expressdo génica dos diferentes receptores e a presenca ou

auséncia de metastase (Bourdeanu & Liu, 2015).

A terapia neoadjuvante € o tratamento utilizado antes do procedimento cirargico. Esta
é bem estabelecida para canceres de mama localmente avancados ou para canceres de mama
precoces. Sua principal funcdo é melhorar os resultados cirdrgicos (Gampenrieder,
Rinnerthaler, & Greil, 2013). Os pacientes que possuem os linfonodos axilares acometidos
sdo candidatos a realizacdo de quimioterapia, ja para 0S que nao possuem o envolvimento
desses linfonodos, é necessario levar em consideracdo a anatomia, histologia e caracteristicas

patologicas do tumor para a escolha do tratamento (Bourdeanu & Liu, 2015).

O tratamento do cancer de mama metastatico ainda ¢ um desafio. Mesmo quando o
cancer de mama metastatico ndo pode ser curado, o tratamento com novos agentes pode ser
efetivo, aumentando o tempo de vida dos pacientes sem 0s sintomas relacionados a doenca. A
quimioterapia é utilizada para o cancer de mama metastatico avangado como forma paliativa e
quando a doenca progride para érgdos viscerais ameacando a qualidade de vida. Os agentes
utilizados incluem antraciclinas (doxorrubicina, epirrubicina), taxanos (paclitaxel, docetaxel),

platinas (cisplatina, carboplatina), capecitabina, vinorelbina e gencitabina (Johnston, 2011).



2.3 Nanotecnologia no tratamento de neoplasias

A aplicacdo da nanotecnologia pode trazer avancos significativos no diagndstico,
tratamento e no acompanhamento do cancer. A nanotecnologia envolve a engenharia de
dispositivos com dimensdes na escala nanométrica, similares com algumas vesiculas
bioldgicas ou as macromoléculas do nosso corpo. As nanoestruturas sdo capazes de superar as
barreiras biologicas, podem se acumular preferencialmente em tumores, e podem ser
especificamente direcionadas as células cancerosas para a detec¢do ou tratamento do tumor.
Ainda, podem ser projetadas para se acumular passivamente nos tumores devido ao efeito de
retencdo e permeacdo aumentadas (EPR), causado pela vascularizacdo malformada, com
fenestras maiores, e drenagem linfatica ineficiente, caracteristicas de varios canceres solidos
(M. Wang & Thanou, 2010).

Um dispositivo terapéutico anticancer eficaz é aquele que tem a capacidade de reduzir
e eliminar tumores sem danificar tecidos saudaveis. Um aumento da especificidade do agente
anticancer pode melhorar a eficacia do tratamento e diminuir a possibilidade de efeitos
adversos. Nanoparticulas podem oferecer melhorias na terapéutica contra o cancer por poder
se acumular mais intensamente no local do tumor, e ter a capacidade de escapar de
mecanismos de resisténcia a maltiplos farmacos (Byrne, Betancourt, & Brannon-Peppas,
2008).

Dentre as nanoestruturas ja estudadas, nanoesferas, nanocapsulas, lipossomas,
micelas, entre outros, podem ser utilizadas para a entrega de agentes terapéuticos. Podem ser
realizadas varias modificacfes nestas nanoestruturas para controlar suas propriedades in vivo
como, por exemplo, sua longevidade, sua estabilidade na circulacédo, ou sua especificidade ao
tecido alvo (V. Torchilin, 2009).

Alguns sistemas nanoestruturados de entrega de farmacos ja estdo aprovados por
diferentes agéncias regulatorias para o uso clinico no tratamento do céancer. Os exemplos
incluem a doxorrubicina lipossomal (Myocet ™, Elan Pharmaceuticals), doxorrubicina
lipossomal peguilada (DOXIL ®, Ortho Biotech, e Caelyx®, Schering Plough),
daunorubicina lipossomal peguilada (DaunoXome®, Diatos), nanoparticulas de paclitaxel

conjugadas a albumina (Abraxane®, Abraxis Bioscience), entre outras (Byrne et al., 2008).

Entre os dispositivos de entrega utilizados, podem ser destacadas as nanocapsulas

poliméricas, que sdo sistemas vesiculares (figura 2) com um nicleo liquido ou sélido, que
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geralmente confina os farmacos, e uma membrana polimérica, denominada invélucro, que o
envolve. O nucleo da nanocépsula pode ter caracteristica hidrofilica ou lipofilica, de acordo
com o0 método de preparo e 0s materiais utilizados. As nanocapsulas também podem carrear
os farmacos em sua superficie ou embebidos em seu involucro (Mora-Huertas, Fessi, &
Elaissari, 2010).

(a)
Liquid core
Polymeric membrane
(b)
Polymer matrix

Poly meric membrane

{c)
Liquid core
Polymeric membrane

Aclive substance in
molecular state

Figura 2. Diferentes nanocapsulas. a, ndcleo liquido. b, nGcleo composto por matriz polimérica. ¢, farmacos no

nucleo e na membrana polimérica. (Mora-Huertas et al., 2010).

O invélucro é geralmente composto por um polimero. Neste caso, o PVM/MA
[poli(metil vinil-éter-co-anidrido maléico)] (Gantrez® AN 119) é um copolimero de baixa
toxicidade e excelente biocompatibilidade (Krassimira Yoncheva, Lizarraga, & Irache, 2005).
Estas caracteristicas sdo importantes para o desenvolvimento de nanocarreadores de agentes
terapéuticos. Uma caracteristica vantajosa deste polimero é a presenca de grupamentos
anidrido (Figura 3), que podem ser usados para ligar facilmente diferentes tipos de moléculas,
principalmente aquelas com grupamentos hidroxila ou amina (Arbds, Wirth, Arangoa, Gabor,
& Irache, 2002).



Gantrez AN 119

Figura 3. Estrutura do PVM/MA (poli (metil vinil-éter-co-anidrido maléico) (Gantrez NA 119) (Guhagarkar,
Gaikwad, Samad, Malshe, & Devarajan, 2010).

2.4 Doxorrubicina

A DOX, também chamada de adriamicina, pertence a classe das antraciclinas
(Bertazzoli, Chieli, Ferni, Ricevuti, & Solcia, 1972), e € um dos agentes quimioterapicos mais
importantes atualmente, sendo largamente utilizada contra tumores sélidos e leucemias
agudas (Thorn, Oshiro et al. 2012). Porém, a ocorréncia de resisténcia e efeitos adversos,
principalmente danos ao miocardio, tém limitado o seu sucesso no tratamento de cancer
(Thorn, Oshiro et al. 2012). Alguns mecanismos tém sido propostos para explicar a acdo da
DOX, incluindo a inibicdo da topoisomerase I, intercalacdo com bases nitrogenadas no DNA,
estresse oxidativo e superproducdo de ceramida (Gewirtz, 1999; Minotti, Menna, Salvatorelli,
Cairo, & Gianni, 2004; Senchenkov, Litvak, & Cabot, 2001). Mas a importancia relativa

destes mecanismos ainda permanece controversa (Yang et al., 2014).

Vérios nanossistemas desenvolvidos, como micelas poliméricas, conjugados
poliméricos e outros tipos de carreadores tém mostrado potencial para a reducéo da toxicidade
da DOX em ensaios de fase 1 (Cai et al., 2010). O lipossoma peguilado contendo DOX
(Doxil®) tem mostrado bons resultados clinicos (ROSE, 2005).

Estudos mostraram que a associacdo da DOX a nanoparticulas poliméricas de
poli(acido latico-co-glicélico) (PLGA) e polietilenoglicol (PEG) ndo comprometeu sua
eficdcia, além de reduzir a sua cardiotoxicidade. Estas nanoparticulas foram estudadas em
modelo in vivo de camundongos BALB/c com linfoma (células B murinas da linhagem A20),
e foi investigada a cardiotoxicidade dos tratamentos através de ecocardiograma, niveis de

creatina fosfoquinase (CPK) e histopatologia. Foi observado que a administracdo da DOX
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livre nos camundongos provocou um aumento de sete vezes no nivel de CPK e uma
significante diminuicdo na fracdo de encurtamento do ventriculo esquerdo, enquanto que as
nanoparticulas associadas a DOX ndo provocaram nenhum desses resultados, possivelmente
pelo aumento de sua entrega ao local do tumor e reducdo de sua entrega ao tecido cardiaco
(Park et al., 2009).

Ainda, a DOX é um farmaco anfifilico (Mitry & Edwards, 2016) (figura 4) e, por
possuir baixa absorcdo por via oral, € administrada por via endovenosa. Em tecidos sélidos a
DOX apresenta baixa penetragdo e distribuicdo, e assim surge a importancia do
desenvolvimento de dispositivos de entrega que superem estas barreiras (Primeau, Rendon, &
Hedley, 2005).

Figura 4. Estrutura quimica da doxorrubicina (DOX).

2.5 Selol

O selol é composto de uma mistura de selenitotriacilglicerideos (figura 5), com selénio
em seu estado de oxidacdo +4, que possui toxicidade sistémica relativamente baixa
(Malinowska et al., 2009; P. Suchocki et al., 2003; Piotr Suchocki et al., 2007, 2010). Sendo
assim, comparado a outros compostos contendo selénio 1V, é possivel administrar o selol em
doses relativamente altas, possibilitando explorar sua a atividade anticancer associada a uma
baixa toxicidade sistémica (Piotr Suchocki et al., 2007, 2010). Tem sido especulado que a
atividade anticancer de compostos contendo selénio esta relacionada a sua atividade proé-
oxidante (Drake, 2006), induzindo estresse oxidativo em células cancerosas (Piotr Suchocki et
al., 2010).



Ensaios in vitro demonstraram que o selol exibe forte habilidade em reduzir a
viabilidade de células de leucemia resistentes a DOX ou vincristina (Piotr Suchocki et al.,
2007). Neste contexto, tem sido proposto que o selol pode aumentar a sensibilidade de células
tumorais resistentes a agentes quimioterapicos (P. Suchocki et al., 2003). Ensaios in vitro
também demostraram que o selol € citostético e ativa mecanismos de apoptose (de Souza et
al., 2014). Sendo assim, o selol apresenta potencial para ser utilizado como adjuvante no
tratamento quimioterapico do cancer. Porém, por ser um composto altamente hidrofébico, sua
aplicacdo em organismos vivos ainda é um desafio. Este problema pode ser superado através
da nanoencapsulacdo do selol e sua dispersdo em um veiculo aquoso. O desenvolvimento de
uma nanocapsula polimérica contendo selol ja foi realizado (de Souza et al., 2014), mas a sua
combinagdo com outro agente quimioterapico, como a DOX, em uma mesma nanoestrutura,

ainda ndo foi estudada.
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Figura 5. Estrutura do selol de acordo com a concentracédo de selénio (Piotr Suchocki et al., 2010).
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3. JUSTIFICATIVA

A quimioterapia contra o cancer continua sendo um desafio devido aos mecanismos de
resisténcia das células tumorais e a toxicidade dos farmacos anticancer. O uso de
nanoestruturas como carreadores de farmacos anticancer pode aumentar a eficacia e reduzir os
efeitos colaterais da quimioterapia. As nanoestruturas oferecem vérias vantagens para a
entrega de farmacos, as quais geralmente ndo sdo observadas com as formas farmacéuticas

convencionais.

A hipotese deste projeto € que nanocapsulas com diametro entre 100 e 200 nm
atravessam mais facilmente as fenestras presentes em tumores de mama, devido ao efeito
EPR, do que fenestras presentes na vasculatura de tecidos sadios. Este evento aumentaria o
indice terapéutico destes farmacos nanoencapsulados em relagdo aos farmacos livres. Ainda, o
selol pode atuar sinérgica ou aditivamente com a DOX em células cancerosas, aumentando
sua eficacia contra o tecido tumoral. Assim, uma formulacdo com estas nanocapsulas seria

eficaz contra cancer de mama e provocaria menos efeitos adversos.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Desenvolver um sistema de nanocapsulas com nucleo oleoso de selol e involucro de
PVM/MA ligado a DOX, para alcancar a reducdo da cardiotoxicidade da DOX, mantendo ou

aumentando a sua eficacia contra cancer de mama murino.

4.2 Objetivos Especificos

o Desenvolver nanocépsulas funcionalizdveis com invélucro polimérico e nucleo de
selol com didmetro hidrodinamico entre 100 e 200 nm, util ao direcionamento a
tumores;

o Associar as nanocépsulas a doxorrubicina de maneira a aumentar ou manter sua
atividade anticancer e reduzir seus efeitos adversos;

o Auvaliar as caracteristicas coloidais — potencial zeta, diametro hidrodinamico e indice
de polidispersdo — e morfologicas das nanocapsulas;

o Verificar a atividade das nanocapsulas em ensaio de viabilidade em células de
adenocarcinoma mamario murino (4T1) e fibroblastos murinos (NIH-3T3) in vitro;

o Verificar o perfil de interiorizacdo e mecanismos de morte das nanocapsulas por
celulas 4T1 in vitro;

o Analisar o perfil de distribuicdo intracelular das nanocapsulas em células 4T1 in vitro;

o Avaliar o potencial cardiotdxico e a eficicia anticancer das nanocapsulas em modelo
de tumor induzido pelo indculo subcutaneo de células 4T1 em camundongos BALB/c

fémeas in vivo.
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5. METODOS

5.1 Materiais

Tabela 1. Materiais utilizados nos experimentos

Materias

Fabricante

7AAD (7-Amino-Actinomicina D)

BD, EUA

Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio
(MTT)

Invitrogen, EUA

Acetona (99,60%)

J.T. Backer, Brasil

Acetonitrila (99,95% - grau HPLC)

J.T.Backer, Brasil

Acido tricloroacético (>99,0%) Sigma, EUA
Anexina V BD, EUA
Azul de tripan Sigma, EUA
Brometo de potassio (KBr) (>99,0%) Sigma, EUA
Dimetilsulfoxido (DMSO) (>99,5%) Sigma, EUA
Cloridrato de doxorrubicina (Padrdo da Farmacopéia | Sigma, EUA
Européia)

Estreptomicina Gibco, EUA

13



Etanol (99,3° INPM)

J.T. Backer, Brasil

Giemsa

Laborclin, Brasil

Glicose

J.T. Baker, Brasil

Meio do Instituto Memorial Park Roswell (RPMI)

Gibco, EUA

Meio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM)

Gibco, EUA

Membranas de dialise (50KDa)

Spectrum Laboratories, EUA

Metanol (99,96% - grau HPLC)

J.T.Backer, Brasil

Nitrato de prata Sigma, EUA
Penicilina Gibco, EUA
Peréxido de Hidrogénio Vetec, Brasil

PVM/MA (Gantrez AN-119)

Gentilmente cedido por ISP, Brasil

RNAse

BD, EUA

Rodamina 123

Probes — Thermo Fisher, EUA

Selol (5% de selénio, m:m)

Gentilmente cedida pela Universidade Médica de

Varsévia, Poldnia
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Soro fetal bovino Gibco, EUA

Solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) Laborclin, Brasil

Suportes para microscopia eletrénica de varredura Electron Microscopy Sciences, EUA

Tampdo de ligacdo (0,1M de HEPES (pH 7,4); 1,4 M de | (Sigma, EUA)
NaCl e 25mM de CaCl,)

Telas de cobre (300 malhas) Electron Microscopy Sciences, EUA
Tetroxido de 6smio Electron Microscopy Sciences, EUA
Tripsina Gibco, EUA
Tween 80 Sigma, EUA

5.2 Preparo das nanocapsulas

Nanocapsulas com nicleo oleoso de selol e involucro de PVM/MA conjugado a DOX
foram preparadas por meio de um método de nanoprecipitacdo baseado em um trabalho
publicado pelo grupo na literatura. Este método consiste da dissolucdo do 6leo e do polimero
do involucro em um solvente organico no qual sejam livremente sollveis, seguida da adicéo
de agua, induzindo assim a precipitacdo dos componentes hidrofébicos. O solvente organico
deve ser miscivel com agua (Mora-Huertas et al., 2010). A fase aquosa — solucdo de
tensoativo em agua ultrapura — possui uma alta tensdo superficial capaz de atrair a fase
organica, responsavel por ocasionar uma turbuléncia interfacial no sistema, fazendo com que
o0 polimero se deposite na interface 6leo:fase aquosa (Mora-Huertas et al., 2010). Este
processo induz a formacgdo de nanocépsulas, nas quais o polimero compde um invélucro que

contém o nucleo oleoso. Farmacos podem ser associados tanto ao involucro quanto ao nucleo.
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Neste trabalho, a hipdtese é de que a DOX foi ligada covalentemente ao PVM/MA do
invlucro em reacdo mantida em meio liquido — mistura de DMSO e acetona — sob
temperatura ambiente e agitacdo branda por 24 horas. O produto desta reacdo foi um
conjugado de PVM/MA e DOX (Pol-DOX). Ao fim da reacéo, foi adicionado selol, formando
uma solucdo transparente. Na sequéncia, foram adicionados a esta solucéo o etanol e entéo a
fase aquosa. Neste ponto foram formadas as nanocépsulas (figura 6). Para evitar a agregacao e
reduzir o tamanho das nanocapsulas, a fase aquosa continha tensoativos de HLB (do inglés,
hydrophilic-lipophilic balance) entre 15 e 18. Apos a adicdo da fase aquosa, a mistura foi
mantida sob agitacdo por 10 minutos e os solventes foram entdo removidos por destilacdo a
40 °C sob presséo reduzida (50 mbar) em rotaevaporador (RotavaporRII®, BuchiSwitzerland,
Suica). A formulacdo foi analisada quanto as suas caracteristicas coloidais (topico 5.3.1), e
entdo armazenada a 4 °C.

Invélucro de PVM/MA
conjugado a doxorrubicina

Nucleo oleoso composto de selol

Diametro entre 100 e 200 nm

Figura 6. Representacdo de uma nanocapsula de selol com invélucro polimérico conjugado &
doxorrubicina (NCS-DOX).

Para o desenvolvimento de uma formulacdo que atendesse aos objetivos desse
trabalho, diferentes concentragcdes de selol, PVM/MA, tensoativo e DMSO foram testadas
(Tabela 2). A melhor formulacdo (NCS-DOX) foi produzida da seguinte forma:
primeiramente, 50 mg de PVM/MA e 2,5 mg de DOX foram dissolvidos em 100 pL de
DMSO (dimetilsulfoxido). O DMSO foi utilizado para auxiliar na dissolucdo da DOX e

polimero. Em seguida, foram adicionados 4,9 mL de acetona. Esta solucdo foi deixada em
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agitacdo branda por 24 horas no escuro para que a DOX reagisse com o PVM/MA.

Posteriormente, foram adicionados 60 mg de selol e a solucdo foi deixada sob agitagédo

magnética por 10 minutos. Entdo, foi adicionado etanol e, na sequéncia, esta mistura foi

vertida em béquer contendo 10 mL de &gua e 60 mg de Tween 80. Neste passo as

nanocépsulas foram formadas. Os solventes organicos e dgua foram removidos por destilacéo

ateé restar o volume de 5 mL. Sendo assim a concentragdo final de DOX nesta formulag&o foi

de 0,5 mg/mL. Também foi preparada uma formulacdo de nanocépsulas com as mesmas

concentragdes dos componentes, mas sem adicdo de DOX, a NCS (nanocépsulas de selol),

para comparag0es in vitro.

Tabela 2. Componentes das formulagdes de nanocapsulas de selol e DOX e dados do volume

final concentrado em rotaevaporador.

Formulacéo Selol DOX | PVM/MA | Tween80 | DMSO | Acetona | Etanol | Volume
(mg) | (mg) (mg) (mg) (ML) final
(mL)
NCS-DOX 60 2,5 50 60 100 4,9 10 5
(formulagao de trabalho)
NC-1 60 5 100 60 1000 4 10 10
NC-2 60 5 50 60 100 4,9 10 5
NC-3 60 5 100 60 100 4,9 10 5
NC-4 60 5 50 60 250 5 10 2
NC-5 60 5 100 60 500 5 10 2
NC-6 60 2,5 50 60 250 5 10 5
NC-7 60 2,5 100 60 500 5 10 5

5.3 Caracterizacdo das nanocapsulas poliméricas contendo selol e DOX

5.3.1 Andlise das propriedades coloidais

As nanocépsulas desenvolvidas foram armazenadas a 4 °C e analisadas em aparelho

de dispersdo de luz dinamica (ZetaSizer Nano ZS®, Malvern Instruments Ltd., Reino Unido;

laser 633 nm) para a determinacdo do seu didmetro hidrodinamico, potencial zeta e indice de
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polidispersdo. Para isto as amostras foram diluidas em &gua MiliQ®, na concentracdo de 5%
(v:v). A temperatura para andlise foi mantida em 25 °C e o angulo de leitura em 90°. As

leituras foram realizadas em triplicatas.

5.3.2 Avaliacdo da estabilidade

Aliquotas contendo as nanocépsulas para analise da estabilidade — NCS-DOX — foram
submetidas as seguintes temperaturas de armazenamento: 20-30 °C (temperatura ambiente), 4
°C e 37 °C. Para a NCS-DOX, amostras também foram dispersadas em meio de cultivo celular
e acondicionadas em estufa a 37 °C para analise da estabilidade nas condicGes de cultivo
celular suplementado com soro fetal bovino (SFB). Em determinados tempos de
armazenamento, as caracteristicas coloidais foram avaliadas (ver topico 5.3.1). As dispersoes
de nanocapsulas — NCS-DOX e NCS — também foram avaliadas quanto ao pH e foram
centrifugadas (Centrifuga Hettich — Mikro 220R Alemanha) a 31.514 g por 30 minutos em

microtubos a temperatura de 4 °C para a investigacdo de separacdo de fases.

5.3.3 Morfologia de superficie e estrutura

A caracterizacdo da morfologia de superficie das nanocdpsulas — NCS-DOX - foi
realizada em microscopio eletronico de varreadura (MEV) (Quanta Feg 250, FEI Company,
EUA). Uma aliquota de 40 pL da suspensdo de nanocapsulas foi depositada sobre suportes de
metal (stubs), logo em seguida a amostra foi fixada em vapor de tetroxido de 6smio (1%)
(p:v) por 1 hora. A amostra foi deixada para secar em dessecador contendo silica por 24
horas, em seguida foi coberta com ouro em metalizador Blazers SCD 050® (Blazers Union
AG, Liechtenstein). As imagens foram digitalizadas utilizando uma camera Nav-Cam™ (FEI
Company, EUA).

A forma das nanocapsulas foi analisada em microscopio eletrénico de transmissao
(MET) (JEOL JEM 1011®, Japdo). Para tal as amostras foram diluidas em agua MiliQ® na
concentracdo de 5% (v:v), colocadas sobre telas de cobre (300 malhas) previamente cobertas

com Formvar 0,5% e fixadas em vapor de tetroxido de 6smio (1%) (p:v) por 20 minutos.
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5.3.4 Quantificacdo da DOX por cromatografia liquida de alto desempenho

O perfil de liberacdo da DOX das nanocapsulas NCS-DOX foi avaliado através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (Shimadzu-Prominence) acoplada ao
desgaseificador (Modelo DGU 20As), com modulo de distribuicdo de solvente (modelo LC-
20AT), amostrador automatico (modelo SIL-20AHT), forno de coluna (Modelo CTO-20A),
detector de fluorescéncia (Modelo RF-10AXL) e controlador do sistema CBM-20A. A fase
estaciondria consistiu de uma coluna C18 de fase-reversa ACE AQ (25 x 0,4 cm, 5 um
didmetro de particula) (ACE, Aberdeen, Scotland) com uma pré-coluna (1 x 0,4 cm, 5 um
diametro de particula) (ACE, Aberdeen, Scotland).

Solucbes de DOX com concentragdes entre 0,05 e 2,0 pg/mL foram preparadas em
mistura de metanol:agua (1:1 v:v) para obtencdo da curva padréo/calibracéo. A fase mével foi
obtida pela mistura de 65% de acido tricloroacéetico 0,05 M aquoso e 35% de acetonitrila
(v:v). As medigdes fluorimétricas foram realizadas em célula de fluxo de 12 pL com
comprimento de onda de excitacdo de 470 nm e de emissdo de 555 nm. O volume de injecdo
foi de 20 pL, a taxa do fluxo durante o ensaio foi de 1 mL/min a uma presséo de trabalho de
120 kgf.cm™®. A temperatura da coluna foi mantida em 30 °C. O software LC solution
(Shimadzu, Tokyo, Japan) foi usado para o processamento e identificagdo dos parametros

cromatograficos.

5.3.5 Analise do perfil de liberacdo de DOX

A andlise da liberacdo da DOX das nanocapsulas NCS-DOX foi realizada pelo método
de dialise utilizando membranas com poros de 50 kDa (membranas de ester celulose,
SpectrumLabs, EUA). Em um experimento tipico, 1 mL da formulacdo NCS-DOX e da DOX
livre (0,5 mg de DOX/mL) foi adicionado a bolsa de dialise, que foi selada e imersa em 249
mL de meio dialisador (metanol e agua, 1:1 (v:v)) por 48 horas, a 37 °C, sob agitacdo
continua a 180 rpm. Na sequéncia, em determinados tempos, 1 mL de meio dialisador foi
recolhido e 0 mesmo volume foi reposto ao sistema. As aliquotas retiradas foram mantidas
congeladas até analise em HPLC. Os valores foram plotados de acordo com a porcentagem

acumulada de liberacdo da DOX.
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O caélculo da liberagdo foi realizado de acordo com a seguinte equag&o:

Lib . (()/)_[DOXliberada] 100
toeragao L) = [DOX total] X

Na qual, DOX liberada é a concentracdo de DOX medida no meio dialisador, e DOX
total é a concentracdo tedrica maxima de DOX (2 pg/mL) que seria observada caso houvesse
liberacdo de toda a DOX da formulacdo.

5.3.6 Espectroscopia de Transmiténcia na Regido do Infravermelho

Para verificar o tipo de interacdo quimica entre a DOX e o PVM/MA, nas
nanocapsulas NCS-DOX, espectros de transmitancia na regido do infravermelho de varias
amostras foram obtidos em espectrometro de infravermelho com transformada de Fourier
(sigla em inglés, FTIR) (Vertex 70, Bruker, EUA). As amostras analisadas foram: DOX,
PVM/MA, selol, NCS, Pol-DOX e NCS-DOX. Para o preparo da pastilha, as amostras secas

foram diluidas em KBr (brometo de potassio) seco na proporcao de 1:100 (m:m).

5.3.7 Espectroscopia Raman intensificada por superficie

A espectroscopia Raman Amplificada por superficie (sigla em inglés, SERS) também
foi realizada para caracterizar a interacdo entre DOX e 0 PVM/MA das nanocapsulas NCS-
DOX. Amostras isoladas de DOX, PVM/MA, selol, NCS, Pol-DOX e NCS-DOX foram
preparadas e analisadas. PVM/MA e selol foram diluidos em solucdo de agua destilada e
DMSO (1:2, v:v). NCS-DOX, DOX e Pol-DOX foram diluidas em agua destilada (1:2, v:v).
As amostras de NCS foram utilizadas sem diluicdo. Na sequéncia, as amostras preparadas
foram depositadas em placas cobertas por filme de nitrato de prata a 6 x 10 mol/L e secas
com o auxilio de nitrogénio gasoso. Para obtencdo dos espectros de SERS foi utilizado um
espectrometro triplo (Jobin Yvon modelo T64000, Tripla Raman Spectrometer, Horiba,
Japdo). O feixe do laser de ion argbnio foi focalizado na amostra por meio de uma lente
cilindrica, isto para evitar aquecimento das amostras e garantir a reprodutibilidade dos

espectros de SERS, a qual forneceu uma densidade de poténcia de 0,1 W/cm?. A linha
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utilizada foi de 514,5 nm do laser de ion argdnio com poténcia 6tica na amostra de 200 mW.
A luz espalhada foi coletada na configuracdo de macro-Raman.

5.4 Avaliag0es in vitro

5.4.1 Cultivo celular

Células tumorais murinas das linhagens 4T1 (adenocarcinoma mamario) foram obtidas
do banco de células da American Type Culture Collection (ATCC), EUA, e células ndo
tumorais murinas NIH-3T3 (fibroblastos) foram obtidas do banco de células do Rio de
Janeiro. As celulas 4T1 foram cultivadas em meio RPMI suplementado com 10% (v:v) de
soro fetal bovino (SFB) e 1% (v:v) de solucéo de antibidtico (100 unidades/mL de penicilina
e 100 mg/mL de estreptomicina). As células NIH-3T3 foram cultivadas em meio DMEM
(Meio Eagle modificado por Dulbecco) suplementado com 10% de SFB e 1% de antibidtico,
estas foram utilizadas como células controle ndo tumorais. As células foram mantidas em
incubadora imida a 37 °C e 5% de CO..

5.4.2 Andlise de viabilidade celular pelo método de MTT

O ensaio de MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio brometo) foi
utilizado para verificar a viabilidade das células (Mosmann, 1983). O teste foi realizado em
células semeadas em placas de cultivo de 96 pocos — 1 x 10* células/pogo — e expostas por 48
horas a: 1) NCS-DOX; 2) Pol-DOX; 3) NCS; 4) PVM/MA; 5) DOX, ou 6) meio de cultivo
(controle). Cada tratamento foi realizado em sextuplicata e em 6 concentraces diferentes
(equivalente a 0,03; 0,1; 0,3; 1,0; 3,0 e 9,0 pg de DOX/mL) obtidas por diluicdo seriada a
partir de uma solucdo estoque. As concentracdes de PVM/MA foram equivalentes para todas
as formulagdes que continham este polimero (equivalente a 180; 60; 20; 6,6; 2,2 e 0,74 ug de
PVM/MA/mL). As concentracdes de selol também foram equivalentes para todas as
formulagdes contendo selol (sendo as concentracdes de 0,88; 2,66; 8; 24; 72 e 216 pug/mL). A
fim de verificar se o tensoativo utilizado nas formulacdes causa reducdo na viabilidade,
celulas 4T1 e NIH-3T3 também foram tratadas com solugdo de tensoativo em concentracfes
equivalente as utilizadas nas formulagfes. Os tratamentos para este experimento foram os

seguintes: 1) Tween 80; 2) DOX e 3) Tween 80 + DOX (mistura de Tween 80 e DOX). Sendo
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as concentracOes de Tween 80 de 0,88; 2,66; 8; 24; 72 e 216 pg/mL. As concentracdes de
DOX foram as mesmas das formulagdes testadas.

Depois de 48 horas, as amostras foram removidas e as células foram incubadas com
0,5 mg/mL de MTT em meio de cultivo por 2,5 horas a 37 °C em atmosfera Umida e 5% de
COs,. A reducdo do MTT (de coloracao amarela) a formazan (coloracéo roxa) € proporcional a
atividade de desidrogenases, principalmente as mitocondriais e, consequentemente, a
viabilidade celular (Mosmann 1983). Em seguida, a solugdo de MTT foi descartada e o
formazan foi extraido das células com 200 pL de DMSO por pogo. As placas foram
analisadas em espectrofotdmetro (Spectramax M2, Molecular Devices, EUA) e a absorbancia
foi medida no comprimento de onda de 595 nm. A absorbancia foi utilizada como indice de
viabilidade celular e os resultados foram expressos como porcentagem em relacdo aos grupos
controles. Os resultados obtidos atraves do MTT foram comparados entre os diferentes tipos

de tratamento. Foram realizadas trés repeticbes do experimento.

5.4.3 Morfologia e confluéncia celular

A morfologia e confluéncia de células 4T1 e NIH-3T3 foram analisadas por meio de
microscopio de luz invertido (Leica DMil, Alemanha) utilizando corante de Giemsa. As
células foram semeadas em placas de cultivo de 12 pogos em concentracdo de 5 x 10°
células/poco. Apos 24 horas de cultivo, receberam os seguintes tratamentos: 1) NCS-DOX; 2)
DOX e 3) meio de cultivo (controle). A concentracdo de DOX foi de 0,1 e 3 pg/mL, e a de
selol — para NCS-DOX - foi de 2,66 e 72 pg/mL. O tempo de tratamento foi de 48 horas e
apenas as células aderidas ao fundo dos pocos foram analisadas. As imagens foram capturadas
por meio de camera Optica (Moticam 2300 3,0MP Live Resolution) controlada pelo software

Motic Images Plus 2.0. As imagens foram obtidas utilizando magnificacdo de 20x.

5.4.4 Indice de ades&o celular em tempo real

O experimento de RTCA (do inglés, Real Time Cell Analysis, da marca xCelligence-
Roche, Suica) foi realizado para verificar em tempo real a adeséo celular, que é proporcional a
proliferacdo e a viabilidade celulares. Para tal, células 4T1 e NIH-3T3 foram semeadas em
concentracéo de 4 x 10° células/poco em placas de cultivo de 16 pocos contendo biossensores

eletronicos para medi¢cdo de impedéncia elétrica gerada pela adeséo celular. Apos 24 horas de
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cultivo foram realizados os seguintes tratamentos: 1) NCS-DOX; 2) NCS; 3) Pol-DOX; 4)
POL; 5) DOX e 6) meio de cultivo (controle). A concentracdo de DOX foi equivalente a 1
pg/mL e a de selol — para NCS-DOX — foi de 96 pg/mL. Os indices de células aderidas no
fundo do poco foram monitorados a cada 30 minutos por 97 horas.

5.4.5 Ensaio de interiorizagdo

Para analise de interiorizacdo da DOX, células 4T1 foram semeadas em concentracao
de 1 x 10° de células/pogo em placas de cultivo de 12 pocos. Apds 24 horas foram realizados
0S seguintes tratamentos, com concentragdo equivalente de DOX de 9 pg/mL: 1) NCS-DOX;
2) Pol-DOX; 3) DOX e 4) meio de cultivo (controle). A concentracdo de selol — para NCS-
DOX — foi de 216 pg/mL. As celulas ficaram incubadas com os tratamentos por 0,25; 0,5; 1 e
3 horas, e em seguida analisadas em citometro de fluxo (FACSVerse, BD, EUA). A
fluorescéncia da DOX foi detectada em comprimento de onda de 590 nm. Para cada amostra,

10.000 eventos foram analisados usando o software FlowJo® vX 0.7.

5.4.6 Mecanismos de endocitose

Este experimento foi realizado para identificar por qual via de endocitose as
nanocapsulas sdo interiorizadas pelas células. Em um experimento tipico, células 4T1 na
concentracdo de 3 x 10 células/poco foram semeadas em placas de cultivo de 12 pocos. Apds
24 horas, estas foram incubadas com inibidores de endocitose por 30 minutos, sendo estes:
nistatina, citocalasina D, amilorida, azida sodica e filipina. Amilorida e citocalasina D inibem
as vias de endocitose mediadas por macropinositose. Nistatina e filipina inibem as vias de
endocitose mediadas por cavéolas (caveolina) (Zeng & Zhang, 2012). Ja a azida sodica inibe a
endocitose por vias que sdo dependentes de ATP (Sato, Nagai, Mitsui, Ryoko Yumoto, &
Takano, 2009). Em seguida as células foram tratadas com: 1) NCS-DOX; 2) Pol-DOX; 3)
DOX e 4) meio de cultivo (controle) por 3 horas. A concentracdo de DOX em todos 0s
tratamentos, exceto o controle, foi de 9 pg/mL e de selol —para NCS-DOX — 216 pg/mL. Para
cada tratamento, foram mantidos controles sem incuba¢do com os inibidores. A fluorescéncia
da DOX foi detectada em comprimento de onda de 590 nm. As células foram analisadas em
citbmetro (FACSVerse, BD, EUA) e 10.000 eventos foram contados por amostra. Os

resultados foram analisados usando o software FlowJo® vX 0.7.
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5.4.7 Fragmentacdo de DNA

Para andlise da fragmentacdo de DNA, células 4T1 foram semeadas em concentracdo
de 2 x 10 células/poco em placas de cultivo de 12 pocos e apés 24 horas foram incubadas
com 0s seguintes tratamentos: 1) NCS-DOX; 2) Pol-DOX; 3) DOX e 4) meio de cultivo
(controle) por 24 e 48 horas. A concentragdo de DOX foi de 1 pg/mL para todos os
tratamentos, exceto o controle, e de selol — para NCS-DOX — 24 pg/mL. As células foram
lavadas com PBS e incubadas com 50 pg/mL de RNAse por 30 minutos em estufa a 37 °C. O
material genético foi marcado com 7AAD na concentragdo de 2,5 pg/mL por 5 minutos a
temperatura ambiente. As células foram analisadas em citdmetro (FACSVerse, BD, EUA) e
10.000 eventos foram contados por amostra. A fluorescéncia da DOX foi detectada em
comprimento de onda de 590 nm e do 7AAD em 650 nm. Os resultados foram analisados no
software FlowJo® vX 0.7.

5.4.8 Analise de morte e morfologia celular por citometria de fluxo

Para a analise de exposicdo de fosfatidilserina — sinal de apoptose — e perda da
integridade da membrana celular — sinal de necrose —, foram realizadas marca¢Ges com
anexina V e 7TAAD, respectivamente. Células 4T1 foram semeadas em concentracdo de 2 X
10* células/poco em placas de 12 pocos. Apds 24 horas foram realizados os seguintes
tratamentos: 1) NCS-DOX; 2) Pol-DOX; 3) DOX e 4) meio de cultivo (controle). A
concentracdo de DOX foi de 1 pg/mL e de selol — para NCS-DOX — 24 pg/mL. Apds 48
horas de tratamento, as células foram incubadas com tampéo de ligacdo (0,1 M de HEPES pH
7,4, 1,4 M de NaCl e 25 mM de CaCl,) para aumentar a afinidade da anexina V a
fosfatidilserina. Em seguida, 5 puL de anexina V e 10 pL de 7AAD foram adicionados as
células, e estas foram entdo incubadas com estes marcadores por 5 minutos no escuro em
temperatura ambiente. Como controle negativo foram utilizadas células tratadas apenas com
DOX, sem incubac¢do com os fluoroforos, para que apenas o sinal da DOX fosse detectado. A
fluorescéncia da DOX foi detectada em comprimento de onda de 590 nm e de anexina V e
7TAAD em 488 e 650 nm, respectivamente. As células foram analisadas em citdmetro
(FACSVerse, BD, EUA) e 10.000 eventos foram contados por amostra. Os resultados foram

analisados com o software FlowJo® vX 0.7.
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5.4.9 Potencial de membrana mitocondrial

Para andlise do potencial de membrana mitocondrial foi utilizado o fluoréforo
Rodamina 123. Células 4T1 foram semeadas em concentracdo de 2 x 10* células/poco em
placas de 12 pocos. Apo6s 24 horas foram realizados os seguintes tratamentos: 1) NCS-DOX;
2)Pol-DOX; 3) DOX; 4) meio de cultivo (controle) e 5) perdxido de hidrogénio (controle
positivo). A concentracdo de DOX foi de 1 pg/mL e de selol — para NCS-DOX — 24 pg/mL.
As analises foram realizadas ap0s 24 e 48 horas de exposicdo aos tratamentos. As células
aderidas e em suspensdo foram analisadas. As células foram incubadas com 12 pg/mL de
Rodamina 123 por 15 minutos no escuro e em temperatura ambiente, e em seguida lavadas
com PBS. As celulas foram entdo analisadas em citometro (FACSVerse, BD, EUA), sendo
que 10.000 eventos foram contados por amostra. A fluorescéncia da DOX foi detectada em
comprimento de onda de 590 nm e para rodamina 123 foi de 530 nm. Os resultados foram

analisados usando o software FlowJo® vX 0.7.

5.4.10 Analise de espécies reativas de oxigénio

A analise de producéo de especies reativas de oxigénio (EROs) foi feita utilizando o
reagente CellROX green (molecular probes®), sonda fluorescente utilizada para mensurar
EROs em células vivas. Células 4T1 foram semeadas em concentracdo de 2 x 10*
células/poco em placas de 12 pocos. Apos 24 horas foram realizados os seguintes tratamentos:
1) NCS-DOX; 2) Pol-DOX; 3) DOX; 4) meio de cultivo (controle) e 5) perdxido de
hidrogénio (controle positivo). A concentracdo de DOX foi de 1 pug/mL e de selol — para
NCS-DOX — 24 ug/mL. As anélises foram realizadas ap6s 3; 24 e 48 horas de exposi¢do aos
tratamentos. As células aderidas e em suspensdo foram analisadas. As células foram
incubadas com 5 uM de CellROX por 30 minutos em estufa a 37 °C, e em seguida lavadas
com PBS. Entdo, 10.000 eventos foram contados por amostra em citbmetro (FACSVerse, BD,
EUA). A fluorescéncia da DOX foi detectada em comprimento de onda de 590 nm e do
CellROX green em 520 nm. Este experimento também foi utilizado para verificar a
morfologia celular apds os tratamentos. Os resultados foram analisados usando o software
FlowJo® vX 0.7.
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5.4.11 Analise de localizacao sub-celular

Para identificaco da localizacdo sub-celular da NCS-DOX e DOX, 5 x 10 de células
4T1 foram semeadas em placas de cultivo de 12 pocos, contendo laminula redonda de 18 mm
de didmetro. Apos 24 horas as células receberam 800 pL dos seguintes tratamentos: 1) NCS-
DOX; 2) Pol-DOX e 3) DOX. A concentracdo de DOX foi de 9 pg/mL e de selol — para NCS-
DOX — 216 pg/mL. As analises foram realizadas apds 6 horas de exposicdo com 0s
tratamentos. Faltando 30 minutos para o fim do tempo de exposi¢do aos tratamentos, foram
adicionados 200 pL dos marcadores (fluordforos) mitocondria (MitoTracker®), reticulo
endoplasmatico (ER-Tracker®), lisossomos (LysoTracker®) e nucleo (DAPI, adicionado 5
minutos antes), separadamente. As células permaneceram incubadas nas condic¢des de 37 °C e
atmosfera de 5% CO? umidificada. Apés o total de 6 horas as células foram lavadas 2 vezes
com PBS gelado, para retirada do excesso dos marcadores e dos tratamentos. As laminulas
foram retiradas com auxilio de uma pin¢a e montadas em uma lamina limpa. As laminas
prontas foram analisadas imediatamente em microscopio confocal de varreadura a laser (TSC
SP5, Leica, Alemanha) para verificacdo da emissdo de florescéncia da DOX dos tratamentos
em relacdo aos marcadores. Para obtencdo da fluorescéncia foram ajustadas as faixas

espectrais nas condicdes descritas na Tabela 3.

Tabela 3. Faixas espectrais ajustadas para deteccdo da emissdo de florescéncias da DOX e

marcadores (fluoréforos).

Excitagdo (nm) | Emissdo (nm)
DAPI 358 461
ER-Tracker® 374 430
LysoTracker® 373 422
MitoTracker® 490 516
DOX 488 590

As imagens foram obtidas em alta resolucdo utilizando microscopio confocal de
varreadura a laser ajustado com objetiva HCX PL APO 63x/1.40-0.60 CS-BL (imersdo a
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6leo), resolucdo de 1024 x 1024 pixel e com frequéncia de 100 Hz. Apo6s a obtencdo das
imagens, foi utilizado o programa Adobe Photoshop CC 2015 para ajuste da opacidade e
montagem da co-localizacdo (merge). Para verificacdo e analise da co-localizagdo da DOX
com as organelas, foi utilizado o software livre de processamento de imagens ImageJ.
Primeiramente, foi feita a divisdo dos canais vermelho (DOX), verde (MitoTracker®) e azul
(ER-Tracker®, LysoTracker® e DAPI) e em seguida, as imagens foram colocadas na escala
de cinza, pois a escala de cinza facilita a analise da localizacdo da marcacdo e contagem dos
pixels através do histograma da imagem (escala de 0-255). O proximo passo foi analisar a
intensidade de correlacdo das imagens. Essa analise permite a verificagdo do valor total de
pixels das duas imagens, sendo que a intensidade de co-localizagdo foi obtida através da
porcentagem de pixels positivos, ou seja, a sobreposicdo das duas imagens que apresentaram
valores de pixels que referencia uma nova cor, por exemplo: mistura de vermelho e azul é

roxa.

5.5 Avaliacg6es in vivo

5.5.1 Manutencéo dos animais

Camundongos fémeas da linhagem BALB/c com 8 semanas e peso de 25-30 gramas
(Biotério IPEN - CNEN/SP) foram usados neste trabalho. Os animais permaneceram em
gaiolas plasticas com temperatura controlada (~24 °C), ciclo circadiano automatizado (12/12
horas claro/escuro) e filtragem de ar no biotério do Departamento de Genética e Morfologia
do Instituto de Ciéncias Bioldgicas, da Universidade de Brasilia. A agua e alimentacao

estavam disponiveis ad libidum em todo o tempo de experimentacéo.

Os experimentos realizados neste estudo foram aprovados pela Comissdo de Etica no
Uso Animal (CEUA) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia, UnB
Doc n° 139625/2015 (anexo ).
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5.5.2 Inducéo de tumor

Os animais foram anestesiados pela via intraperitoneal com 100 pL de solugéo de
cloridrato de cetamina e cloridrato de xilazina 2% (CX) (0,8 mg/kg e 0,1 mg/kg
respectivamente), e foi realizada a tricotomizagdo dos pelos do flanco direito. Em seguida,
100 pL de suspensdo de células 4T1 na concentragdo de 2 x 10*/100 pL, em meio de cultivo

sem SFB, foram injetadas em cada animal, exceto controle sem tumor, pela via subcutanea.

5.5.3 Andlises clinicas

Quinze dias ap6s a inducdo tumoral, foram administrados os tratamentos por via
endovenosa, atraves da veia caudal, utilizando seringas de insulina com capacidade de 0,3 mL
(8 mm x 0,3 mm). Sendo assim, os animais foram divididos em grupos, anestesiados e
tiveram seu regime terapéutico iniciado. Os tratamentos foram os seguintes: 1) NCS-DOX, 2)
NCS, 3) DOX, 4) controle com tumor (injecdo de solucdo de glicose 5% m:v) e 5) controle
sem tumor (injecdo de solucdo de glicose 5% m:v). Cada grupo consistia de 6 animais. O
tratamento foi realizado com 4 doses, uma a cada 3 dias, com o equivalente a 3,2 mg de
DOX/kg/dose. O volume de cada dose foi de aproximadamente 150 uL. As amostras foram
isotonizadas com glicose a 5% m:v. No decorrer de 21 dias pds-tratamento, 0s animais foram
observados diariamente e, a cada trés dias, a massa corporal e o tamanho do tumor eram

medidos.

O célculo do tamanho tumoral foi realizado de acordo com a seguinte equacao:

T_(C+L>3 4m
BAE

Onde: VT: volume tumoral (mm?®), C: comprimento do tumor (mm), L: largura do tumor

(mm).
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5.5.4 Andlises bioquimicas

O sangue recolhido para andlise bioquimica foi coletado em tubos com gel separador
para a obtencdo do soro e posteriormente foi armazenado a -20 °C até o momento de anélise.
O soro foi utilizado para verificar os niveis de CK-MB, enzima encontrada no musculo
cardiaco sendo que seus niveis elevados indicam dano ao mesmo. Estes niveis foram
avaliados em equipamento bioquimico (Analisador automatico Chem Well T, LabTest,
Brasil) com auxilio dos reagentes CK-MB Liquiform (LabTest, Brasil) e Qualitrol CK
(LabTest, Brasil) obedecendo a dosagem do fabricante. Os grupos controles, ou seja, animais

com e sem tumor que ndo receberam os tratamentos foram utilizados como referéncia.

5.5.5 Biodistribuigdo

Vinte e um dias apos a inducdo tumoral foram administrados os tratamentos por via
endovenosa, atraves da veia caudal: 1) NCS-DOX, 2) DOX ou 3) controle com tumor (injecao
de solucdo de glicose a 5% m:v). O tratamento foi realizado com uma dose, com 0
equivalente a 2,2 mg de DOX/kg/dose. O volume de cada dose foi de aproximadamente 150
uL. Os animais foram entdo avaliados em 2, 4 ou 8 horas ap0s a administracdo. O grupo
controle foi analisado 2 horas apds o tratamento. Para isotonizacdo dos tratamentos foi

adicionado glicose a 5% m:v.

Para analisar a fluorescéncia especifica da DOX nos 6rgdos, os camundongos foram
sacrificados ap6s o tempo determinado (2, 4 ou 8 horas) e foram retirados coracao, pulméo,
baco, figado, rins e tumor. Foi utilizado um grupo controle, ou seja, em que ndo foram
administrados os tratamentos, para retirada da autofluorescéncia dos drgéaos (retirada do
branco). O comprimento de excitacdo e emissdo foram 480 e 570 nm, respectivamente. Os
dados de biodistribuicdo foram expressos em fotons/segundo/grama de tecido. A andlise da

fluorescéncia foi entdo realizada ex vivo em fluorimetro IVIS® Lumina XR.
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5.6 Analises estatisticas

Os resultados foram analisados no software GraphPad Prisma® 6.0 e foram
submetidos a testes estatisticos especificos com confianga estatistica de 95% (p<0,05).
Diferencas estatisticas foram avaliadas pelos testes Anova, de uma ou de duas vias, aplicando
pOs-testes de multiplas comparagdes de Tukey’s ou Sidak’s. Os resultados quantitativos foram

descritos como média + erro padréo.
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6. RESULTADOS

6.1 Desenvolvimento e caracterizacdo das formulagdes de nanocapsulas

6.1.1 Caracteristicas coloidais e estabilidade temporal de nanocapsulas com
diferentes composicoes

Todas as nanocépsulas desenvolvidas apresentaram PDI abaixo de 0,2 — indicativo de
monodispersdo —, valores de PZ negativo, e diferentes valores de DH. As nanocépsulas
apresentaram aumento no DH por volta de 30 nm no primeiro dia apds a preparacdo, devido a
hidrélise do PVM/MA e também apresentaram diferencas no DH ao decorrer de 330 dias
(tabela 4 e figura 7).

Tabela 4. O didmetro hidrodinamico (z-average) (DH), indice de polidisperséo (PDI) e
potencial zeta (PZ) das nanocédpsulas NC-1, NC-2, NC-3, NC-4, NC-5, NC-6 e NC-7 no

primeiro e Gltimo dia de analise. Os valores foram expressos como média + erro padrdo da

media.
Formulacéo DH (nm) - DH (nm) - PDI (abaixo de) PZ (mV)
primeiro dia altimo dia

NC-1 277,9+1,43 334,7 3,2 0,2 -27a-34,8
NC-2 262,6 + 0,96 268,0 + 2,36 0,15 30,7 a-36,9
NC-3 274 +5,35 290,3+1,38 0,15 -27,8 a-33,1
NC-4 294,1 + 2,59 318,2 £ 6,81 0,17 -30,7 e-34,6
NC-5 2914 +£4,51 301,0+£1,20 0,15 -28,6 a-31,1
NC-6 291,1 +£5,18 305,2 + 3,37 0,2 -33e-37,7
NC-7 346,8 + 3,97 421,9 + 3,67 0,2 -26,4 e -33
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Figura 7. Diametro hidrodindmico (DH - circulo cheio), indice de polidispersdo (PDI - quadrado vazio) e
potencial zeta (PZ - circulo vazio) das nanocdpsulas NC-1, NC-2, NC-3, NC-4, NC-5, NC-6 e NC-7. Amostras
armazenadas a 4°C. Os valores foram expressos como média + erro padrdo da média.

A formulacdo escolhida para proceder aos experimentos de eficacia anticancer in vitro
e in vivo foi a NCS-DOX. O DH, o PDI, o potencial zeta (PZ) e pH desta formulagdo estéo

apresentados na tabela 5. A NCS, nanocapsula contendo somente selol, foi utilizada como
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controle em determinados experimentos. Somente a formulagdo principal, NCS-DOX, foi
avaliada quanto a sua estabilidade temporal.

Tabela 5. O didmetro hidrodindmico (z-average) (DH), indice de polidispersdo (PDI) e
potencial zeta (PZ) das formulagdes frescas NCS-DOX (nanocépsulas de selol contendo

DOX) e NCS (nanocépsulas de selol). Os valores foram expressos como média + erro padréo

da média.
Formulagéo | DH (hm) PDI PZ (mV) pH Separacdo de
fase
NCS-DOX | 178,96 £2,24 |0,073+0,028 | -35,26 + 1,06 | 2,62 | Néo
NCS 182,26 +0,60 | 0,11 +0,008 |-35,46+0,24 | 2,62 | Néo

Apo6s centrifugacdo, ndo houve separacdo de fases sob as condigdes utilizadas, as
nanocapsulas permaneceram livremente dispersiveis, mas ocorreu pequena deposi¢cdo no
fundo do tubo de um material que deve ser nanocapsulas maiores (figura 8).

Figura 8. Amostras de NCS-DOX (nanocapsulas de selol contendo doxorrubicina) (& esquerda) e NCS

(nanocépsulas de selol) (& direita) ap6s centrifugacao.

A NCS-DOX a 4 °C e em temperatura ambiente (T.A.) apresentou um aumento no DH
no primeiro dia, mas se manteve estdvel ao decorrer dos 375 dias seguintes. A 4 °C a
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formulacdo apresentou didmetro entre 178,96 + 2,24 nm e 188,1 £ 1,01 nm no ultimo dia de
analise (figura 9). Para as formulagGes em T.A. houve uma reducdo paulatina do DH (figura
9). A formulacdo a essa temperatura apresentou DH de 179,4 + 1,34 nm no dia da preparacao
e de 172,8 + 1,61 nm no ultimo dia de andlise. Para as formula¢Ges em 37 °C houve reducédo
do DH no periodo de analise de 375 dias, sendo que no dia da preparacdo o DH foi de 194,5 +
0,43 nm e de 168,3 + 1,39 nm no ultimo dia de andlise (figura 9). O PDI, para todas as
condi¢cdes, permaneceu abaixo de 0,2, demonstrando que as nanocapsulas permanecem
monodispersas. O PZ permaneceu entre -40,8 e -31,3 mV para todas as condigdes. As
nanocapsulas utilizadas para os ensaios in vitro e in vivo foram acondicionadas a temperatura
de 4 °C.

A estabilidade da formulacdo também foi avaliada com as nanocapsulas dispersas no
meio de cultivo e a 37 °C, sendo observado que ndo houve alteracdo aparente do DH,
permanecendo por volta de 170 nm. O PDI ficou abaixo de 0,2, e 0 PZ permaneceu em torno
de -19 mV (tabela 6 e figura 9).
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NCS-DOX em Meio de Cultivo
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Figura 9. Diametro hidrodinamico (DH - circulo cheio), indice de polidispersdo (PDI - quadrado vazio) e
potencial zeta (PZ - circulo vazio) das nanocapsulas NCS-DOX a 4 °C , temperatura ambiente (T.A.), 37 °C e em

meio de cultivo. Os valores foram expressos como média + erro padrdo da média.

Tabela 6. Didmetro hidrodindmico (z-average) (DH), indice de polidispersdo (PDI) e
potencial zeta (PZ) das formulagdes NCS-DOX (nanocépsulas de selol contendo DOX) em

meio de cultivo. Os valores foram expressos como média + erro padrdo da média.

Tempo (horas) | DH (nm) PDI PZ (mV)

1 167,2+ 25 0,12 + 0,017 -19,03 £ 0,679
24 169,3 +0,326 | 0,109 +0,020 | -18,8 +0,496
48 168,1 + 0,654 |0,117+0,012 |-18,5+0,616

6.1.2 Analise morfologica da NCS-DOX por microscopia eletronica

As nanocapsulas NCS-DOX apresentaram forma esférica como visto por MEV e

MET, e uma camada externa devido ao involucro polimérico (figura 10).
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Figura 10. Morfologia das nanocapsulas de selol contendo doxorrubicina (NCS-DOX) avaliada por microscopia
eletronica de varredura (MEV) (a esquerda) e microscopia eletronica de transmissdo (MET) (a direita).

6.1.3 Perfil de liberacéo da doxorrubicina da NCS-DOX

Para a quantificacdo da DOX por CLAE, foi preparada uma curva de calibracéo, e a
equacdo da reta foi obtida por analise de regressdo linear. O coeficiente de correlagédo linear
da curva analitica obtida foi de 0,995 (figura 11). O método mostrou-se adequado para o
cloridrato de DOX, de acordo com a RE 899/2013 (ANVISA, 2003).

5000000 - Curva de Calibragdo DOX

4500000 -
|y =2262098,50609x - 21653,22656
4000000 R? = 0.995

3500000 ~
3000000 +
2500000 +
2000000 +
1500000 ~
1000000 ~
500000 -

0 T T T T 1
0 0,5 1 15 2 2,5

Concentragao (ug/mL)

Area (Intensidade de fluorescéncia)

Figura 11. Curva de calibragdo da doxorrubicina (DOX).
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O perfil de liberacdo da DOX a partir da NCS-DOX e de uma solugédo de DOX livre
estd representado graficamente na figura 12. No tempo de 5 minutos, houve liberacdo de
1,67% da DOX a partir da NCS-DOX, e o méaximo de liberacdo ocorreu no tempo de 10 horas
e 35 minutos (17,11% do maximo teorico). Este resultado indicou que a DOX esta fortemente
associada na nanocépsula. Na dialise de uma solucdo de DOX livre, 100% deste farmaco foi

liberado do saco de dialise ja em 2 horas e 35 minutos.
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Figura 12. Perfil de liberacdo de doxorrubicina (DOX) por meio do método de didlise em mistura de metanol e
agua (1:1, v:v). a) NCS-DOX (nanocépsulas de selol contendo doxorrubicina) e b) DOX (doxorrubicina). A

DOX liberada no meio externo foi identificada atraves de cromatografia liquida de alta eficiéncia.

6.1.4 Espectroscopia de Transmitancia na Regido do Infravermelho (FTIR) e

Espectroscopia Raman intensificada por superficie (SERS)

Nos espectros de infravermelho, para o Pol-DOX houve diminuicdo da intensidade do
pico na regido proxima a 3000 cm™ em relagdo & DOX, este pico corresponde a vibragdes de
estiramento de —NH3;" da DOX (Guhagarkar et al., 2010). Este resultado sugere que o
grupamento amino esta desprotonado ou formou ligacdo covalente, do tipo amida, com o
grupo anidrido do PVM/MA. Nesta mesma regido ndo foi possivel verificar diferencas no

pico da NCS-DOX, pois o pico do selol ocorre nesta mesma regido, mascarando o pico do
Pol-DOX (figura 13).

Nos resultados de SERS, comparando o espectro de DOX com os espectros de NCS-

DOX e Pol-DOX, foi possivel observar a ocorréncia de um pico na regido de 1686 — 1683 cm’
! para NCS-DOX e POL-DOX, respectivamente, indicando possivel surgimento de um novo
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grupamento quimico, provavelmente o grupamento amida (figura 14). Este pico ndo foi
observado para as analises de PVM/MA (dados ndo mostrados).

FT-IR
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__ 80-
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Comprimento de onda (cm'1)

Figura 13. Espectros de infravermelho das amostras DOX (doxorrubicina), Pol-DOX (produto da reacdo entre
PVM/MA e doxorrubicina), PVM/MA, Selol e NCS-DOX (nanocapsulas de selol contendo doxorrubicina).
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Figura 14. Espectros SERS das amostras (i) NCS-DOX (nanocépsulas de selol contendo doxorrubicina), (ii) Pol-
DOX (produto da reagdo entre PVM/MA e doxorrubicina) e (iii) DOX (doxorrubicina).
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6.2 AvaliagGes em células in vitro

6.2.1 Reducéo da viabilidade varia entre os diferentes tipos celulares e

tratamentos

Na linhagem 4T1, os tratamentos com NCS-DOX, Pol-DOX e DOX causaram
significativa reducdo na viabilidade celular a partir da concentracdo de 0,1 pg DOX/mL
(p<0,05), sendo que para as concentracdes de 1 pg DOX/mL a NCS-DOX foi o tratamento
que provocou maior reducdo na viabilidade celular (para 34,4 + 3,4 %) que os tratamentos
Pol-DOX e DOX (para 46,5 + 2,4% e 58,7 = 1,7%, respectivamente) (p<0,05). O resultado
mostra também que o PVM/MA puro (Pol), nas concentragdes testadas, ndo afetou a
viabilidade das células estudadas e que as NCS reduziram a viabilidade celular somente na
concentracdo de 216 pg selol/mL (para 66,3 £ 3,8%) (Figura 15). Os valores de IC50 para
NCS-DOX, Pol-DOX ¢ DOX foram de 0,37; 0,42 ¢ 0,71 pg/mL, respectivamente.
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Figura 15. Viabilidade de células 4T1 ap6s exposicdo & NCS-DOX (nanocépsulas de selol contendo DOX), NCS
(nanocépsulas de selol), Pol-DOX (produto da reagdo entre PVM/MA e doxorrubicina), Pol (PVM/MA), DOX
(doxorrubicina) e meio de cultivo (controle) por 48 horas. Dados expressos como média + erro padrdo da média.
a = p<0,05 na comparacao entre os tratamentos NCS-DOX, Pol-DOX e DOX na concentracdo de 1 pg/mL. b =
p<0,05 na comparacdo entre os tratamentos NCS-DOX e DOX na concentragao de 3 pug/mL. Anélise estatistica:

ANOVA em duas vias e teste de maltiplas comparacfes de Tukey's.
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Para as células normais (NIH-3T3), os tratamentos que mais reduziram a viabilidade
celular também foram NCS-DOX, Pol-DOX e DOX. Foi possivel observar pelo ensaio de
MTT uma significativa reducédo da viabilidade celular a partir da concentracdo de 1 pg/mL
para os tratamentos Pol-DOX e NCS-DOX. DOX mostrou-se mais toxica na concentracdo de
3 pg/mL. E, nas outras concentracdes testadas, NCS-DOX, Pol-DOX e DOX reduziram a
viabilidade celular com a mesma intensidade. As células NIH-3T3 foram menos sensiveis a
estes tratamentos do que as células tumorais 4T1. O tratamento somente com o polimero (Pol)
ndo provocou reducdo na viabilidade celular, jA as nanocapsulas NCS (nanocapsulas com
selol) reduziram significativamente a viabilidade celular na maior concentragéo (216 pg/mL)
(para 68,6 £ 7,07%) (Figura 16). Os valores de IC50 para NCS-DOX, Pol-DOX e DOX foram
de 0,46; 0,46 e 0,81 ug/mL, respectivamente.
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Figura 16. Viabilidade de células NIH-3T3 apds exposicdo & NCS-DOX (nanocépsulas de selol contendo DOX),
NCS (nanocépsulas de selol), Pol-DOX (produto da reagdo entre PVM/MA e doxorrubicina), Pol (PVM/MA),
DOX (doxorrubicina) e meio de cultivo (controle) por 48 horas. Dados expressos como média + erro padrdo da
média. Analise estatistica: ANOVA em duas vias e teste de multiplas comparagdes de Tukey's.

O efeito do tensoativo utilizado nas formulag6es sobre a viabilidade das células 4T1 e
NIH-3T3 também foi avaliado. Houve uma pequena reducdo na viabilidade das células 4T1

tratadas somente com o Tween 80 desde a concentracdo de 0,88 pg/mL (para 86,6 + 2,3%) a
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concentragdo de 72 pg/mL (para 85,1 + 2,6%) (figura 17). Porém, comparando a viabilidade
das células tratadas com DOX e mistura de Tween 80 + DOX, foi possivel verificar IC50 de
0,35 pg/mL tanto para DOX quanto para Tween 80 + DOX, indicando que a reducdo da
viabilidade celular é devida apenas a DOX. Nas células NIH-3T3 o Tween 80 n&o reduziu a
viabilidade celular em relacéo ao controle, e a IC50 para DOX foi de 0,15 pg/mL, e de 0,16
pg/mL para Tween 80 + DOX, indicando que a redugdo da viabilidade celular é devida a
DOX (figura 18).
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Figura 17. Viabilidade celular de 4T1 ap6s exposi¢do & DOX (doxorrubicina livre), Tween 80, Tween 80 + DOX

(mistura de Tween 80 e doxorrubicina) e meio de cultivo (controle) por 48 horas. Dados expressos como média

+ erro padrdo da média. Analise estatistica: ANOVA em duas vias e teste de multiplas comparacdes de Tukey's.
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Figura 18. Viabilidade celular de NIH-3T3 apds exposicdo a DOX (doxorrubicina livre), Tween 80, Tween 80 +
DOX (mistura de Tween 80 e doxorrubicna) e meio de cultivo (controle) por 48 horas. Dados expressos como
média * erro padrdo da média. Analise estatistica; ANOVA em duas vias e teste de multiplas comparacg@es de
Tukey's.

6.2.2 Morfologia e confluéncia celular sdo alteradas por NCS-DOX e DOX

Por microscopia de luz foi possivel observar que, para as células 4T1 e NIH-3T3
expostas aos tratamentos, houve alteracdo do padrdo morfoldgico das células quando
comparadas aos seus controles (figura 19 e 20). Também foi possivel observar que para a
linhagem celular 4T1 os tratamentos causaram aumento celular (figura 19). Houve ainda
reducdo da confluéncia celular, vista nas duas concentracdes dos tratamentos de NCS-DOX e
DOX (0,1 e 3 pg/mL de DOX e 72 pg/mL e 2,66 pg/mL de selol na NSC-DOX) apos 48

horas, sendo que a maior concentracdo foi a que mais reduziu a confluéncia.
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Figura 19. Morfologia das células 4T1 coradas com Giemsa. Controle (meio de cultivo) (a), doxorrubicina 0,1
pg/mL (b), doxorrubicina 3,0 pg/mL (c), NCS-DOX (nanocéapsulas de selol contendo doxorrubicina) 0,1 pg/mL
(d) e NCS-DOX (nanocépsulas de selol contendo doxorrubicina) 3,0 pg/mL (e).
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Figura 20. Morfologia de células NIH-3T3 coradas com Giemsa. Controle (meio de cultivo) (a), doxorrubicina
0,1 pg/mL (b), doxorrubicina 3,0 pg/mL (c), NCS-DOX (nanocapsulas de selol contendo doxorrubicina) 0,1
pg/mL (d) e NCS-DOX (nanocépsulas de selol contendo doxorrubicina) 3,0 pg/mL (e).
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6.2.3 NCS-DOX causa maior reducdo no indice de adeséo celular em tempo real

Para complementar os resultados de viabilidade celular, obtidos através do ensaio de
MTT, foi realizado o monitoramento do indice de adesdo celular (ou indice celular) em tempo
real com as células 4T1 e NIH-3T3. O indice celular é diretamente proporcional a quantidade
de células aderidas ao fundo da placa de cultivo.

Nas células 4T1 foi possivel observar alteracfes no indice celular em comparagdo ao
grupo controle. Aproximadamente 12 horas apds o tratamento — correspondente ao ponto de
36 horas no gréafico — ocorreu aumento no indice celular e, apds 18 horas — correspondente ao
ponto de 42 horas no grafico — ocorreu reducdo no indice celular que se tornou mais
expressiva nos tempos maiores. O tratamento que mais reduziu o indice celular foi o NCS-
DOX, principalmente entre 24 e 36 horas apds o tratamento — correspondente a 48 e 60 horas
no gréafico. Pol-DOX e DOX reduziram o indice celular da mesma forma. Pol néo alterou o
indice celular, e com o tratamento NCS houve aumento do indice celular. Apos 80 horas de
andlise as células morreram por confluéncia (figura 21).

Nas células NIH-3T3 também foi observado um aumento do indice celular apds 12
horas de tratamento — correspondente ao ponto de 36 horas no grafico. Apos 18 horas de
tratamento — correspondente ao ponto de 42 horas no grafico — ocorreu reducdo no indice
celular, que se tornou mais expressivo nos tempos maiores chegando ao valor 0 (zero) antes
de 48 horas. O tratamento que mais reduziu o indice celular foi 0 NCS-DOX, reduzindo de
forma dréstica nos tempos de 12 a 24 horas ap0s o tratamento — correspondente a 36 a 48
horas no grafico. Pol-DOX e DOX reduziram o indice celular da mesma forma. Pol nao
alterou o indice celular, e com o tratamento com NCS pode-se observar aumento do indice
celular. Em 97 horas de andlise ndo foi possivel observar morte por confluéncia (figura 21).

As alterac6es no indice celular das duas linhagens foram semelhantes. As células 4T1
possuem maior indice celular do que as células NIH-3T3, provavelmente por apresentarem

maior taxa de proliferacdo celular.
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Figura 21. indices de adesdo celular em tempo real das células NIH-3T3 e 4T1. Grupos: controle (meio de
cultivo) e tratadas com NCS-DOX (nanocépsulas de selol contendo doxorrubicina), NCS (nanocapsulas de
selol), Pol-DOX (produto da reacdo entre PVM/MA e doxorrubicina), Pol (PVM/MA) e DOX (doxorrubicina)
nas concentracBes equivalentes a 1ug DOX/mL durante 97 horas de monitoramento. Dados expressos como

média + erro padrdo da média.

6.2.4 Pol-DOX e NCS-DOX apresentam maior interiorizagéo por células 4T1

A interiorizacdo de NCS-DOX, Pol-DOX e DOX por celulas 4T1 foi analisada apds
incubacéo por 0,25; 0,5; 1 e 3 horas. O sinal de fluorescéncia da DOX intracelular medido em
citdbmetro de fluxo foi usado como parametro para avaliar este evento. Nos tempos de 0,25 e
0,5 hora ndo houve diferenca significativa na interiorizacdo de NCS-DOX e DOX, e o
composto mais interiorizado pelas células nestes tempos foi Pol-DOX (p<0,05). Nos tempos
de 1 e 3, horas Pol-DOX continuou sendo o tratamento de maior interiorizacdo seguido de
NCS-DOX e posteriormente DOX (p<0,05). Para todos os tempos o sinal do controle foi

muito baixo, considerado nulo, ja que este ndo tem presente a DOX (figura 22).
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Figura 22. Ensaio de interiorizacdo de NCS-DOX (nanocapsulas de selol contendo DOX), Pol-DOX (produto da
reacdo entre PVM/MA e doxorrubicina), DOX (doxorrubicina) e meio de cultivo (controle) por células 4T1 em
diferentes tempos de exposicdo. Dados expressos como média + erro padrdo da média. a, b, ¢ e d = p<0,05 na
comparacdo entre os tratamentos controle, NCS-DOX, Pol-DOX e DOX no mesmo tempo. Analise estatistica:

ANOVA em duas vias e teste de multiplas comparacdes de Tukey's.

6.2.5 NCS-DOX e Pol-DOX séo interiorizados por vias ativas

Para investigacdo dos mecanismos de endocitose envolvidos na interiorizacdo dos
tratamentos pelas células 4T1, foram utilizados inibidores de diferentes vias endociticas. Para
os trés diferentes tipos de tratamentos — NCS-DOS, Pol-DOX e DOX — foram usados 0s
respectivos controles sem inibidores. Apenas a interiorizacdo da DOX foi significativamente
reduzida pelo inibidor citocalasina. Na presenca do inibidor nistatina e azida sodica houve
reducdo da interiorizacdo de todos os tratamentos (p<0,05). Amilorida e filipina nédo

reduziram significativamente a interiorizacdo dos tratamentos (figura 23).
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Figura 23. Efeito da inibicdo de vias de endocitose em células 4T1 sobre a interiorizagdo de NCS-DOX
(nanocépsulas com selol contendo DOX), Pol-DOX (produto da real¢do entre PVM/MA e doxorrubicina) e DOX
(doxorrubicina) por 3 horas. Dados expressos como media + erro padrdo da média. a = p<0,05 na comparacdo
entre os controles de cada um dos tratamentos. Analise estatistica: ANOVA em uma via e teste de multiplas

comparacoes de Tukey's.

6.2.6 NCS-DOX causa maior fragmentacédo de DNA do que DOX

Fragmentacdo de DNA foi detectada somente apos 48 horas de tratamento (NCS-
DOX, Pol-DOX e DOX) (p<0,05). Em 24 horas, as diferencas nos valores de fragmentacédo de
DNA entre os grupos ndo foram estatisticamente significativas. Em 48 horas houve 50,2% =+
2,6 de fragmentacdo de DNA causada por NCS-DOX. A fragmentacdo causada por Pol-DOX
e DOX também foi estatisticamente diferente do controle, sendo de 29,2% + 1,2 e 23,1%

3,1, respectivamente (figura 24, 25 e 26).
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Figura 24. Histogramas de fragmentagdo de DNA em células 4T1 ap6s exposi¢do & DOX (doxorrubicina), NCS-

DOX (nanocépsulas com selol contendo DOX), Pol-DOX (produto da reagdo entre PVM/MA e doxorrubicina) e

controle (meio de cultivo) por 24 horas. a, controle. b, DOX. ¢, NCS-DOX. d, Pol-DOX. Imagens escolhidas de

somente uma amostra das triplicatas.
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Figura 25. Histogramas de fragmentacdo de DNA em células 4T1 ap6s exposi¢do a DOX (doxorrubicina), NCS-
DOX (nanocapsulas com selol contendo DOX), Pol-DOX (produto da reagdo entre PVM/MA e doxorrubicina) e
controle (meio de cultivo) por 48 horas. a, controle. b, DOX. ¢, NCS-DOX. d, Pol-DOX. Imagens escolhidas de
somente uma amostra das triplicatas.
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Figura 26. Fragmentacdo de DNA em células 4T1 apo6s exposicdo a DOX (doxorrubicina), NCS-DOX

(nanocapsulas com selol contendo DOX), Pol-DOX (produto da reacdo entre PVM/MA e doxorrubicina) e

controle (meio de cultivo), por 24 ou 48 horas. Dados expressos como média + erro padrdo da média. Letras

diferentes sobre as colunas em um mesmo grafico indicam diferenca estatisticamente significativa (p<0,05). Ndo

houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos no tempo de 24 horas. Analise estatistica: ANOVA

em duas vias e teste de multiplas comparagdes de Tukey's.

6.2.7 NCS-DOX e DOX causam exposicdo de fosfatidilserina

NCS-DOX, Pol-DOX e DOX podem ter induzido apoptose inicial, revelada pela

exposicdo da fosfatidilserina na face externa da membrana plasmatica (quadrante Q3 —

anexina V+), em 13,9% £ 0,7, 11,4% £ 0,6 e 15,6% = 0,2, respectivamente, apds 48 horas de

tratamento (p<0,05 vs controle). A integridade da membrana (quadrante Q1 — 7AAD+) ndo

foi danificada por nenhum dos tratamentos nas células 4T1, em relacdo ao grupo controle.

Apoptose tardia (quadrante Q2 — anexina V+/7AAD+) foi observada em células tratadas com
NCS-DOX e DOX, mas em uma discreta porcentagem de células 4T1 (7,7% = 0,2 e 7,1% *

0,5, respectivamente). No quadrante Q4 é possivel observar discreta reducdo na quantidade de

células 4T1 normais nas populacgdes tratadas com NSC-DOX, Pol-DOX e DOX em relacdo ao

grupo controle, sendo que NCS-DOX e DOX causaram maior reducdo (p<0,05) (figura 27 e

28).
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Figura 27. Influéncia dos tratamentos com DOX (doxorrubicina), NCS-DOX (nanocapsulas com selol contendo

DOX), Pol-DOX (produto da reacdo entre PVM/MA e doxorrubicina) e meio de cultivo (controle) por 48 horas,
em células 4T1, sobre a integridade de membrana plasmética (quadrante Q1 — 7AAD+), inducdo de apoptose

tardia (quadrante Q2 — anexina V+/7TAAD+), exposicdo da fosfatidilserina na face externa da membrana

plasmatica (quadrante Q3 — anexina V+); e células que ndo sofreram estes eventos (quadrante Q4 — duplo

negativo). a, controle. b, DOX. ¢, NCS-DOX. d, Pol-DOX. Imagens escolhidas de somente uma amostra das

triplicatas.
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Figura 28. Influéncia dos tratamentos com DOX (doxorrubicina), NCS-DOX (nanocéapsulas de selol contendo
DOX), Pol-DOX (produto da reacdo entre PVM/MA e doxorrubicina) e meio de cultivo (controle) por 48 horas,
em células 4T1, sobre a integridade de membrana plasmética (quadrante Q1 — 7AAD+), inducdo de apoptose
tardia (quadrante Q2 — anexina V+/7TAAD+), exposicdo da fosfatidilserina na face externa da membrana
plasmética (quadrante Q3 — anexina V+); e células que ndo sofreram estes eventos (quadrante Q4 — duplo
negativo). Dados expressos como média * erro padrdo da média. Letras diferentes sobre as colunas em um
mesmo gréafico indicam diferenga estatisticamente significativa (p<0,05). Analise estatistica: ANOVA em uma

via e teste de multiplas comparag@es de Tukey's.

6.2.8 Alteracdes na morfologia celular

As células 4T1 foram avaliadas quanto as diferencas em relacdo a seu tamanho e
granulosidade, ap6s serem tratadas com NCS-DOX, Pol-DOX e DOX por 24 e 48 horas. Nos
gréficos adquiridos, as células com morfologia normal — observadas no grupo controle —
permaneceram no quadrante 3 (Q3). O quadrante Q1 indica células com aumento na
granulosidade e diminuicdo de tamanho celular. O quadrante Q2 indica aumento na
granulosidade celular, e o quadrante Q4 indica diminui¢do na granulosidade e tamanho celular
(debris).
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N&o foram observadas diferengas estatisticamente significativas nas células no
quadrante Q1 apds 24 horas de tratamento. No quadrante Q2, apds 24 horas de tratamento, a
DOX induziu um aumento da granulosidade nas células (51,6% + 0,1; p<0,05). Nao foi
possivel identificar aumento de tamanho quando realizada comparacdo com o grupo controle
(figura 29 e 30). A quantidade de células no quadrante Q3 (células com morfologia normal)
foi reduzida significativamente pelo tratamento com DOX por 24 horas (28,2% + 0,2 do total
de células, p<0,05). Os tratamentos com NCS-DOX e DOX promoveram um aumento do
namero de células no quadrante Q4, indicando diminuicdo no tamanho celular ou a formagédo
de debris celulares (19,8% + 1,4 e 19,6% = 0,2, p<0,05) (figura 29 e 30).
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Figura 29. Influéncia dos tratamentos NCS-DOX (hanocépsulas com selol contendo DOX), Pol-DOX (produto
da reacdo entre PVM/MA e doxorrubicina), DOX (doxorrubicina) e controle (meio de cultivo) na morfologia de
células 4T1 por 24 horas. Células com diminuicdo de tamanho e aumento de granulosidade: Q1. Células com
aumento de granulosidade: Q2. Células normais: Q3. Células com diminuicdo de tamanho e granulosidade: Q4.
a, controle. b, DOX. ¢, NCS-DOX. d, Pol-DOX. Imagens escolhidas de somente uma amostra das triplicatas.

57



24h

801
80 1
70
70
60
60
50

404

404

30

% de eventos

301 b b

% de eventos

24h 24h

80 - b 801
Controle

NCS-DOX
Pol-DOX
DOX

70

60

60 ——

50

40 40 1

301

% de eventos
% de eventos

204 b o e TR

2% 0

204

Figura 30. Influéncia dos tratamentos NCS-DOX (nanocépsulas de selol contendo DOX), Pol-DOX (produto da
reacdao entre PVM/MA e doxorrubicina), DOX (doxorrubicna) e meio de cultivo (controle) na morfologia de
células 4T1 por 24 horas. Q1: Células com diminui¢do de tamanho e aumento de granulosidade. Q2: Células
com aumento de granulosidade. Q3: Células normais. Q4: Células com diminuicdo de tamanho e granulosidade.
Dados expressos como média * erro padrdo da média. Letras diferentes sobre as colunas em um mesmo grafico
indicam diferenca estatisticamente significativa (p<0,05). Analise estatistica: ANOVA em uma via e teste de

multiplas comparac@es de Tukey's.

Estas mesmas analises também foram feitas apds 48 horas de tratamento. Houve um
discreto aumento na porcentagem de células com maior granulosidade e diminuicdo de
tamanho no grupo tratado com Pol-DOX e DOX (0,6% = 0,09 e 05% £ 0,04,
respectivamente; p<0,05). No quadrante Q2 é possivel observar que as células 4T1 tratadas
com NCS-DOX, Pol-DOX e DOX apresentaram aumento na granulosidade (19,9% + 1,4;
21,3% + 3,3 e 36,7% =* 1,6, respectivamente — figuras 31 e 32). Foi ainda observada uma
reducdo na porcentagem de células com morfologia normal (Q3) apo6s os tratamentos NCS-
DOX, Pol-DOX e DOX (24,4% + 1,6, 25,1% + 0,4 e 17,9% =+ 0,3, respectivamente; p<0,05).
Os grupos tratados com NCS-DOX, Pol-DOX e DOX também demonstraram diminui¢do do
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tamanho celular (Q4), provavelmente refletindo um aumento na proporcao de debris celulares,
para 55,2% + 1,5; 52,9% + 3,1 e 44,7% = 1,8, respectivamente (figuras 31 e 32).
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Figura 31. Influéncia dos tratamentos NCS-DOX (nanocapsulas com selol contendo DOX), Pol-DOX (produto
da reacdo entre PVM/MA e doxorrubicina), DOX (doxorrubicina) e controle (meio de cultivo) na morfologia de
células 4T1 por 48 horas. Células com diminuicdo de tamanho e aumento de granulosidade: Q1. Células com
aumento de granulosidade: Q2. Células normais: Q3. Células com diminuicdo de tamanho e granulosidade: Q4.
a, controle. b, DOX. ¢, NCS-DOX. d, Pol-DOX. Imagens escolhidas de somente uma amostra das triplicatas.
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Figura 32. Influéncia dos tratamentos NCS-DOX (nanocapsulas com selol contendo DOX), Pol-DOX (produto
da reacdo entre PVM/MA e doxorrubicina), DOX (doxorrubicna) e controle (meio de cultivo) na morfologia de
celulas 4T1 por 44 horas. Q1: Células com diminui¢do de tamanho e aumento de granulosidade. Q2: Células
com aumento de granulosidade. Q3: Células normais. Q4: Células com diminuicdo de tamanho e granulosidade.
Dados expressos como média + erro padrdo da média. Letras diferentes sobre as colunas em um mesmo grafico
indicam diferenca estatisticamente significativa (p<0,05). Analise estatistica: ANOVA em uma via e teste de

multiplas comparac@es de Tukey's.

6.2.9 Alteracdes no potencial de membrana mitocondrial

Os tratamentos NCS-DOX, Pol-DOX e DOX causaram reducdo do potencial de
membrana mitocondrial interna em células 4T1 apenas apds 48 horas de tratamento. NCS-
DOX provocou despolarizacdo em 32,06% + 0,7 das células, Pol-DOX em 24,6% + 0,6 e
DOX em 26,8% + 1,4 (p<0,05 vs controle). Pol-DOX e DOX ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas entre si. O peroxido de hidrogénio, utilizado como controle
positivo, despolarizou 11,7 + 0,7% das células e provocou significativa hiperpolarizacdo nas

células (18,5% = 3,2; p<0,05 vs controle). NCS-DOX reduziu a porcentagem de células com
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potencial de membrana mitocondrial normal para 64,6% = 0,3, Pol-DOX reduziu para 67,6%
+ 0,9, DOX reduziu para 65,6% + 1,3 e perdxido de hidrogénio (controle positivo) reduziu
para 67,6% = 3,1(figura 33, 34 e 35).
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Figura 33. Histogramas da andlise de potencial de membrana mitocondrial em células 4T1 apds exposicdo a
DOX (doxorrubicina), NCS-DOX (nanocépsulas com selol contendo DOX), Pol-DOX (produto da reacéo entre
PVM/MA e doxorrubicina) e controle (meio de cultivo) por 24 horas. a, controle. b, DOX. ¢, NCS-DOX. d, Pol-
DOX. e, peroxido de hidrogénio. Imagens escolhidas de somente uma amostra das triplicatas.
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Figura 34. Histogramas da andlise de potencial de membrana mitocondrial em células 4T1 ap6s exposi¢do a
DOX (doxorrubicina), NCS-DOX (hanocéapsulas com selol contendo DOX), Pol-DOX (produto da reacéo entre
PVM/MA e doxorrubicina) e controle (meio de cultivo) por 48 horas. a, controle. b, DOX. ¢, NCS-DOX. d, Pol-

DOX. e, perdxido de hidrogénio. Imagens escolhidas de somente uma amostra das triplicatas.
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Figura 35. Potencial de membrana mitocrondrial nas células 4T1 ap6s os tratamentos NCS-DOX (nanocapsulas
com selol contendo doxorrubicina), Pol-DOX (produto da reacdo entre PVM/MA e doxorrubicina), DOX
(doxorrubicina), peréxido de hidrogénio (controle positivo) e controle (meio de cultivo) por 24 e 48 horas.
Dados expressos como média *+ erro padrdo da média. Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05) para a analise de despolarizacdo. Andlise estatistica: ANOVA em duas vias e teste de

multiplas comparacdes de Tukey's.

6.2.10 Producéo de espécies reativas de oxigénio por células 4T1

A producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) foi investigada apds 3, 24 e 48
horas de exposicdo aos tratamentos. No tempo de 3 horas, 0 tratamento com peroxido de
hidrogénio (controle positivo) foi o que causou maior producdo de EROs, seguido do
tratamento NCS-DOX (p<0,05 vs controle). Os tratamentos com Pol-DOX e DOX néo
causaram producdo de EROs estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle.
Ap0s 24 horas de exposicdo aos tratamentos perdxido de hidrogénio (controle positivo), NCS-
DOX e Pol-DOX, houve aumento significativo na producdo de EROs quando comparados
com o grupo controle (p<0,05). J& o tratamento DOX ndo levou a um aumento de EROs
quando comparado com o grupo controle. Em 48 horas foi possivel observar aumento na
producdo de EROs, em relagdo ao grupo controle, para Pol-DOX, DOX e peroxido de
hidrogénio (controle positivo). Em 48 horas, o grupo tratado com NCS-DOX apresentou

mesma producdo de EROs que o grupo controle (p<0,05) (figura 36).
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Figura 36. Producdo de espécies reativas de oxigénio por células 4T1 ap6s os tratamentos com DOX
(doxorrubicina), NCS-DOX (nanocapsulas com selol contendo doxorrubicina), Pol-DOX (produto da reacdo
entre PVM/MA e doxorrubicina), peréxido de hidrogénio (controle positivo) e meio de cultivo (controle) por 3,
24 ou 48 horas. Dados expressos como média + erro padrdo da media. Letras diferentes sobre as colunas para um
mesmo tempo de tratamento indicam diferenca estatisticamente significativa (p<0,05). Anélise estatistica:

ANOVA em duas vias e teste de multiplas comparacdes de Tukey's.

6.2.11 NCS-DOX e Pol-DOX alteram a localizacédo sub-celular da DOX

A localizacdo subcelular (nucleo, reticulo endoplasmatico, lisossomo e mitocondria)
da DOX em células 4T1 foi analisada ap0s 6 horas de exposi¢éo aos tratamentos NCS-DOX,
Pol-DOX e DOX. A DOX livre se acumulou mais intensamente no ndcleo (45,6% = 0,8),
seguido de menores intensidades no reticulo endoplasmatico (25,2% % 1,7), mitocdndria
(16,3% = 1,2) e lisossomos (12,7% £ 0,7). Apos os tratamentos com NCS-DOX e Pol-DOX,
a DOX se concentrou com maior intensidade na mitocondria (43,4% + 6,4 e 44,6% * 3,4,
respectivamente) e com menor intensidade no nucleo (23,7% + 3,7 e 27,7% * 2,1,
respectivamente), lisossomo (17,1% = 2,5 e 16,3% =* 0,6, respectivamente) e reticulo
endoplasmatico (15,5% + 1,6 e 11,1% + 1,1, respectivamente, figuras 37, 38, 39 e 40). Este
resultado indica que quando a DOX esta conjugada ao PVM/MA, tanto no produto da reacédo
entre PVM/MA e DOX (Pol-DOX) quanto nas nanocapsulas de selol (NCS-DOX), a sua

distribuicdo intracelular é modificada.
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MERGE

Figura 37. Imagens de microscopia confocal de varreadura a laser de células 4T1 tratadas com DOX
(doxorrubicina) com na concentracdo de 9 pg DOX/mL por 6 horas. O nucleo foi marcado com DAPI (azul),
reticulo endoplasmatico com ER-Tracker® (azul), lisossomo com LysoTracker® (azul) e mitoc6ndria com
MitoTracker® (verde). A DOX ¢é indicada por fluorescéncia vermelha. Imagens tratadas no software Adobe
Photoshop CC 2015.
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NCS-DOX MERGE

LISO

Figura 38. Imagens de microscopia confocal de varreadura a laser de células 4T1 tratadas com NCS-DOX
(nanocépsula de selol contendo doxorrubicina) na concentragdo de 9 pg DOX /mL por 6 horas. O nucleo foi
marcado com DAPI (azul), reticulo endoplasméatico com ER-Tracker® (azul), lisossomo com LysoTracker®
(azul) e mitocobndria com MitoTracker® (verde). A DOX ¢ indicada por fluorescéncia vermelha. Imagens
tratadas no software Adobe Photoshop CC 2015.
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POL-DOX MERGE

Figura 39. Imagens de microscopia confocal de varreadura a laser de células 4T1 tratadas com Pol-DOX
(produto da reacéo entre PVM/MA e doxorrubicina) com concentracdo de 9 pg DOX /mL por 6 horas. O ntcleo
foi marcado com DAPI (azul), reticulo endoplasmético com ER-Tracker® (azul), lisossomo com LysoTracker®
(azul) e mitocobndria com MitoTracker® (verde). A DOX ¢ indicada por fluorescéncia vermelha. Imagens
tratadas no software Adobe Photoshop CC 2015.
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Figura 40. Intensidade de colocalizacdo da doxorrubicina (DOX) com organelas de células 4T1 apds os
tratamentos com NCS-DOX (nanocapsulas com selol contendo DOX), Pol-DOX (produto da reacdo entre
PVM/MA e doxorrubicina) e DOX (doxorrubicina) por 6 horas. Dados expressos como média * erro padréo da
média. Dados obtidos através de analises de imagens no software ImageJ. Letras diferentes sobre as colunas em
um mesmo tratamento indicam diferenca estatisticamente significativa (p<0,05). Analise estatistica: ANOVA em

duas vias e teste de multiplas comparacgdes de Tukey's.

6.3 Avaliaces in vivo

6.3.1 NCS-DOX, NCS e DOX controlam o volume tumoral

Quinze dias apds a indugdo tumoral, os animais foram tratados por via endovenosa
(dia 0) e, a partir deste momento, foram avaliados quanto ao volume do tumor e massa
corporal por 21 dias. A partir do 15° dia de tratamento em diante, o crescimento tumoral do

grupo controle foi estatisticamente diferente dos grupos tratados (p<0,05) (figura 41).
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Figura 41. Evolucdo do volume de tumores 4T1 de camundongos tratados com DOX (doxorrubicina), NCS-
DOX (nanocapsulas de selol contendo DOX), NCS (nanocapsulas de selol) e do grupo controle (solucdo aquosa
de glicose 5% m:v). Os tratamentos foram realizados no dia 0, 3, 6 e 9. Dados expressos como média + erro
padrdo da média. Foram usados 6 animais por grupo. a = p<0,05 versus todos 0s outros tratamentos. Analise

estatistica: ANOVA em duas vias e teste de maltiplas comparacdes de Tukey's.

Os valores de massa corporal dos camundongos nos diferentes grupos néo

apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos (figura 42).
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Figura 42. Massa corpérea dos camundongos tratados com NCS-DOX (nanocépsulas de selol e DOX), NCS
(nanocapsulas de selol) e DOX (DOX) e do grupo controle (solugdo aquosa de glicose 5% m:v). Os tratamentos
foram realizados no dia 0, 3, 6 e 9. Dados expressos como média * erro padrdo da média. Foram usados 6

animais por grupo. Andlise estatistica: ANOVA em duas vias e teste de multiplas comparacdes de Tukey's.
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6.3.2 Atividade da enzima creatina cinase MB (CK-MB)

Apb6s 21 dias de observacdo do tamanho tumoral e da massa corporea dos
camundongos, estes foram sacrificados e o sangue foi recolhido para anélise dos niveis de
CK-MB (creatina cinase presente no musculo cardiaco). Somente o grupo de camundongos
tratados com DOX teve atividade elevada de CK-MB no soro (345,5 + 50,5 U/L) em relagéo

ao grupo controle sem e com tumor (p<0,05; figura 43).
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Figura 43. Analise da atividade da enzima creatina cinase MB (CK-MB) de camundongos tratados com DOX
(doxorrubicina), NCS-DOX (nanocépsulas de selol contendo doxorrubicina) ou NCS (nanocapsulas de selol), e
dos grupos controles com e sem tumor (solucdo aquosa de glicose 5% m:v). Os tratamentos foram realizados no
dia 0, 3, 6 e 9 e 21 pbs-inbeulo de tumor os mesmos foram sacrificados e recolhidos o sangue no dia 21. Dados
expressos como média + erro padrdo da média. a = p<0,05 na comparac¢do com 0s outros grupos. Foram usados 6

animais por grupo. Analise estatistica: ANOVA em uma via e teste de maltiplas comparaces de Tukey's.
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6.3.3 NCS-DOX apresenta maior biodistribui¢cdo no tumor

Os resultados de biodistribuigdo mostraram que ndo houve diferengas significativas na
biodistribuicdo dos tratamentos NCS-DOX e DOX nos seguintes 6rgdos: figado, bago, rins,
pulmdo e coragdo, apos 2, 4 e 8 horas (p<0,05). NCS-DOX e DOX ndo apresentaram
diferencas significativas de biodistribui¢cdo no tumor apos 2 e 4 horas de administracdo, mas
apés 8 horas a NCS-DOX se acumulou mais no tumor do que DOX livre (p<0,05; figura 46).
Estes dois tratamentos se acumularam preferencialmente no figado e no tumor (p<0,05; figura
44, 45 e 46).

Radiance
(pisecfcm?fsr)

Color Scale
Min = 7.13e7
Max = 1.00e8

DOX 2 horas DOX 4 horas DOX 8 horas

Figura 44. Fluorescéncia especifica da doxorrubicina (DOX) ex vivo de drgdos recolhidos de camundongos

tratados com DOX (doxorrubicina) por 2, 4 e 8 horas. Figuras escolhidas da triplicata.
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Epi-fluorescence
100

x107

Radiance
(plsecfem3fsr)

Color Scale
Min = 7.13e7
Max = 1.00e8

Figura 45. Fluorescéncia especifica da doxorrubicina (DOX) ex vivo de érgdos recolhidos de camundongos

tratados com NCS-DOX (nanocapsulas de selol contendo DOX) por 2, 4 e 8 horas. Figuras escolhidas da

triplicata.
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Figura 46. Biodistribuicdo ex vivo de camun

dongos tratados com NCS-DOX (nanocépsulas de selol e DOX) e

DOX (doxorrubicina) por 2, 4 e 8 horas. Dados expressos como média + erro padrdo da média. a e b = p<0,05 na

comparacéo entre os tratamentos. Foram usados 3 animais por grupo. Anélise estatistica: ANOVA em duas vias

e teste de mdltiplas comparacdes de Sidak's.
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7. DISCUSSAO

Os principais problemas apresentados por agentes anticancer sdo a ineficacia contra
determinadas células que desenvolvem mecanismos de resisténcia e o baixo indice terapéutico
(de Souza et al., 2014; Parhi, Mohanty, & Sahoo, 2012). Apesar dos crescentes estudos para
aprimorar a terapéutica contra o cancer, os quais levaram a um aumento na sobrevivéncia dos
pacientes, ainda ha uma necessidade de melhoria (Brannon-Peppas & Blanchette, 2012).
Neste contexto, a nanotecnologia, que pode ser definida como a tecnologia que permite o
controle, manipulacdo, estudo e desenvolvimento de estruturas na escala manomeétrica,
possibilita a criacdo de novas aplica¢des biomédicas por ser capaz desenhar dispositivos para
diagnosticar ou tratar doengas como o cancer (Singh & Lillard, 2009).

O termo nanoparticula abrange estruturas como nanoesferas e nanocapsulas. As
nanocapsulas sdo sistemas vesiculares, que possuem dois compartimentos: 1) ndcleo ou
cavidade e 2) superficie ou involucro (Pinto Reis, Neufeld, Ribeiro, & Veiga, 2006). As
nanocapsulas recebem consideravel atencdo na area de medicina pela capacidade de carrear
farmacos em seus dois compartimentos (Pinto Reis et al., 2006). Particularmente, as
nanocapsulas polimeéricas sdo exploradas na area médica por sua estabilidade e possibilidade
de modificacdo da superficie. Sendo assim, é possivel desenvolver uma nanocapsula para
controlar a liberacdo dos farmacos e direciona-los a um local especifico (Singh & Lillard,
2009).

As nanocépsulas de selol e doxorrubicina foram obtidas neste trabalho pelo método de
nanoprecipitacdo. Neste método, geralmente é utilizado um solvente organico (ex: acetona)
para dissolver o polimero e o farmaco. Em sequéncia é adicionada a fase aquosa e,
posteriormente, a fase organica é evaporada sob baixa pressao (A., S.K., & S.C., 2010). Uma
das grandes vantagens deste método é o ndo requerimento de altas quantidades de energia
(Pinto Reis et al., 2006). Esta técnica é rapida e facilmente aplicada na preparacdo de
nanocapsulas, pois requer apenas dois solventes misciveis, sem a necessidade de agitacao
intensa, aquecimento ou sonicacdo (Bagheri, Madadlou, Yarmand, & Mousavi, 2013).

Todas as nanocapsulas testadas neste trabalho tiveram baixo PDI (<0,2), sendo que a
formulacédo escolhida para os testes em células, NCS-DOX, apresentou PDI por volta de 0,1.
O célculo do PDI leva em consideracdo o tamanho das nanoparticulas, o indice de refracdo do
solvente, o angulo de medigdo e a variancia da distribuicdo do tamanho das nanoparticulas.

De uma escala de 0 a 1, o PDI inferior a 0,1 pode ser considerado indicativo de uma elevada
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homogeneidade nos didmetros da populacdo de nanoparticulas (Gaumet, Vargas, Gurny, &
Delie, 2008). Uma estreita distribuicdo de tamanho das nanoparticulas — baixo PDI — é
importante para evitar o efeito chamado “maturagdo de Ostwald”, que leva ao
desenvolvimento de heterogeneidade de didmetro de particulas, onde particulas menores se
coalescem com particulas maiores, aumentando o DH da formulacdo ao decorrer do tempo
(Lin & Chern, 2015; Piwonski et al., 2016). O tensoativo presente na formulacdo, além de
auxiliar na reducdo de tamanho das nanocapsulas, também é responsavel por impedir esta
coalescéncia entre as nanoparticulas, aumentando assim a estabilidade da formulagéo (Lin &
Chern, 2015).

O PVM/MA é fracamente solivel em agua, mas na presenca de agua Seus grupos
anidridos sdo hidrolisados a acidos carboxilicos, os quais apresentam pKa proximo a 4, e que
por isso se apresentam majoritariamente desprotonados em valores de pH em torno de 7, no
qual a maioria dos experimentos foi realizada (Figura 47). Nas nanocapsulas NCS-DOX
espera-se que o PVM/MA ndo esteja completamente exposto a fase aquosa, mas que suas
porcdes hidrofilicas, com grupamentos carboxilato, estejam expostas na interface agua-
involucro da nanocépsula. Ja as suas porc¢des hidrofobicas, contendo grupos anidrido, devem

compor o involucro e estar parcialmente imersas no nucleo de selol (de Souza et al., 2014).
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Figura 47. Equacdo genérica da hidrélise de um anidrido.

R

Todas as nanocépsulas apresentaram PZ por volta de -35 mV, provavelmente devido
aos grupos carboxilato do PVM/MA (Guhagarkar, Majee, Samad, & Devarajan, 2011). O PZ
é um termo cientifico para o potencial eletrocinético em sistemas coloidais, ie, um valor
eletrocinético associado a magnitude da carga de superficie das particulas em um sistema
coloidal, onde este potencial existe entre a superficie da particula e o liquido dispersante

(Honary & Zahir, 2013). A literatura relata que valores de potencial zeta negativos favorecem
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a endocitose por interacdo eletrostatica entre a carga negativa da particula e sitios positivos
presentes na membrana celular (Honary & Zahir, 2013). A carga de superficie das
nanoparticulas € um pardmetro importante envolvido na sua interiorizacdo por celulas.
Nanoparticulas de cério com carga de superficie negativa mostraram resisténcia a adsor¢édo de
proteinas presentes em soro fetal bovino, evento que favorece sua interiorizacdo por células
de adenocarcinoma de pulmao (Cao et al., 2014). Além disso, os grupamentos carboxilato das
nanocapsulas também poderiam interagir por ligacdo de hidrogénio com moléculas polares da
superficie celular (Krassimira Yoncheva, Lizarraga, et al., 2005).

As nanocépsulas NCS-DOX apresentaram morfologia esférica como indicado pelas
analises MET e MEV. Nanoparticulas esféricas sdo préprias a administracdo parenteral
(Conway, Madrigal-estebas, Mcclean, Brayden, & Mills, 2001), a qual foi a via empregada
nos estudos in vivo descritos neste trabalho. Na analise de MET é possivel observar uma
camada externa mais densa que o0 nucleo, correspondente a trama polimérica que envolve a
goticula de selol. Em estudo anterior foi possivel observar a formacao desta nanoestrutura
utilizando apenas o PVM/MA e o selol (de Souza et al., 2014).

Variagcdes nas concentragdes dos diferentes componentes utilizados para preparar as
formulagdes produziram diferencas no DH e no PDI das nanocapsulas obtidas. Por exemplo, a
NC-1 apresentou DH por volta de 300 nm enquanto que a NC-2 apresentou DH por volta de
260 nm e a NC-3 apresentou DH por volta de 290 nm. Este aumento do DH pode estar
relacionado ao aumento na concentracdo do solvente DMSO na NC-1, ja que a concentracao
de polimero para as duas formulagfes — NC-1 e NC-2 — é a mesma. Outra formulacdo que
apresentou maior DH, por volta de 400 nm, e que contém maior quantidade de DMSO é a
NC-7. O DMSO, dimetil sulfoxido, é um solvente organico comumente utilizado em sinteses
organicas e inorganicas de nanoparticulas, pois possui habilidade de solubilizar diversas
moléculas (Saldias et al., 2015). Este foi utilizado para solubilizar o PVM/MA e DOX antes
da adicdo de acetona.

As formulacdes NC-4 e NC-5 apresentaram DH por volta de 300 nm, mesmo com
diferencas na concentracdo de PVM/MA — a NC-5 possui o dobro da concentracdo de
polimero. A formulacdo NC-6 também apresentou DH por volta de 300, mesmo tendo a
metade da concentracdo de PVM/MA da NC-5 e também metade da concentracdo de
doxorrubicina de todas as outras formulacdes. Este resultado sugere que o invélucro de
PVM/MA formado nas nanocépsulas requer uma quantidade limitada de polimero, e a adicao

de um excesso de PVM/MA ndo leva necessariamente a um aumento do invélucro e do
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didmetro da nanocdpsula. Um estudo mostrou que o aumento da quantidade de polimero, no
método de nanoprecipitacdo e dependendo do uso do solvente para dissolu¢do do polimero,
ndo aumenta o DH das nanoparticulas até certo ponto, em que € considerado o efeito Ouzo,
efeito pelo qual sdo obtidas nanoparticulas com baixo PDI (Aubry, Ganachaud, Addad, &
Cabane, 2009).

Para a maioria das formulac6es foi possivel observar um aumento no DH 24 h apés o
preparo devido ao intumescimento da trama polimérica do invélucro, ocasionada pela
hidrélise do PVM/MA que a compde (de Souza et al., 2014). Ja a principal formulagdo —
NCS-DOX — possui menor concentracdo de doxorrubicina e menor quantidade de polimero
dentre as proporc¢des testadas. Esta formulacdo apresentou nanocapsulas de menor tamanho —
em torno de 190 nm — dentre todas as desenvolvidas. Por esta caracteristica, a NCS-DOX foi
escolhida para os testes que se seguiram ao desenvolvimento, pois este valor de didmetro
possibilita, em teoria, seu acimulo passivo em tumores solidos. Este fenémeno decorre do
fato de os capilares que nutrem certos tumores solidos possuirem fenestras com diametros
entre 200 e 800 nm (Paszko, Ehrhardt, Senge, Kelleher, & Reynolds, 2011), as quais sao
muito maiores que as fenestras de tecidos sadios — por volta de 6 nm (Xiang & Anderson,
2006). De fato, experimentos mostram que nanoestruturas com diametro de até 400 nm
podem se acumular preferencialmente em certos tumores (Yuan et al., 1995).

A NCS-DOX apresentou-se satisfatoriamente estavel nas condicdes testadas, ie, ndo
apresentou mudancas importantes no DH, PDI e PZ durante 375 dias de analise. O PVM/MA
pode ser o responsavel por esta estabilidade (Arbds et al., 2002; de Souza et al., 2014), pois 0
mesmo é responsavel pela carga negativa na superficie da nanocapsula e, como relatado na
literatura, um potencial zeta maior que [30 mV] (em mdodulo) é indicativo de um sistema
coloidal estavel (Preetz, Hauser, Hause, Kramer, & Mader, 2010; Silva, Cerqueira, & Vicente,
2012). Em meio de cultivo as nanocapsulas apresentaram tamanho menor. Isto pode ser
devido a ligacdo de agua pelos componentes do meio, tais como proteinas, aminoacidos, ions,
etc, o que reduziria a quantidade de agua disponivel para formar a camada de solvatacdo das

nanocapsulas, reduzindo desta maneira seu DH.

Na nanocépsula NCS-DOX, especula-se que a DOX esteja majoritariamente associada
ao polimero do invélucro, visto que as porc¢des hidrofilicas desta molécula dificultam a sua
dissolucdo no nucleo oleoso. O PVM/MA é indicado como um polimero adequado para a
complexacdo e a ligacdo covalente com farmacos em nanoestruturas (Guhagarkar et al., 2010,
2011). A andlise dos espectros de infravermelho e SERS permite fazer algumas inferéncias
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sobre a forma como a DOX interage com o PVM/MA. A auséncia de vibragdes de
estiramento de —NHs* (3160-2300 cm™) da DOX no espectro de infravermelho da amostra
Pol-DOX sugere que houve formacdo de ligagdo quimica entre 0 PVM/MA e a DOX, que
deve ser do tipo amida, decorrente da reagdo entre o grupamento amino da DOX e o grupo
anidrido do PVM/MA (figura 48). De fato, o grupamento amina é um nucleofilo forte, que
deve reagir com o grupamento anidrido por meio de um ataque nucleofilico. Outra hipotese é
que o grupamento amina protonado esteja interagindo ionicamente com grupos carboxilato
gerados por hidrolise do PVM/MA (Guhagarkar et al., 2010). A interacdo entre a DOX
catibnica e o grupo COO" do PVM/MA resulta na formagcdo de um complexo anibnico
(Benival & Devarajan, 2012). J& no espectro de SERS, a banda localizada em 1688 cm™
indica a presenca do grupamento quimico amida (Liang et al., 2015) no composto formado
pela reacdo da DOX com o PVM/MA. Este grupamento surgiu nos espectros Raman de NCS-
DOX e Pol-DOX e ndo ocorreu no espectro de DOX.

O OH o
oH — —
“/oH . © OH
o)
O O oH O\O:NH2 \
o
~ OH &
5 ;

Doxorrubicina Amida

j\io

PVM/MA

Figura 48. Reacdo entre 0 PVM/MA e doxorrubicina formando a ligacdo amida.

De fato, a DOX esta fortemente associada as hanocapsulas, ja que os ensaios de dialise
mostram que apenas uma pequena porcentagem da DOX € capaz de se dissociar destas
nanoestruturas. O método de dialise pode ser usado para separar nanoparticulas de farmacos
pelo uso de, por exemplo, bolsa ou membrana de dialise (Xie, Beyer, Vogel, Wacker, &
Mantele, 2015). No método utilizado, a DOX livre foi totalmente liberada da membrana de
dialise em poucas horas, enquanto que a DOX presente na NCS-DOX ndo foi totalmente
liberada até o ultimo tempo de analise (apenas 17% em 48 horas). A DOX provavelmente ndo

teria sua liberacdo aumentada se o experimento fosse realizado com maior tempo que 48
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horas, pois desde o tempo proximo a 4 horas a liberacdo de DOX atingiu um plat6. Este
resultado indica que 83% da DOX esté fortemente conjugada & nanocépsula, provavelmente
por ligacBes covalentes, ao involucro das nanocépsulas. Neste caso, somente foi avaliado a
liberacdo de DOX das nanocapsulas, mas também seria interessante avaliar a degradacdo do
polimero que levaria posterior liberagdo do selol.

A toxicidade da NCS-DOX, bem como seus mecanismos de toxicidade, foi avaliada
em células tumorais e ndo tumorais por diversos ensaios in vitro. As doses utilizadas foram
escolhidas de acordo com estudos anteriores (Kaminskas et al., 2012; Park et al., 2009). A
avaliacdo in vitro e in vivo de uma nanoestrutrura com os farmacos anticancer selol e DOX
associados ainda ndo foi descrita na literatura. A DOX é comumente utilizada na pratica
clinica para o tratamento de diversos tipos de cénceres, mas devido ao seu baixo indice
terapéutico, métodos para melhorar seu desempenho clinico continuam sendo amplamente
estudados (Perche et al., 2012). Neste trabalho, a DOX foi combinada ao selol, ja que a
literatura sugere que esta abordagem poderia aumentar a atividade anticancer da DOX (Piotr
Suchocki et al., 2007). Neste contexto, a eficAcia da NCS-DOX foi comparada a dos
tratamentos isolados, i.e., selol apenas e DOX apenas. No ensaio de viabilidade celular pelo
método do MTT para as células 4T1, foi possivel observar que a NCS-DOX foi o tratamento
que causou maior reducdo na viabilidade celular a partir da concentracdo de 1 pg/mL,
indicando sinergismo entre DOX e selol da nanocépsula. Pol-DOX também causou maior
reducdo na viabilidade celular que a DOX a partir desta concentracdo. Os valores de IC50
para NCS-DOX, Pol-DOX e DOX foram de 0,37; 0,42 ¢ 0,71 ug/mL, respectivamente,
indicando a maior toxicidade causada pela NCS-DOX. Como pode ser observado pelo
tratamento apenas com o polimero, a toxicidade ndo advém do PVM/MA, ja que este sozinho

nao reduziu a viabilidade celular.

Os ensaios de interiorizacdo mostraram que, para todos os tempos, o composto Pol-
DOX, seguido da NCS-DOX, foi mais interiorizado que os outros tratamentos. Este evento
pode ser parte da resposta para a maior reducdo da viabilidade celular observada com Pol-
DOX e NCS-DOX em relacdo a DOX. Ainda, observou-se que a NCS reduziu a viabilidade
celular para 66% somente na Ultima concentracdo (216 pg selol/mL), assim, podemos
verificar o potencial do selol nas nanocapsulas em reduzir a viabilidade celular e seu potencial
em provocar sinergismo juntamente com a DOX. Estudos anteriores mostraram que

nanocapsulas de selol possuem potencial de reduzir a viabilidade de células A549 (células de
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adenocarcinoma de pulmé&o humano) na concentracdo de 100 e 150 pg selol/mL em 48 horas
(de Souza et al., 2014). No ensaio de MTT, as células NIH-3T3 se mostraram menos sensiveis
aos tratamentos do que as celulas 4T1. Os valores de IC50 para NCS-DOX, Pol-DOX e DOX
foram de 0,46; 0,46 e 0,81 ug/mL, respectivamente. 1sso pode ser devido ao fato de que
células tumorais tém maiores taxas proliferativas, uma vez que os farmacos utilizados, DOX e
selol, agem na inibicdo da proliferacdo celular (de Souza et al., 2014; Yang et al., 2014).
Além disso, ja foi reportado na literatura que as células ndo tumorais ativam mecanismos de
reparo frente a algum dano causado por farmacos, enquanto algumas células tumorais séo

deficientes nestes mecanismos (Tian et al., 2013).

O tratamento com NCS-DOX causou a maior reducdo na adesdo de células 4T1
quando comparado aos outros tratamentos, confirmando o efeito sinérgico entre DOX e selol.
Diferentemente do observado no ensaio de MTT, na analise do indice de adeséo celular foi
possivel observar que as células NIH-3T3 foram mais sensiveis ao tratamento NCS-DOX. Os
tratamentos com NCS e Pol, tanto para 4T1 quanto para NIH-3T3, ndo reduziram o indice
celular em comparacdo ao grupo controle. A literatura mostra que nanocépsulas de selol
reduzem de fato a proliferacdo de células cancerosas, sugerindo que a combinacéo do efeito
citostatico do selol com o efeito citotoxico de um segundo farmaco pode ser uma alternativa
eficaz de combate de tumores (de Souza et al., 2014). A DOX, em ensaios in vitro, provoca
intensa reducdo do indice de adesao celular em tempo real, efeito que é dependente do tempo
de exposicdo e da concentracdo da DOX (Moraes et al., 2012). Os dados experimentais deste
trabalho sugerem um sinergismo entre selol e DOX, ocasionando uma maior atividade
anticancer das nanocapsulas NCS-DOX em relagéo a estes farmacos isolados. A morfologia e
a confluéncia celulares foram afetadas pelas duas concentracGes estudadas de DOX e NCS-
DOX. Como o esperado, a maior concentracdo (3 ug DOX/mL) provocou maiores alteracdes
na confluéncia e morfologia das células, tanto para as células 4T1 quanto para NIH-3T3. As
alteracdes na confluéncia das células observadas sob microscopia Optica de luz sdo
corroboradas pelos experimentos de indice de adesdo celular em tempo real. As células 4T1
sofreram reducdo da adesdo celular, para os tratamentos com DOX e NCS-DOX, apenas em
48 horas. Ja para as células NIH-3T3, a reducdo na adesao celular comegou em 36 horas para
os dois tratamentos e, em 48 horas, 0 indice de adesdo celular chegou a 0 (zero) para NCS-
DOX.
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Tanto NCS-DOX quanto DOX, na maior concentragéo testada, induziram retragdo do
volume celular de NIH-3T3 e de 4T1, o que pode ser um indicativo de morte (Sinha, Pal, &
Sil, 2014). Na concentracdo de 0,1 pg DOX/mL, os dois tratamentos induziram aumento do
volume celular nas linhagens 4T1 e NIH-3T3. Isto ocorre porque nos grupos controle a alta
confluéncia celular faz com que as células se comprimam, mas também pode ser devido a
inducdo de apoptose, que é observada no tratamento com DOX (Yang et al., 2014). Na
concentracdo de 0,1 pg/mL de DOX também foi possivel identificar nas duas linhagens
celulares a presenca de vacuolos. E bem relatado na literatura que o uso de DOX provoca a
formacdo de vaclolos no citoplasma tanto em células analisadas em tecidos quanto em
analises nas proprias células (Granados-Principal et al., 2014; Hill et al., 2014; Kulbacka et
al., 2014; Mohamed, Karam, Hagrass, Amer, & Abd El-Haleem, 2015) e, em cardiomiocitos
murinos, leva a formacdo de vacuolos relacionados ao mecanismo de autofagia, que leva a
degradacdo de componentes celulares e que pode eventualmente levar a morte celular (X.
Wang et al., 2014). N&o foi possivel identificar, em nenhuma das linhagens testadas,

diferencas morfologicas entre as células tratadas com NCS-DOX e DOX.

ApoOs a avaliacdo da eficacia da NCS-DOX, alguns processos basicos do seu
mecanismo de acdo foram investigados. Neste contexto, a interiorizacdo do farmaco é
geralmente um processo chave no seu mecanismo de citotoxicidade quando os alvos
moleculares estdo no citosol ou em organelas celulares (Zeng, Morgenstern, & Nystrom,
2014b; Zeng & Zhang, 2012). Avaliacdes recentes mostraram que uma nanoestrutura de DOX
(dendrimeros lineares hiper-ramificados conjugados a doxorrubicina) atravessa a membrana
celular de células MCF-7/ADR (carcinoma mamario humano resistente) por vias endociticas
ativas, como macropinocitose e via de clatrina, e se acumulam mais intensamente em
lisossomo, reticulo endoplasmatico e mitocondria do que a DOX livre (Zeng et al., 2014b).
Isto é importante, pois as células MCF-7/ADR super-expressam a enzima glutationa-S-
transferase microssomal 1 (MGSTL1), responsavel pela biotransformacdo e eliminacdo de
agentes citotoxicos das células, sendo que os principais sitios de expressdo da MGST1 sdo a
mitocéndria e o reticulo endoplasmatico (Ranandersson & Depierre, 1984). Sendo assim, foi
mostrado que a nanoestrutura contendo a DOX reduziu a expressdo da enzima, muito
provavelmente por ser mais habil em se acumular na mitocdndria e reticulo endoplasmatico
do que a DOX livre (Zeng et al., 2014b).

Neste trabalho, foi observado que o Pol-DOX foi o tratamento mais interiorizado pelas
células 4T1 nos tempos estudados. A literatura sugere que certas nanoestruturas poliméricas
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sdo rapidamente reconhecidas por células tumorais, levando ao aumento da interiorizagdo
celular (Sun, Wu, Peng, Liu, & Gong, 2015). No caso do polimero PVM/MA, o0 aumento da
interiorizacdo pode ser devido a ligagdo de moléculas da superficie celular por meio de
ligacdo de hidrogénio ou ligacBes idnicas envolvendo os grupos carboxilato do polimero,
como discutido previamente. Além de que nesta estrutura — Pol-DOX - grupamentos
carboxilatos estdo mais disponiveis para interagdo com a membrana das células do que nas
nanocapsulas, pois em Pol-DOX nanoparticulas sdo obtidas no primeiro dia de preparacéo,
ap6s isso o polimero se estende, desestabilizando a estrutura. Estudos relatam que
nanoparticulas de PVM/MA interagem com a membrana celular de células do trato
gastrointestinal, favorecendo a maior adesdo destas na mucosa intestinal, e assim sdo mais
bem interiorizadas do que farmacos livres (Arbos et al,, 2002; K. Yoncheva, Guembe,
Campanero, & Irache, 2007; Krassimira Yoncheva, Gomez, Campanero, Gamazo, & lIrache,
2005). Nos tempos de 1 e 3 horas de exposicdo, a NCS-DOX foi mais interiorizada do que a
DOX, um evento que provavelmente esta ligado a adesdo do PVM/MA a superficie celular, ja
que este polimero compde o invélucro das nanocapsulas, de maneira que deve efetuar o
contato desta nanoestrutura com a célula.

Os mecanismos de endocitose por meio dos quais em principio a NCS-DOX poderia
ser interiorizada também foram investigados. Inibidores de vias de endocitose foram usados
para o estudo de qual via poderia estar envolvida na interiorizacdo da NCS-DOX. A
amilorida e a citocalasina D inibem a via da macropinositose; a nistatina e a filipina inibem as
vias de endocitose mediadas por cavéolas (caveolina) (Zeng & Zhang, 2012); e a azida sddica
inibe todo o tipo de transporte dependente direta ou indiretamente de ATP (Cao et al., 2014;
Sato et al., 2009). Neste trabalho, a nistatina inibiu a interiorizacao dos trés compostos (NCS-
DOX, Pol-DOX e DOX). Ou seja, este resultado sugere gue a via mediada por cavéolas esta
envolvida na endocitose destes trés compostos. O mesmo efeito foi observado para a
exposicdo ao inibidor azida sodica, indicando que a interiorizacdo de NCS-DOX, Pol-DOX e
DOX ¢, ao menos parcialmente, dependente de ATP (a via das cavéolas, por exemplo,
depende de ATP). A inibicdo da macropinocitose pela citocalasina reduziu somente a
interiorizacdo da DOX. Anteriormente foi relatado na literatura que micelas de sulfobetaina
conjugadas a DOX, de tamanho por volta de 130 nm e com carga negativa (-36 mV), foram
endocitadas pelas vias mediadas por clatrina, cavéola e macropinocitose, sendo que a via
mediada por cavéola foi a principal via de interiorizacdo destas micelas em célula Hela (Cao

et al., 2014). Outros estudos mostraram que dendrimeros lineares hiper-ramificados
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conjugados & DOX tiveram sua endocitose inibida por amilorida e citocalasina D,
responsdveis pela inibicdo da endocitose mediada por clatrina e macropinocitose,
respectivamente, o que é esperado para este tipo de estrutura, ao contrario da DOX livre que
se difunde através da membrana plasmatica (Zeng, Morgenstern, & Nystrom, 2014a).

Uma vez endocitado, um farmaco pode se concentrar em determinado(s)
compartimento(s) celular(es), fato de muita relevancia no seu mecanismo de agdo. Muitos
farmacos agem em organelas especificas, e a eficiente interacdo do farmaco com seu sitio de
acdo intracelular € pré-requisito para sua acdo farmacoldgica. Neste contexto, se um farmaco
é preferencialmente direcionado para uma organela especifica que contém seu sitio de acdo,
pode ocorrer o aumento de sua eficacia e a reducdo da incidéncia de efeitos adversos.
Sistemas de entrega de farmacos, como nanoestruturas, podem direcionar farmacos para
organelas especificas (Maity & Stepensky, 2015). NCS-DOX e Pol-DOX se concentraram
preferencialmente nas mitocéndrias, enquanto a DOX livre foi observada preferencialmente
no nucleo de células 4T1 apos 6 horas de exposicdo. Este resultado sugere que o polimero
PVM/MA, presente tanto na NCS-DOX quanto no Pol-DOX, é capaz de alterar a localizacéo
intracelular da DOX.

Ja foi descrito na literatura que a DOX livre se acumula preferencialmente no nicleo
de células MCF-7 (carcinoma de mama humano) ap0s 6 horas de exposi¢cdo, enquanto que
dendrimeros lineares hiper-ramificados conjugados a DOX apresentaram afinidade especifica
para algumas organelas desta célula, como a mitocondria, envolvida em mecanismos de
resisténcia a farmacos (Ranandersson & Depierre, 1984; Vakili, Abyaneh, Molavi, Lai, &
Lavasanifar, 2014; Zeng et al., 2014a). A DOX livre se acumula preferencialmente no nucleo
de células cancerosas e induz efeitos indiretos na mitocondria (Chamberlain, Tulumello, &
Kelley, 2013; Vakili et al., 2014). Os mecanismos da DOX, como inibicdo da topoisomerase
I, dano a0 DNA nuclear e inducdo de estresse oxidativo, podem afetar funcbGes na
mitocéndria (Chamberlain et al., 2013; Vakili et al., 2014) Ainda, isoformas da topoisomerase
Il estdo presentes em ambos 0s compartimentos, nicleo e mitocondria (Chamberlain et al.,
2013). Um estudo mostrou que a DOX conjugada a peptideos que penetram preferencialmente
na mitocéndria mudaram a localizacao sub-celular da DOX, do ndcleo para a mitocondria, em
células de cancer de ovario humano resistentes a DOX (A2780ADR) (Chamberlain et al.,
2013). Neste estudo foi observado que a estrutura testada, DOX conjugada a peptideos,

apresentou habilidade de superar a resisténcia causada por bombas de efluxo (glicoproteina P
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— PgP). Os autores sugeriram que esta estrutura pode ter provocado a inibi¢cdo da PgP, ou que
a estrutura é suficientemente diferente da DOX e assim ndo seria mais um substrato para a
PgP. Ainda, a nanoestrutura pode ter se tornado indisponivel para as bombas de efluxo uma
vez que se encontram localizadas na mitocondria. Ainda naquele estudo, os autores
concluiram que a estratégia de mudar a localizacdo subcelular da DOX para mitocéndria foi
efetiva em superar a resisténcia das células testadas (Chamberlain et al., 2013). Esta mudanca
na distribuicdo intracelular indica que nanoestruturas sdo capazes de facilitar a entrega de
farmacos a compartimentos celulares especificos (V. P. Torchilin, 2007), podendo apresentar
vantagem quando se pretende bloquear um mecanismo especifico, como os de resisténcia a
maltiplos farmacos (Zeng et al., 2014a), ou mesmo agir contra uma célula cancerosa por

mecanismos diferentes dos apresentados pelo farmaco livre.

Na sequéncia dos experimentos de investigagdo de mecanismos de acdo da NCS-
DOX, foram realizadas analises in vitro de fragmentacdo de DNA, exposicdo de
fosfatidilserina e alteracdo no potencial de membrana mitocrondrial. Os resultados sugerem
que todos os tratamentos testados neste trabalho, i.e., NCS-DOX, Pol-DOX e DOX, causam
danos celulares capazes de ativar o0 mecanismo de apoptose (Chen et al., 2001; Li, Ma, &
Chen, 2016). NCS-DOX, Pol-DOX e DOX causaram a exposi¢cdo de fosfatidilserina na face
externa da membrana celular, indicativo de apoptose. A fragmentacdo de DNA e a alteracéo
do potencial de membrana mitocondrial foram mais intensas quando as células foram tratadas
com NCS-DOX. Estudos anteriores mostraram que a combinacdo de compostos selénicos
com outros agentes anticancer (exemplo: paclitaxel) favorece o desencadeamento de
mecanismos pro-apoptéticos e inibicdo da proliferacdo celular (Qi et al., 2012). A
fragmentacdo de DNA causada pela DOX é principalmente decorrente da inducdo de

apoptose (Mizutani, Tada-Oikawa, Hiraku, Kojima, & Kawanishi, 2005).

Também foi possivel observar que o tratamento com NCS-DOX aumentou a produc¢édo
de EROs de maneira dependente do tempo de tratamento. Este resultado apresenta a evidéncia
de que os tratamentos NCS-DOX e Pol-DOX sdo capazes de aumentar os niveis de EROs
primeiramente, ou seja, mais rapidamente do que a DOX livre. A inducdo do aumento da
producdo de EROs pela NCS-DOX também pode ser decorrente do sinergismo ou efeito
aditivo do selol com a DOX, ja que ambos sdo conhecidos por induzirem este evento (Piotr
Suchocki et al., 2010). Estudo em células de leucemia humana (HL-60) mostrou que a DOX

tem a capacidade de gerar EROs, evento que precede os danos ao DNA e o aumento do
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potencial de membrana mitocondrial desencadeando apoptose. De fato, a principal via
apoptética de agentes anticAncer envolve a perda da integridade da membrana mitocondrial, e
EROs podem provocar este fendmeno (Mizutani et al., 2005). Para 0s experimentos para
analise do potencial de membrana mitocondrial e espécies reativas de oxigénio o peréxido de
hidrogénio foi utilizado como controle positivo, pois este causa estresse oxidativo nas células
e por consequéncia perda do potencial de membrana mitocondrial (Zhao et al., 2015).

J& é bem relatado que o uso da DOX pode levar a cardiomiopatia irreversivel e por
consequéncia faléncia cardiaca (Park et al., 2009). A DOX causa diminuicdo na fracdo de
ejecdo ventricular e prejudica a contrabilidade dos miocardios, efeitos que podem estar
relacionados a vacuolizacdo do citoplasma e producdo de espécies reativas de oxigénio nos
cardiomiocitos (Mitry & Edwards, 2016). Neste contexto, a eficacia anticancer da NCS-DOX
foi também avaliada em ensaios in vivo. Células 4T1 foram utilizadas para induzir
adenocarcinoma mamario em camundongos. O modelo utilizado gerou tumor em 100% dos
animais. Este modelo de cancer de mama murino é comumente utilizado para investigacéo da
acdo de nanoparticulas de doxorrubicina (She et al., 2013). Apds os processos de inducao
tumoral e de tratamento com as diferentes formulacdes, ndo foi observada perda de massa
corporal estatisticamente significativa para nenhum dos grupos estudados até 0 momento de
eutanasia. A ocorréncia de tumor foi evidencia pelo crescimento de massa tumoral na regido
da inducdo tumoral (flanco direto dos camundongos). Sete dias apds o indculo das células, ja
era possivel observar visualmente a massa tumoral, ja que esses tumores se desenvolvem

superficialmente.

A NCS-DOX nao foi mais eficaz que a DOX para reduzir o tamanho do tumor. No
altimo dia de andlise clinica (dia 21), o tamanho dos tumores dos grupos tratados foi cerca de
sete vezes menor que o tamanho dos tumores do grupo controle. Isto indica que NCS-DOX,
DOX e NCS apresentaram 0 mesmo potencial anticancer. Um estudo realizado por Park e
colaboradores mostrou que o Doxil®, DOX livre e nanoparticulas de polietilenoglicol
conjugadas a DOX controlaram o tamanho tumoral, induzido em camundongos BALB/c
utilizando células de linfoma (A20) implantadas na regido subcutanea do flanco esquerdo,
também na mesma intensidade. Neste mesmo estudo também foi avaliado o potencial
cardiotoxico destes tratamentos, através de eletrocardiograma, niveis de CPK e avaliacGes
histolégicas do tecido cardiaco (Park et al., 2009). Estas analises foram realizadas 2 semanas

apos a administracdo da Ultima dose dos tratamentos, para avaliar se os efeitos cardiotoxicos
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eram persistentes. Foi constatado que o tratamento com DOX livre provocou diminui¢do na
fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo. DOX livre e Doxil® aumentaram significativamente
a atividade da CPK no soro (p<0,05). Nenhum desses efeitos foi observado para as
nanoparticulas de polietilenoglicol conjugadas a DOX, e ndo houve significativas alteracdes
histopatoldgicas para nenhum dos tratamentos, o que pode estar relacionado ao tempo de
estudo (Park et al., 2009).

Apesar de ter a mesma eficacia in vivo, a NCS-DOX foi significativamente menos
cardiotdxica que a DOX livre. O grupo de camundongos tratados com NCS-DOX apresentou
0s menores niveis séricos de CK-MB, enzima que, em niveis elevados no sangue, indica
muito provavelmente danos ao tecido cardiaco (Park et al., 2009). Os niveis de CK-MB do
grupo controle foram usados como referéncia. Este resultado pode estar relacionado ao fato de
que determinados sistemas nanoestruturados de entrega de farmacos se acumulam no tecido
tumoral devido ao efeito EPR, o qual se deve a arquitetura defeituosa da vascularizagdo
tumoral, que permite a acumulacdo de nanoparticulas no espaco intersticial do tumor e menor
entrega do farmaco a tecidos saudaveis (Maity & Stepensky, 2015; Parhi et al., 2012; V. P.
Torchilin, 2007; M. Wang & Thanou, 2010).

Na sequéncia, foi investigado se a NCS-DOX provoca a menor acumulacdo de DOX
no coracdo dos camundongos tratados. Através de analises de fluorescéncia ex vivo, foi
observado que NCS-DOX e DOX apresentaram padrées de biodistribuicdo semelhantes em 2,
4 e 8 horas apds a administracdo por via endovenosa para 0s 6rgéos figado, baco, rins, pulméo
e coracdo. Porém, em relacdo a DOX livre, a NCS-DOX apresentou maior acimulo no tumor
apos 8 horas de administracdo. Os tecidos hepatico e tumoral apresentaram o maior acimulo
de DOX em ambos os tratamentos. Um estudo da biodistribuicdo de nanoparticulas de
polietilenoglicol conjugadas a DOX e DOX livre, realizado pela extracdo da DOX de 6rgdos e
analise em espectrofotdmetro apos 1 hora de administracdo dos tratamentos, mostrou que a
DOX livre apresentou maior acumulo no figado do que as nanoparticulas, e igual
concentracdo no coracdo (Park et al., 2009). Pelos resultados obtidos, ndo foi possivel
verificar o mecanismo pelo qual a NCS-DOX é menos cardiotdéxica que a DOX livre.
Provavelmente, o aumento do nimero de animais nos mesmos experimentos aqui descritos
poderia auxiliar a demonstrar possiveis diferencas sutis na biodistribuicdo de NCS-DOX e

DOX no coragdo. Além disso, experimentos adicionais, tais como a dosagem cromatogréfica
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de DOX nos 6rgaos, e a investigacdo a nivel celular dos mecanismos de cardiotoxicidade da
DOX e NCS-DOX poderiam auxiliar neste estudo.
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8. CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste trabalho permitiram concluir que:

1.

10.

11.

12.

As nanocépsulas de selol com invélucro de PVM/MA conjugado a DOX —
NCS-DOX — sdo estaveis e monodispersas.

NCS-DOX apresentou-se mais citotoxica contra células 4T1 que a DOX na
concentracédo de 1 pg de DOX/mL.

NCS-DOX é mais interiorizada por células 4T1 do que DOX livre apés 1 e
3 horas de exposigéo.

NCS-DOX é capaz de gerar maior porcentagem de fragmentacdo de DNA
em 48 horas de exposicdo do que DOX livre.

A NCS-DOX induz exposicdo de fosfatidilserina, apresentando assim
atividade pré-apoptotica.

A NCS-DOX altera a morfologia celular (4T1 e NIH-3T3) assim como
DOX livre.

NCS-DOX, em 48 horas de tratamento, causa maior despolarizacdo da
membrana mitocondrial em relacdo a DOX.

NCS-DOX, em 3 e 24 horas de tratamento, induz maior producdo de EROs
em relacdo ao tratamento com DOX.

NCS-DOX e Pol-DOX se concentram mais nas mitocondrias, enquanto a
DOX se acumula mais no nucleo de células 4T1.

NCS-DOX reduz o crescimento tumoral na mesma intensidade da DOX
livre.

NCS-DOX é menos cardiotdxica, pois ndo aumenta a atividade da enzima
CK-MB no sangue, diferentemente da DOX livre.

NCS-DOX apresenta maior acumulo no tumor apd6s 8 horas de

administracao do que DOX livre.

Os resultados deste trabalho sugerem que as nanocapsulas de selol com invélucro de

PVM/MA conjugado a doxorrubicina — NCS-DOX — mantém os efeitos citotdxicos contra o

adenocarcinoma mamario 4T1 in vivo, reduzem a cardiotoxicidade da DOX e aumenta

concentracdo de DOX na regido do tumor. Além disso, os resultados sugerem que o
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mecanismo de acdo da DOX no nivel celular pode ter sido alterado pela sua associa¢do ao
PVM/MA.
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10. ANEXQOS
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