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Resumo

O cancer ¢ uma das doengas que mais matam no mundo, desenvolvimento e aprimoramento dos
tratamentos utilizados nas terapias contra o cancer sdo extremamente relevantes para uma melhor
qualidade de vida dos pacientes. Tendo em vista os atuais problemas na administragao de farmacos
como a baixa solubilidade e os efeitos adversos, foi analisada a atividade de uma nanoparticula
lipidica sélida contendo docetaxel (NLS-DTX), um farmaco ja usado nas terapias convencionais,
em uma linhagem (MDA-MB-231) de um dos tipos de cancer de mama mais agressivos e que
possuem os piores prognosticos, o cancer de mama triplo negativo. Os testes de viabilidade
indicaram que a NLS-DTX tem uma maior dependéncia quanto a dose do tratamento quando
comparada ao farmaco livre o que indica uma liberagao mais controlada do fairmaco. As analises de
microscopia eletronica de transmissao (MET), confocal e microscopia de luz indicaram que apos o
tratamento as c€lulas entram em catastrofe mitotica, caracteristica de farmacos antimitdticos que
levam as células geralmente a morte ou a senescéncia. As células tratadas tanto com DTX como
com NLS-DTX apresentaram significativa inibi¢do na mobilidade e proliferacdo, caracteristicas que
sd0 muito relevantes no desenvolvimento e progressio do tumor. A NLS-DTX aumentou
significativamente a apoptose em células tumorais e também apresentou uma maior fragmentagao
nuclear (sub-G1) quando comparadas ao controle o que demonstrou seu grande potencial como

nanocarreador a0 manter e aprimorar a a¢ao do fAirmaco na linhagem MDA-MB-231.



Abstract

Cancer is one of the most killing diseases in the world, development and improvement of treatments
used in cancer therapies are extremely relevant for a better quality of life for patients. In view of the
current problems in drug administration such as low solubility and adverse effects, the activity of a
solid lipid nanoparticle containing docetaxel (NLS-DTX), a drug already used in conventional
therapies, in a cell line (MDA- MB-231) of one of the most aggressive types of breast cancer with
the worst prognosis, triple negative breast cancer. Viability tests indicated that NLS-DTX has a
greater dependence on the treatment dose when compared to the free drug, which indicates a more
controlled release of the drug. Transmission electron microscopy (TEM), confocal and light
microscopy analyzes indicated that after treatment the cells enter into a mitotic catastrophe,
characteristic of antimitotic drugs that usually lead to death or senescence. Cells treated with both
DTX and NLS-DTX showed significant inhibition of mobility and proliferation, characteristics that
are very relevant in tumor development and progression. NLS-DTX significantly increased
apoptosis in tumor cells and also showed greater nuclear fragmentation (sub-G1) when compared to
the control, which demonstrated its great potential as a nanocarrier by maintaining and improving

the drug's action in MDA-MB-231 cell line.
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1. Introducao
1.1  Cancer

Cancer ¢ um termo genérico para um conjunto de mais de 277 doengas relacionadas, que
tétm em comum o crescimento desordenado das células que invadem tecidos e orgdos. O cancer
surge a partir de uma mutacdo genética, ou seja, de uma alteragdo no DNA da célula, que passa a
receber instrugdes erradas para as suas atividades, especialmente as relacionadas a crescimento e
divisdo. Essas células alteradas tendem a ser muito agressivas e incontrolaveis, e seu crescimento
desordenado determina a formagao de tumores que podem crescer além de seus limites habituais, e
assim adquirem a capacidade de invadir partes adjacentes do corpo e se espalhar para outras
estruturas do organismo em um processo conhecido como metastase, sendo esta a principal causa de
mortes por cancer' ™.

Apesar do recente avango em estudos com alteragdes ndo mutacionais (epigenética) o cancer
¢ reconhecido por ser uma doenga de carater genético. Apenas 10-30% dos fatores de risco para que
essas mutagdes ocorram sao intrinsecos, a maioria das alteragdes ¢ decorrentes de fatores externos.
Dentre os fatores externos que mais contribuem para as mutacdes estdo: idade, consumo de alcool,
substancias carcinogénicas, inflamagdo cronica, dieta, hormdnios, imunossupressao, agentes
infecciosos, obesidade, radiacdo, luz solar, e consumo de tabaco. Apds suas alteracdes € importante
reconhecer quais sdo os padrdes necessarios para sua progressdo. As principais caracteristicas
adquiridas pela célula tumoral ao longo do seu desenvolvimento foram descritas por Hanahan and

Weinberg® e podem ser conferidas na Figura 1*¢7.
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Sinalizagdo Evasdo dos
proliferativa supressores
sustentada de tumor

Desregulagéo do Evitar a
metabolismo destrui¢io
energético imune
Resisténcia a Capasiiags
morte celular . de_
imortalidade
replicativa
Instabilidade Inflamagéo
gendmica promovida

e mutagao pelo tumor

Inducédo da Ativagdo da
anglogénese Invasio e
metastase

Figura 1: Caracteristicas fundamentais para o desenvolvimento do ciancer. A figura apresenta os
principais fatores relacionados ao desenvolvimento do céncer e eles sdo: indugdo da angiogénese,
ativacdo da invasdo e metastase, inflamagdo promovida pelo tumor, capacidade de imortalidade
replicativa, evitar a destruicdo imune, evasdo dos supressores de tumor, sinalizacdo proliferativa
sustentada, desregulagdo do metabolismo energético, resisténcia a morte celular e a instabilidade
gendmica e mutacdo. (Adaptado de Hanahan & Weinberg, 2011 )

H4 uma estimativa de que 19.3 milhdes de novos casos de cancer ocorreram em 2020.
Apesar dos avangos nos tratamentos, atualmente o cancer ainda ¢ uma das principais causas de

morte no mundo, e foi responsavel por cerca de 10 milhdes de mortes no mesmo ano (Figura 2)®.
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Numeros de mortes e

Pulm3o
1796 144 (18%)

Outros canceres

3557 464 (35.7%)

Prostata
375304 (3.8%)
Pancreas
466 003 (4.7%)

Eséfago Mama
544 076 (5.5%) 684 996 (6.9%)

Célon

935173 (9.4%)

Figado
830 180 (8.3%)

Estémago

768 793 (7.7%)

Total: 9958 133 mortes

Figura 2: Numero de mortes causados por cincer em 2020. Nimeros totais 6bitos por
cancer em 2020 em ambos os sexos ¢ todas as idades. Divididos pelas quantidades totais
de cada tipo de cancer (Adaptado de Globocan, 2020).

No Brasil esta estimado para o triénio 2020-2022 que a incidéncia anual sera de 625 mil
novos casos de cancer. Sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o cancer de mama ¢ o
cancer mais frequente entre as mulheres sendo que no mesmo tri€nio sdo previstos 66.280 novos

casos a cada ano (Figura 3)°.

Prostata 65.840 29,2% Homens Mulheres Mama feminina 66.280 29.7%
Colon e refo 20.520 9,1% Calon e refo 20.470 92%
Traqueia, bronquio e pulmao 17.760 7,9% Colo do dtero 16.590 7.4%
Estdmago 13.360 9,9% Traqueia,bronquio e pulmao 12.440 5,6%
Cavidade oral 11.180 5,0% Glandula tireoide 11.950 54%
Esdfago 8.690 3,9% Estémago 7.870 3,5%
Bexiga 7.590 3.4% Ovario 6.650 3.0%
Linfoma ndo Hodgkin 6.580 2.9% Corpo do atero 6.540 2,9%
Laringe 6.470 2,9% Linfoma ndo Hodgkin 5.450 24%
Leucemias 5.920 2,6% Sistema nervoso central 5.220 2,3%

*Numeros arredondados para multiplos de 10.

Figura 3: Principais tipos de novos casos de cincer e taxa de morte estimados para 2020 (INCA, 2020)

1.2 Cancer de mama
O cancer de mama ¢ uma das doeng¢as mais frequentes entre as mulheres representando cerca

de 29.7% de todos os tipos de cancer no Brasil, correspondendo a uma incidéncia de 43.7 a cada



100 mil mulheres. Em 2017, foram 16.724 mortes em decorréncia do cancer de mama,
correspondendo a uma taxa de mortalidade de 16.1 a cada 100 mil mulheres™".

O cancer de mama possui uma grande heterogeneidade a nivel molecular e ¢ frequentemente
dividido em subgrupos. Uma dessas classificagdes os divide em trés subtipos, sendo estes: os que
expressam receptores de hormonio [receptor de estrogeno (ER™) ou receptor de progesterona (PR")],
os que expressam receptor epidermal humano 2 (HER2") e o cancer de mama triplo negativo
(TNBC) (ER", PR, HER2"). A classificacdo dos subtipos ¢ extremamente significativa para o
diagnostico, progndstico e qual terapia cada subtipo ¢ submetido, bem como as alteracdes na sua

frequéncia que podem ser observados na Tabela 1'*",

Baseado na presenga ou auséncia desses trés marcadores primarios o cancer de mama
também pode ser classificado em seis subtipos intrinsecos que incluem luminal A, luminal B, HER2

enriquecido, similar a basal, similar ao normal e 0 com baixa expressdo de claudina'.

Tabela 1: Subtipos de cincer de mama

Subtipos Receptores Frequéncia
Hormonio positivo ER"ou PR" 60%
HER2 positivo HER2" 20%
Cancer de mama triplo negativo ER", PR", HER2" 10-20%

1.3  Céancer de mama triplo negativo

O cancer de mama triplo negativo tem como uma de suas principais caracteristicas a auséncia
de receptores de hormonio e de HER2 em sua membrana. Apesar de ser alocado em um t{inico grupo
o cancer de mama triplo negativo (TNBC) é muito diverso, sendo pontuado como uma das razdes
para as diferentes respostas tanto para os tratamentos tradicionais quanto para as novas terapias,

com relevante discrepancia entre os tempos de sobrevida'’.

Para a compreensdo de sua discrepancia molecular o TNBC foi subclassificado por
Lehmann®” em 7 distintos subtipos moleculares: imunomodulador, mesenquimal, célula-tronco
mesenquimal, luminal com receptor de androgeno, instavel, e dois subtipos similares a basal (BL1 e
BL2). Apds andlise do perfil de expressdo genética, das células tumorais e seus componentes
auxiliares, ocorreu o refinamento da classificacdo anterior a apenas quatro subtipos dos seis
propostos anteriormente foram mantidos: os similares a basal (BL1 e BL2), mesenquimal e luminal

com receptor de androgeno'*'°.
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Como anteriormente apresentado o TNBC representa aproximadamente 15-20% de todos os
casos de cancer de mama, geralmente ocorre em mulheres jovens com menos de 40 anos antes da
menopausa. Comparado com outros subtipos de cancer de mama o TNBC possui uma sobrevida
menor e uma taxa de mortalidade muito elevada, chegando a cerca de 40% nos primeiros 5 anos. O
tempo médio de reincidéncia de TNBC ocorre entre 19-40 meses, enquanto em pacientes com
outros subtipos esse tempo varia entre 35-67 meses. O TNBC ¢ muito invasivo e cerca de 46% dos
pacientes terdo metastase. A metastase nesses casos geralmente envolve o cérebro e 6érgaos viscerais
e tendem a ter uma recaida precoce se espalhando para os pulmdes, figado e sistema nervoso
central. A média de sobrevivéncia apds a metastase ¢ de apenas 13,3 meses e a recorréncia apds a

cirurgia ¢é elevada, com taxas que chegam a 25%"'>"7 .

1.4 Tratamentos

No tratamento de tumores soélidos a quimioterapia, a radioterapia e a cirurgia,
individualmente ou combinados, sdo os tratamentos tradicionais contra tumores agressivos. A
cirurgia e a radioterapia sdo efetivos no tratamento de tumores locais e ndo metastaticos, ndo sendo
eficientes nos casos em que o cancer ja se espalhou para orgios e tecidos adjacentes. O uso de
farmacos com administragdo sistémica, como a quimioterapia ¢ a hormonioterapia, sdo as opgdes
atuais para o tratamento do cancer metastatico, pois o farmaco tém a capacidade de atingir todos os

orgdos através da corrente sanguinea '*'°.

Para o cancer de mama nio metastatico, os principais objetivos da terapia sdo erradicar o
tumor e prevenir a metastase. A terapia nao sistémica geralmente consiste em resseccao cirurgica,
com tratamento com radiacdo poOs-operatoria. Ja a terapia sist€émica pode ser pré-operatdria
(neoadjuvante), pds-operatoria (adjuvante) ou ambas. Para os subtipos de cancer que tem receptores
de hormdnio positivos ha o uso de terapia enddcrina, as pacientes com expressao positiva para os
receptores HER2 sdo tratadas com trastuzumab (anticorpo monoclonal que se liga ao receptor
HER?2 e inibe sua a¢do) e lapatinib (inibidor de tirosina quinase) em conjunto com quimioterapia, ja
o TNBC ¢ geralmente tratado apenas com quimioterapia. Para o cancer de mama metastatico, os
objetivos terapéuticos sdo prolongar a vida e atenuar os sintomas. Atualmente, o cancer de mama
metastatico permanece incuravel em praticamente todos os pacientes afetados. As mesmas
categorias basicas de terapia sist€émica sao usadas no cancer de mama metastatico e nas abordagens
neoadjuvantes / adjuvantes'" .

O cancer de mama triplo negativo possui opg¢des limitadas de tratamento pois 0 mesmo nao

possul expressdo positiva para os principais alvos terapéuticos. Com o0s avang¢os no

desenvolvimento de terapias, os inibidores de PARP (olaparib e talazoparib) sao farmacos usados no
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tratamento contra o cancer de mama triplo negativo que possuem mutagdes no gene BRCA. Mas
apesar de possuir uma terapia com alvo especifico nem todas os casos se incluem nos critérios para
o uso do medicamento. O atual tratamento para os casos em que os inibidores de PARP nado sao

usados segue sendo a quimioterapia. **'.

1.5 Docetaxel

Docetaxel (DTX) ¢ um composto semissintético da familia dos taxanos, componente
extraido da arvore Taxus baccata, também conhecida como teixo. O principal mecanismo
antitumoral do DTX ¢ a de conter a despolimerizagio e a desmontagem das ligagdes dos
microtubulos e assim mantendo sua estabilizacdo, o que a principio induz a parada do ciclo celular
do tumor durante a mitose®.

Os microtibulos sdo estruturas componentes do citoesqueleto, sao muito dinamicas com
papéis essenciais na divisdo celular e outras fungdes celulares, como movimento celular, transporte
intracelular e diferenciagdo. O principal componente estrutural dos microtibulos ¢ a proteina
tubulina. E s3o os alvos na terapia do cancer, os antimitoticos t€ém como alvo as tubulinas e outros
componentes dos microtiibulos e estdo entre os agentes quimioterapicos mais importantes®.

As funcgdes biologicas dos microtiibulos em todas as células sdo reguladas por sua dindmica
de polimerizagdo. A polimerizacdo dos microtubulos ocorre por um mecanismo de nucleacio-
alongamento pela adi¢do reversivel e ndo covalente de dimeros de tubulina o e B em ambas as
extremidades dos microtibulos. O DTX altera a reversibilidade do processo ao se ligar na
tubulina estabilizando a proteina e impedindo sua despolimerizagdo, e assim alterando o seu
rearranjo celular®?,

Os taxanos sdo usados no tratamento de diversos canceres. O DTX foi utilizado inicialmente
para o tratamento do cancer de mama e posteriormente as indicagdes foram expandidas para o
tratamento de cancer de pulmio, prostata, gastrico, de cabeca/pescogo, entre outros. DTX é um
importante medicamento antitumoral na clinica e comercializado em todo o mundo com o nome de
Taxotere e sua venda anual em 2010 foi de 2,122 bilhdes de euros. E isso se deve a uma
combinagdo de caracteristicas, um mecanismo de agdo Unico associado a capacidade de modular
varios processos celulares relacionados ao crescimento e metabolismo tumoral (apoptose,
angiogénese, estresse oxidativo) e eficacia sobre tumores so6lidos e disseminados. Os taxanos sao
principalmente conhecidos como antimitdticos; no entanto, atuam de forma complexa, dificultando
diferentes processos e vias fisiologicas oncogénicas na célula. No tratamento do cancer de mama
triplo negativo os taxanos sdo usados em diferentes regimes de combina¢do com antraciclinas,

ciclofosfamida, cisplatina e fluorouracila'>***,
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Além disso o DTX exibiu citotoxicidade mais potente contra diferentes tumores do que o
paclitaxel em estudos in vitro e in vivo. O DTX ¢ um pouco mais ativo como estabilizador da
polimerizacao da tubulina, ¢ mais potente na inibicdo da replicacdo celular e ¢ cerca de cinco vezes
mais potente em células resistentes quando comparado ao paclitaxel, e também mostrou melhores
efeitos terapéuticos do que o paclitaxel em alguns ensaios clinicos®.

A baixa solubilidade e a hidrofobicidade do DTX implica em dificuldades na administragao
e diluicdo do farmaco. Além disso, a quimioterapia convencional, como o DTX, entrega o farmaco
indiscriminadamente nas regides de tecido tumoral e sadio provocando efeitos adversos ao
organismo. Dentre esses efeitos adversos estdo anemia, nauseas, vOmitos, diarreia, estomatite,
disturbios do paladar, toxicidades gastrointestinais, neutropenia, reacdes de hipersensibilidade,

retencdo de liquidos, toxicidades ungueais, neuropatia e astenia®’.

1.6  Nanoparticulas
A nanotecnologia ¢ usada na nanomedicina com o objetivo de trazer melhorias aos cuidados
com a saude. E isso envolve o uso das propriedades dos materiais em nanoescala, que podem ser
extraordinariamente diferentes dos mesmos materiais em larga escala. Eles podem diferir de seus
componentes da escala macroscopica, além do tamanho, em reatividade quimica, mobilidade,

absor¢do de energia, entre outras caracteristicas®*,

As nanoparticulas podem ser definidas como particulas que apresentam entre 1 ¢ 1000 nm.
As nanoparticulas tendem a ser mais eficientes que as quimioterapias regulares, reduzindo os efeitos
colaterais indesejados, tem uma menor necessidade de doses altas, como menos interagdes
inespecificas e podem atuar tanto como agentes de diagndstico como agentes para o tratamento de

tumores>®*°,

O aprimoramento na entrega de nanoparticulas era atribuido ao efeito EPR, de
permeabilidade e reten¢do aprimorada, devido a anormalidade no desenvolvimento dos vasos
sanguineos no tumor as nanoparticulas tendem a se acumular na regido. Mas ao longo dos ultimos
anos esse efeito vem sendo questionado, pois o efeito EPR ¢ observado em uma pequena
porcentagem da nanoparticulas testadas. Com isso, outras abordagens de como as nanoparticulas
estariam sendo direcionadas ao tumor foram estabelecidas. Devido a heterogeneidade do tumor o
efeito EPR também nao seria uniforme, entao ¢ dificil afirmar que o efeito nao estd ocorrendo ou se
apenas uma parte do tumor esta suscetivel ao mesmo. Além disso, foi observado o processo ativo de
transporte de nanoparticulas para a regido tumoral a partir da transcitose, indicando assim que o

direcionamento de nanoparticulas ndo ocorre apenas por transporte passivo .
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1.7  Nanoparticulas lipidicas solidas

Nanoparticulas baseadas em lipidios, como lipossomas, nanoparticulas lipidicas solidas
(SLN) e carreadores de lipidios nanoestruturados, t€ém recebido grande aten¢dao na descoberta de
medicamentos e no tratamento do cancer™.

As SLNs sdo consideradas um novo sistema de entrega de drogas coloidal que combina com
sucesso as qualidades do lipossoma e das nanoparticulas poliméricas. Os SLNs tém a capacidade de
fornecer estabilidade do nucleo solido e também biocompatibilidade de nanocarreadores de lipidios,
evitando as limitagdes relacionadas a lipossomas e nanoparticulas poliméricas, como estabilidade de
longo prazo, toxicidade, esterilizagdo e aumento de escala™.

Essas nanoparticulas também oferecem propriedades unicas, incluindo tamanho pequeno,
grande area de superficie, alta carga de droga, eficacia terapéutica aprimorada da droga carregada,
biocompatibilidade, estabilidade quimica e mecanica, facilidade de funcionalizagdo. Ainda, elas
podem transportar moléculas hidrofobicas e hidrofilicas, apresentam toxicidade muito baixa ou
nenhuma toxicidade, aumentam o tempo de a¢do do farmaco por meio de meia-vida prolongada.
Em particular, o ntcleo de lipideo fisioldgico dentro de SLNs pode proteger as drogas encapsuladas
da degradacdo quimica e aumentar sua estabilidade fisica. Além disso, foi relatado que os SLNs
modulam a cinética de liberagdo, melhoram o tempo de circula¢do sanguinea e aumentam a eficacia

terapéutica geral dos medicamentos anticancer’***,
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2. Justificativa

A cada ano as terapias contra o cancer vém avancando cada vez mais. Infelizmente elas
ainda nao atingiram um patamar satisfatorio no combate ao cancer que ainda ¢ um grave problema
de saude publica em todo o mundo por ter uma alta incidéncia, com altas taxas de mortalidade e os

medicamentos utilizados no tratamento dessas doencas provocam uma série de reacdes adversas.

O DTX ¢ um componente dessas terapias e ele vem sendo muito utilizado por sua eficacia,
principalmente em casos de cancer de mama, mas assim como outros fairmacos o paciente enfrenta

efeitos adversos e pode adquirir resisténcia ao tratamento.

Dessa forma, o tratamento convencional permanece insatisfatorio. Mas o sistema de entrega
de drogas por meio de nanoparticulas aparece como alternativa por proporcionar o direcionamento
destes farmacos para tecidos tumorais. Dentre eles as nanoparticulas lipidicas sélidas se destacam
por terem uma matriz lipidica que possui afinidade com os farmacos lipofilicos como o DTX. Além
de melhorar sua solubilidade e reduzir a quantidade de farmaco a ser utilizado possibilitando uma
reduc¢do dos custos € um melhor direcionamento para a regido do tumor atenuando possiveis reagdes

adversas.
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3. Objetivos gerais

Avaliar os efeitos do tratamento com a nanoparticulas lipidicas solidas contendo docetaxel

na linhagem MDA-MB-231.

4. Objetivos especificos
e Avaliar a viabilidade celular da célula MDA-MB-231;

e Avaliar a morte ¢ o ciclo celular das células MDA-MB-231 tratadas com NLS-DTX;

e FEstudar a internalizagdo em células MDA-MB-231 e suas alteracdes morfoldgicas e
ultraestruturais apos tratamento com a NLS-DTX;

e Avaliar a alterag@o na estrutura dos microtibulos (B-tubulina) apds o tratamento nas células
MDA-MB-231;

e Avaliar a capacidade de proliferacio e migragdo das células MDA-MB-231 apds o
tratamento com NLS-DTX.
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5. Materiais e métodos

5.1 Reagentes

Os reagentes utilizados nos experimentos realizados seguem listados abaixo.

Tabela 2: Reagentes usados na execucio do projeto.

Reagentes Fabricante
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM); GIBCO, EUA
Soro Fetal Bovino (SFB)
Leibovitz (L15); Streptomicina; Penicilina Sigma-Aldrich, EUA
DMSO; Docetaxel Triidratado; Hematoxilina
Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5- Invitrogen, EUA

difeniltetrazélio (MTT); lodeto de Propideo; Cell
Proliferation Kit (CFSE); Anexina-V cj FITC;

Alexa-488

Etanol Neon, Brasil
Paraformaldeido; Acetona Dinamica, Brasil

Tampao Fosfato Salino (PBS) Laborclin, Brasil
Antifade, glutaraldeido, tetroxido de 6smio, Electron Microscopy Science, EUA

tampao cacodilato de s6dio, resina Spurr

5.2 Nanoparticulas lipidicas sdolidas
As nanoparticulas utilizadas durante o projeto foram preparadas de acordo com o processo
descrito por Rocha, 2020. Nanoparticulas lipidicas solidas foram preparadas pelo método de alta
energia. Compritol foi selecionado como o lipidio sélido, e os surfactantes selecionados foram Span
80 e Pluronic F127°°. E foram analisadas em dois diferentes grupos, nanoparticulas lipidicas sélidas

com docetaxel (NLS-DTX) e nanoparticulas lipidicas sélidas sem docetaxel (NLS-BRANCA).

5.3 Manutencio das linhagens celulares

As linhagens celulares utilizadas durante o projeto foram a MDA-MB-231 e fibroblastos.
Sendo que as células MDA-MB-231 foram adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro e os
fibroblastos foram extraidos de polpa dental humana, formando o grupo controle de células de
cultura primaria. Os fibroblastos foram cultivados em meio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) e foram mantidos a 37°C com 5% de CO2. As células MDA-MB-231 foram cultivadas
em meio Leibovitz (L15) a 37° na auséncia de CO2. Ambos os meios foram suplementados com
10% de soro fetal bovino inativado (SFB) e com 1% de solugdo antibiotica (100 unidades/mL de

penicilina e 100 mg/mL estreptomicina).
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5.4 Ensaio de viabilidade celular

Para o ensaio de viabilidade das células MDA-MB-213 e das células de cultura primaria dos
fibroblastos, as mesmas foram tratadas com as duas nanoparticulas, NLS-DTX ¢ NLS-BRANCA e
também com o DTX e seu diluente o etanol. A viabilidade foi determinada pelo ensaio padrao por
brometo de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium (MTT) segundo as recomendac¢des do
fabricante. Um total de 3 x 10’ células MDA-MB-231 ou fibroblastos, por pogo, foram semeadas
em placas de 96 pogos e incubadas overnight a 37°C. Apds sua adesdo, as células foram tratadas
com diferentes concentracdes de 1 ng/mL, 10 ng/mL, 100 ng/mL, 1 pg/mL, 10 pg/mL e 100 pg/mL
dos diferentes tratamentos e no caso do etanol do respectivo volume usado pelas células tratadas
com DTX ou foram mantidas apenas com meio de cultivo. Apds o periodo de tratamento de 24h,
48h e 72h, os pocos foram incubados por 4h, no escuro e a 37°C, com 150 pL da solugcao de MTT
(0,5 mg/mL em meio de cultura) e em seguida esta solucdo foi retirada e 200 pL de DMSO foram
adicionados em cada um dos pogos para a dissolu¢do dos cristais de formazan. As placas foram
lidas no espectrofotometro Spectramax M5 (Molecular Devices — USA). O ensaio de MTT foi feito
em triplicata para cada composto e concentragao utilizada e trés experimentos independentes foram
realizados. A porcentagem de inibi¢do foi determinada comparando a densidade celular das células

tratadas com as células controle no mesmo periodo de incubagao.

% inibigso = (1- denlS|dade de t?elulas tratadas) £100
densidade de células controle

5.5 Alteracoes morfologicas por microscopia de luz
Para avaliar as alteragdes morfologicas nas células MDA-MB-231, 5x10* foram semeadas
em placas de 24 pocos, a as andlises realizadas em 24h, 48h e 72h apds os tratamentos nas
concentragdes de 1 ug/mL para cada tratamento (NLS-DTX e DTX), analises foram realizadas por
microscopia de luz no Microscopio Evos (Thermo Fisher Scientific, USA) com magnificacdo de
10x e 20x. Para avaliar as estruturas das células, 5x10* foram semeadas sobre laminulas redondas
em placas de 24 pocos, apds 72h de tratamento com NLS-DTX e DTX na concentragdao de 1
pg/mL, as células foram fixadas com etanol 95% por 1 minuto, e foram coradas com hematoxilina
por 1 minuto e eosina por 45 segundos, foram lavadas com etanol 95% por 1 minuto, seguidas de
duas lavagens com etanol 100% por 1 minuto e duas lavagens de xilol por 2 minutos. E foram
observadas por microscopia de luz no Microscopio Axiophot (Zeiss, Alemanha).
5.6 Alteracoes morfologicas e internalizagdo por MET
Nos experimentos para observar a internalizagio da NLS-DTX 1x10° células foram
plaqueadas em placas de 6 pogos e foram tratadas com NLS-DTX na concentra¢dao de 1 pg/mL por

3 e 6 horas. Para a analise ultraestrutural ocasionada em decorréncia do tratamento com a

22



nanoparticula, 2 x 10° células foram plaqueadas em placas de 6 pogos € as apos a adesdo, as células
receberam o tratamento com NLS-DTX na concentracdo de 1 pg/mL por 72h. As células foram
desaderidas dos pogos com tripsina, lavadas com PBS e fixadas por 1 hora em fixador Karnovisk
(contendo glutaraldeido 2% , paraformaldeido 2% e sacarose 3% em tampao cacodilato de sédio
0,IM pH 7,2). Posteriormente, as c¢lulas foram poés-fixadas com tetroxido de 6smio 1% e
ferricianeto de potassio 0,8% por 1 hora. O material foi lavado com tampao cacodilato de sodio e
contrastado durante 24 horas com acetato de uranila 0,5% a 4°C. Em seguida, as células foram
lavadas, desidratadas em concentragdes crescentes de acetona (30%-100%) e embebidas em resina
Spurr. Seccdes ultrafinas de 50 nm a 60 nm foram obtidas com facas de diamante em
ultramicrétomo (Leica Microsystems, Austria). As sec¢des foram montadas em telas de cobre e
examinadas em Microscopio Eletronico de Transmissdo Jeol 1011 (Jeol, USA) a uma tensdo de

aceleracao de 80 kV.

5.7 Analise de alteragdes morfoldgicas por MEV

Para visualizar as possiveis alteragdes na forma e superficie das células apds os tratamentos
por 72h na concentragao do IC50, as células MDA-MB-231 foram analisadas em microscopio
eletronico de varredura (MEV). 5x10° células foram semeadas sobre laminulas 18x18mm colocadas
no fundo da placa de 6 pogos. Apos adesdo, as células receberam ou ndo o tratamento por 72h com
o NLS-DTX nas concentragcdes de 1 pg/mL. Em seguida, o meio de cultivo foi descartado, as
células foram lavadas duas vezes com PSB 1X, e depois fixadas com a solugdo fixadora Karnovisky
(contendo glutaraldeido 2%, paraformaldeido 2% e sacarose 3% em tampdo cacodilato de sédio
0,1M pH 7,2), overnight. No dia seguinte, o fixador foi descartado e as células foram lavadas com
tampao cacodilato de sodio 0,1M, pH 7,2. As laminulas foram incubadas no vapor de tetroxido de
6smio 2% por 30 minutos e depois foram lavadas com 4gua destilada. Foi feita a desidratacdo em
série crescente com acetona (50-100%) e, por ultimo, a secagem ao ponto critico CPD 030
(BALZERS, EUA) e metalizagdo SCD 500 (LEICA, Germany) para serem analisadas no
Microscopio Eletronico de Varredura JSM 7001F (15 kV) (Jeol — Japao).

5.8 Imunomarcacio beta-tubulina

Para analisar a interferéncia do tratamento na estrutura do alvo terapéutico do docetaxel, a
beta-tubulina, foi feita a marcacdo das células com anticorpo anti-B-tubulina. 1 x 10° células MDA -
MB-231 foram semeadas sobre laminulas redondas em placas de 24 pocos. Apds a adesdo, as
células receberam ou ndo o tratamento por 72h com DTX e NLS-DTX na concentragdo de 1 pg/mL.
Apos o tempo de tratamento as células foram lavadas com PBS, fixadas com formaldeido 3,7% por

30 min e permeabilizadas com triton X-100 0,1% por 20 min. A solugdo de bloqueio (leite
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desnatado 1%, albumina sérica bovina (BSA) 2,5%, soro fetal bovino (SFB) 8% em PBS ) foi
adicionada e deixada por 20 min e logo apo0s, as células foram incubadas com anticorpo primario de
camundongo anti-B-tubulina, overnight a 4°C. Os pogos foram lavados com PBS e o anticorpo
secundario Alexa-488 anticamundongo (5 g/mL) foi adicionado por 1h a 37°C protegido da luz. Os
pogos foram entdo lavados com PBS e incubados por 5 min com DAPI (300 nM) para marcacao do
DNA celular. Entdo os pocos foram lavados com PBS ¢ as laminas foram montadas com ProLong
Gold Antifade e analisadas em Microscopio Confocal de Varredura a Laser TCS SP5 (Leica

Microsystems, Alemanha).

5.9 Ciclo celular

Foi feita a anélise do DNA com a marcacdo intracelular com lodeto de Propidio (PI) em
células MDA-MB-231. O PI ¢ um marcador intercalante de DNA, portanto a marcagdo presente na
célula ¢ diretamente proporcional a quantidade de DNA que a célula possui. Este experimento tem
como objetivo quantificar as células que estdo em G1 (2N de DNA); G2/M (4N de DNA); as fases
S (quantidades intermedidrias de DNA) ou as células que apresentam o DNA fragmentado em um
pico de sub-G1. As células MDA-MB-231 foram semeadas com 1x10° em placas de 12 pogos.
Depois de sua adesdo, as células receberam o tratamento com NLS-DTX ou docetaxel na
concentracdo de 1 pg/mL ou apenas meio de cultivo por 72 horas. Apds o periodo de tratamento, os
sobrenadante foi coletado, as células foram lavadas com PBS, tripsinizadas e centrifugadas. Entdo,
o pellet de células de cada grupo foi lavado com PBS e fixado com etanol 70% gelado por duas
horas a 4°C. As células foram lavadas com PBS e resuspendidas em solugdo de iodeto de propidio
(10 pg/mL PI, 100 pg/mL de DNAse free RNAse e 0.1% Triton X-100) diluido em PBS, por 10
minutos a 37°C. Apds o tempo de incubacdo, as amostras foram centrifugadas, resuspendidas em
PBS e 20.000 eventos de cada amostra foram analisados por citometria de fluxo FACSCalibur
(Becton Dickinson). Foram feitos trés experimentos independentes. O contetido de DNA das células
nas diferentes fases do ciclo celular foi determinado utilizando a plataforma de ciclo celular do

software FlowJo.

5.10 Proliferacao celular
As MDA-MB-231 tratadas e controle foram analisadas por citometria de fluxo por meio da
marcagdo com CFSE (carboxifluoresceina diacetato succinimidil éster) na concentracao final de 10
uM (diluido em PBS/BSA 0,1%) segundo as recomendagdes do fabricante. As células previamente
marcadas foram colocadas em cultura na concentra¢do de 1 x 10° células por pogo em placas de 12

pocos. Apds sua adesdo, as células receberam o tratamento com 1 pg/mL (NLS-DTX e DTX) por
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72h, ou receberam apenas meio de cultivo. Para o controle experimental de células que ndo
proliferaram, um grupo foi tratado com 10 uM de colchicina por 1h a 37°C e, em seguida, os pogos
foram lavados com meio suplementado e deixados em cultura pelo mesmo tempo que todos os
outros grupos experimentais. Apds 72h de tratamento, as células foram removidas da placa e 20.000

eventos foram analisados em citometro de fluxo.

5.11 Wound healing

Para a avaliagdo da capacidade de mobilidade das células foi realizado o experimento de
wound healing. As células MDA-MB-231 foram plaqueadas em placas de 24 pogos 5 x 10* células
por poco. Entdo foi usada a ponta de uma ponteira de 200 ul para retirar as células de forma
uniforme. Cada pogo foi lavado 3 vezes com PBS e entdo 3 pocos receberam os tratamentos com 1
pg/ml de DTX e de NLS-DTX ou apenas o meio de cultivo como controle. Apds 24h, 48h e 72h
foram registradas as imagens de cada tratamento no Microscopio Axiovert 100 (Zeiss, Alemanha).
Para a analise das imagens foi utilizado o Software Imagel para calcular a area sem células, para

cada tempo foram utilizadas 3 imagens para cada tratamento.

5.12 Morte celular

Na anélise do tipo de morte induzida pelos tratamentos apos 72 horas com NLS-DTX e
DTX, as células MDA-MB-231 foram marcadas com Anexina V-FITC e lodeto de propidio (PI).
Este teste permite a identificagdo e quantificagdo de subpopulagdes de células em apoptose inicial,
apoptose tardia ou necrose e também as células viaveis. As células MDA-MB-231 foram semeadas
com 1x10° em placas de 12 pogos. Apos 72h, as células foram tratadas com NLS-DTX e DTX na
concentragdo 1pg/mL ou receberam apenas meio de cultivo (controle). Antes de completar as 72
horas de tratamento com as NLS-DTX e o DTX, o grupo controle de apoptose foi tratado com
peroxido de hidrogénio. Apos isso, tanto as células aderentes como as flutuantes foram recolhidas e
centrifugadas a 500g por 5 min para a retirada do meio. O pellet foi lavado com PBS e as células
foram centrifugadas. Os pellets foram resuspendidos em 100uL de tampdo de ligacdo de anexina V
(10 mM HEPES, 140 mM NaCl e 2,5 mM de CaCI2 — pH 7,4) e o grupo controle de necrose foi
aquecido a 60°C. Foram adicionados 3 puL de anexina-V nas amostras e depois incubadas por 15
min a temperatura ambiente e protegidas da luz. Apos este periodo, 400 uL do tampao de ligacao da
Anexina V foram adicionados e os tubos a partir desse momento foram mantidos no gelo, seguido
da adigdo de 500 pL da solugdao de PI (PBS e lodeto de Propidio — para concentracdo final de 2
pug/mL). O grupo controle de apoptose foi marcado somente com anexina-V e o grupo controle de

necrose somente com PI. As células foram incubadas por mais 5 minutos no gelo, lavadas com PBS
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e a aquisicao dos dados foi feita no citdometro FACSCalibur (Becton Dickinson). As andlises foram

realizadas a partir de 3 experimentos independentes.

5.13 Analise estatistica
Os dados das andlises foram submetidos a andlise de varidncia (one way - ANOVA). As
analises estatisticas foram conduzidas utilizando o Software GraphPad Prism 9 e os resultados com

a média + SEM. Os valores de P < 0.05 foram considerados estatisticamente significativos.
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6. Resultados

A fim de avaliar a citotoxicidade da NLS-DTX e do DTX foram realizados ensaios de MTT
em MDA-MB-231 e em fibroblastos. O ensaio também foi realizado com seus respectivos veiculos,
sendo eles, a NLS-BRANCA ¢ o etanol. As células foram tratadas com diferentes concentracoes de
1 ng/mL, 10 ng/mL, 100 ng/mL, 1 pg/mL, 10 pg/mL e 100 pg/mL dos diferentes tratamentos em
24h, 48h e 72h. Os histogramas representam o percentual da viabilidade celular para cada linhagem

apos os tratamentos nas concentragdes representadas.

Na figura 4 ¢ possivel observar que a linhagem MDA-MB-231, quando tratada com NLS-
DTX tem a redu¢do da viabilidade sdo tempo e dose dependente. No tratamento com DTX também
ha uma relagdo entre a viabilidade e o tempo de tratamento, mas em tempos superiores ao
tratamento de 24h a variagdo na concentragao apresenta uma uniformidade quanto a viabilidade das
células. E no tempo de tratamento de 72h e a concentrag¢do de 1 ng/mL as células apresentaram uma
viabilidade aproximada de 50% em ambos os tratamentos, entdo essa concentra¢do foi usada nos
tratamentos posteriores pois permitiria avaliar a diferenca entre os diferentes tratamentos. Ja os
tratamentos realizados tanto com a NLS-BRANCA quanto com o etanol ndo apresentaram uma
variagdo estatisticamente significativa nem quanto a variacdo nas concentracdes utilizadas nem

quanto a variacao de tempo de tratamento.

27



MDA-MB-231

NLS-DTX

48h 72h
150 150 150
g g g
k] 8 E’
S 100 o] e »?3; 100 - S 100 *
‘s wess 3 e 3 P
] T (9] e
T B 2 ok
T 50 T 50 S5
= 3 -]
3 s 3
> > S
0 o > B
¢ Q QA Q. @ Q Q Q QQQ
IO Sl FLS S S
(;°° N \Q("SQ(‘ @ \@ & Q9 '\QQ NS '&Q & RS @Qe Rl \ng
Concentracio do tratamento Concentracéo do tratamento Concentracéo do tratamento
48h 72h
= 150 150
X o =
<= x x
] r =
= Kl |
2 S 100 S 100
© 2 s @
o b —_— o -
L1 ] S - A
s 3 K
2 T 50 T 50
5 = =
& ) 5
> 5 5
0 0
2 S QD QA QR Q QA Q. Q NP A
S’ NN IO
& W N & NSV & [N ,@“\@“ RS

Concentracao do tratamento

Concentracao do tratamento

NLS-BRANCA

Concentragdo do tratamento

24h 48h 72h
150 150 150
k: k: k:
S 100 S 100 S 100
o © K
o o o
O [ o
o ° °
© o ©
3 50 k] 50 k] 50
) ) )
- ] =
S S s
0 0 0
Sttt St St
o°° & \Qo@o N »&“,\@‘) 0°° & @e\@o O \Qo&“o o°° & @o\@o 3 \Qo'&qo
C agao do trat: t Concentragio do tratamento Concentracao do tratamento
24h 48h 72h
150 150 200
k| 5 5 150
S 100 S 100 3
2 o o 100
° o °
« @ @
T 50 T 504 2
3 = 3 50
s 3 g
5 s 5
0 0 0
S A QQ S N OA A A A A C QA
K & eSS SIS
OO R C PSS SIS LY
&N Q“N@“ N ,\@\e“ & RIS \Q\)@Q\» SN ,\c“&e“ N ,\c"\@"

Concentragao do tratamento

Concentragao do tratamento

Concentracao do tratamento

Figura 4: Anilise da viabilidade celular da MDA-MB-231 por MTT tratadas
com DTX, NLS-DTX, NLS-BRANCA e Etanol, apés 24h, 48h e 72h. Os dados
representam a média + SEM de trés experimentos independentes em
triplicata.*P<0.05, **P<0.01 , ***P<0.001 ****P<0.0001 comparados ao controle
nao tratado.



Na figura 5 pode ser analisado que a viabilidade dos fibroblastos foi afetada tanto pelo
tratamento com NLS-DTX quanto com o tratamento por DTX. Sendo que a NLS-DTX reduziu a
viabilidade dos fibroblastos nos tempos de 48h e 72h nas trés maiores concentracdes. Sendo que nos
dois tratamentos a linhagem tumoral foi mais sensivel que a linhagem ndo tumoral. Assim como, 0s
respectivos tratamentos da NLS-BRANCA e do etanol na MDA-MB231, os fibroblastos ndo
apresentaram diferengas estatisticamente significativas entre os tratamentos € o controle. Nem com

a variacdo nas concentragcdes nem com a variagdo do tempo.
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Figura 5: Andlise da viabilidade celular dos fibroblastos por MTT
tratadas com DTX, NLS-DTX, NLS-BRANCA e Etanol, apés 24h, 48he
72h. Os dados representam a média = SEM de trés experimentos
independentes em triplicata. *P<0.05, **P<0.01 , ***P<(0.001 comparados
ao controle nao tratado.

30



Com a avaliagdo por microscopia de luz, na Figura 6 foi possivel observar que as células do
controle mantém sua morfologia inalterada ao longo do tempo. As células possuem um formato
fusiforme bem caracteristico, hd o aumento da densidade de células quando comparado ao tempo

inicial e elas se mantém aderidas.

Ja com o tratamento com a NLS-DTX as células perdem sua morfologia padrao e se tornam
mais arredondadas, com muitas delas perdendo sua adesdo e reduzindo de tamanho. A densidade de

células também €é consideravelmente inferior ao controle.

As caracteristicas alteradas com o tratamento com o DTX sdo similares as que ocorreram
apds o tratamento com a NLS-DTX, com algumas células apresentando um citoplasma mais

expandido, comportamento que ¢ observado na figura 7.
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Figura 6: Avaliacio morfolégica da linhagem MDA-MB-231 ap6s 24h, 48h e 72h de tratamento com NLS-DTX e
DTX por microscopia de luz. Setas indicam as células tratadas que apresentam alteragdes no citoplasma.
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Para observar melhor as alteragdes causadas pelo tratamento as células foram coradas com
HE. E ¢ possivel observar na Figura 7 que ha relevantes alteracdes no citoplasma, que ou as células
reduzem drasticamente ou o expandem de forma exacerbada. Também ¢ possivel notar que o ntcleo

das células tratadas se torna segmentado apos ambos tratamentos.

Controle

NLS-DTX

DTX

Figura 7: Avaliacio morfolégica da linhagem MDA-MB-231 apés 72h de tratamento com NLS-DTX e DTX por
microscopia de luz das células coradas com hematoxilina e eosina. As setas indicam as células que apresentam o
nucleo alterado, com uma multinucleagdo em ambos os tratamentos.
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As alteragdes observadas por microscopia de luz sdo enfatizadas ao se analisar por microscopia eletronica de varredura (Figura 8), a estrutura da
superficie da célula é muito alterada apds o tratamento com a NLS-DTX. Além da redugdo da densidade das células é possivel observar as mudancas
na estrutura da membrana. A membrana da célula tratada se torna mais rugosa, com vilosidades, ha a reducao dos prolongamentos muito caracteristicos

da célula.
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Figura 8: Microscopia eletronica de varredura das células MDA-MB-231 ap6s 72h de tratamento com NLS-DTX e seu controle. As setas indicam as células que perderam
seus prolongamentos. E visivel as altera¢des na superficie das células apds o tratamento, assim como a redugdo na densidade de células.



No periodo de 3 horas ¢é possivel observar os lisossomos, ja 6 horas apos o tratamento hé a formagdo de varios lisossomos com estruturas mais
eletrodensas que podem indicar a localizagao das NLS-DTX, pois a mesma foi contrastada com tetroxido de dsmio e esta se ligando a estrutura lipidica
da nanoparticula. As nanoparticulas quando sdo internalizadas vao para os lisossomos, ja que as nanoparticulas ndo foram observadas em outras

estruturas da célula. E as células nas horas iniciais do tratamento mantém os prolongamentos celulares, estruturas que ap6s 72h de tratamento ha uma

visivel redu¢do (Figura 9).

Figura 9: Microscopia eletronica de transmissio das células MDA-MB-231 apés 3h e 6h de tratamento com NLS-DTX. O N indica o ntcleo, o L indica
os lisossomos, as setas pretas indicam a area eletrodensa no lisossomo que indica a presenga da NLS-DTX e as setas brancas indicam os prolongamentos da
membrana da célula que ainda estdo nos tempo iniciais de tratamento.
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Como ja indicava as microscopias anteriores, na analise ultraestrutural da célula tratada com NLS-DTX por 72h o ntcleo da mesma se torna
segmentado, em maior aumento ¢ visivel delimitagdo desses segmentos pela carioteca. E a célula apresenta uma quantidade reduzida de

prolongamentos de membrana da célula quando comparada aos tempos iniciais, estrutura que ¢ alterada pois o tratamento tem com alvo a tubulina que

compoe o citoesqueleto da célula.

Figura 10: Microscopia eletronica de transmissio da MDA-MB-231 apos 72h de tratamento com NLS-DTX. O N indica as segmentagdes do
nucleo. Observagao do nucleo segmentado, multinucleacao caracteristica ap6s o tratamento com a NLS-DTX. Em maior aumento, é possivel observar
que os segmentos nucleares sdo delimitados pela carioteca.
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Com a imunomarcacdo (Figura 11) pode-se observar que a beta-tubulina se encontra no
citoplasma delimitando a estrutura nuclear. Nucleo das células nos grupos tratados esta segmentado
como j& observado nas analises anteriores. O arranjo estrutural da célula ¢ alterado com a redugdo

dos prolongamentos celulares apos os tratamentos.

Dapi Anti B tubulina Sobreposicao

Controle

NLS-DTX

DTX

Figura 11: Tmunomarcacio de beta-tubulina em MDA-MB-231 apos 72 horas de tratamento. DAPI marcando o
nucleo de azul, o vermelho marcando a beta-tubulina e a sobreposicdo das duas marcagdes. As setas indicam a estrutura
da beta-tubulina delimitando as segmentagdes do nucleo.
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Pela andlise por citometria de fluxo, pode-se quantificar as populacdes que estdo em G1 (2N
de DNA), em G2/M (4N de DNA) e as que estdo na fase S (quantidades intermediarias de DNA). E
as células em que o DNA esta fragmentado apresentam uma quantificacdo de fluorescéncia abaixo
do pico Gl, sendo entdo chamadas de pico sub-G1. Apos a analise estatistica da triplicata dos
experimentos, apesar de visualmente diferentes (Figura 12 - A ), apenas a NLS-DTX apresentou

diferenca significava quanto aos grupos sub-G1 e G1 (Figura 12 -B).
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Figura 12: Anilise de ciclo celular da MDA-MB-231 apés tratamentos. A) Histogramas das fases do ciclo celular, células ndo tratada,
tratadas com NLS-DTX e com DTX. B) Quantifica¢do do percentual células em cada fase do ciclo celular. Os resultados apresentados
sdo de trés experimentos independentes, com a porcentagem média de células em cada fase do ciclo celular = SEM. **** P < (0.0001
quando comparado ao controle.
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Através do ensaio de wound healing pode ser observado na Figura 13 que os tratamentos
com NLS-DTX e DTX, inibem a proliferacao e mobilidade das células quando comparados a célula
sem tratamento. Ao final das 72h o grupo controle ja preenche quase toda a area que as células
foram retiradas, enquanto em ambos os tratamentos mesmo apds 72h as células ndo tem a mesma
caracteristica. E quando quantificado a area vazia, fica claro que os tratamentos alteram a

capacidade das células de se locomoverem.
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Figura 13: Anilise de wound healing de MDA-MB-231. A) Microscopia de luz com controle e os
tratamentos com NLS-DTX e DTX, apos 24h, 48h ¢ 72h. B) Histograma com a aréa sem células de cada
um dos tratamentos com os diferentes tempos. Resultado da aréa em triplicata de cada um dos tratamentos.
**¥p<0.01 , ***P<0.001, ****P<0.0001 comparados ao controle ndo tratado.
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Apds a marcagdo com a Anexina-V e iodeto de Propidio, os resultados indicaram que apesar
de haver uma visivel alteracdo no tipo de morte na Figura 14, apenas o grupo tratado com NLSDTX

apresenta morte por apoptose estatisticamente diferente do controle (Figura 14-B).
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Figura 14: Anilise de tipo de morte celular. A) Distribuicdo célula de acordo com o perfil das marca¢des. Q1: células
necroéticas, Q2: apoptose tardia, Q3: apoptose inicial, Q4: células viaveis. B) Histograma dos perfis de morte celular por
tratamento com a média + SEM de trés experimentos independentes. *P<0.05 ***P<(.001 e ****P<0.0001 comparado ao

controle.
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A marcacdo com CFSE indica a capacidade de proliferagdo das células tratadas, pois apos

cada divisao das células ha a redugdo da fluorescéncia, indicada pelo eixo X (FL1-H). As células

tratadas com NLS-DTX e DTX tiveram o comportamento semelhante ao controle positivo, a

colchicina. Com sobreposi¢do dos histogramas, o controle positivo (colchicina) e ambos os

tratamentos inibiram a proliferagdo das células MDA-MB-231 ap6s 72h de tratamento (Figura 15).
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Figura 15: Anilise de proliferacio da MDA-MB-231 tratada com NLS-DTX, DTX e colchicina apés marcacio com
CFSE. A MDA-MB-231 quando tratada com NLS-DTX e DTX tem com a capacidade de proliferagdo reduzida. Com a
sobreposicao dos histogramas € possivel observar que ambos os tratamentos tem controle positivo (colchicina).
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7. Discussao

Atualmente, o cancer é a segunda causa de morte no mundo. E uma doenga complexa
caracterizada pelo acimulo de mutagdes que levam a uma proliferacao sustentada de células e que
escapam dos diferentes controles de morte celular. Os medicamentos contra o cancer
comercialmente disponiveis tendem a apresentar uma variedade de efeitos toxicos sistémicos
devido a muitos fatores, alta toxicidade, baixa biodisponibilidade, alta dispersdo do medicamento
no corpo, € auséncia de dispositivos de distribuigdo e liberagdo controlada de drogas®’. O docetaxel
(DTX) ¢ considerado uma das drogas anticancer importantes, pois tem uma atividade significativa
contra diferentes tipos de canceres humanos. No entanto, 0 DTX se acumula nas células cancerosas
em baixas concentragdes devido a sua falta de seletividade. Consequentemente, apresenta uma
baixa eficiéncia do farmaco e alto grau de toxicidade®®. O DTX produz atividade citotoxica por
estabilizacdo dos arranjos de microtiibulos, que subsequentemente inibe a despolimerizacdo dos
microtibulos. Essa estabilizacdo resulta em escassez de tubulina livre, que € importante para a
sintese de microtubulos®. Os atuais produtos DTX aprovados pela Food and Drug Administration
(FDA), incluindo Taxotere, sdo essencialmente solugdes a base de Tween 80 / etanol, que,
infelizmente, estdo associados a varios efeitos adversos significativos. Eles induzem
hipersensibilidade acentuada, neutropenia, retencdo de liquidos e alopecia. Outros problemas
associados as formulagdes de DTX a base de Tween 80 / etanol incluem o acimulo inespecifico de
DTX em orgaos saudaveis, o que pode levar a toxicidade sistémica e subsequente descontinuidade
da terapia®. Consequentemente, a incorporacio de docetaxel em nanoparticulas, como
nanoparticulas lipidicas sélidas (NLSs), ¢ uma promissora e uma excelente estratégia para entrega-
lo as células cancerosas. As NLSs foram introduzidas pela primeira vez como carreadores de drogas
em 1991 como uma alternativa aos carreadores convencionais, como nanoemulsdo e lipossomas®'.
Comparados a esses carreadores convencionais, os NLSs possuem muitas vantagens, como alta
estabilidade fisica, liberacao sustentada do farmaco e a possibilidade de produgdo em larga escala
sem o uso de solventes organicos. As NLSs sdo geralmente preparadas a partir de lipidios
biodegradaveis fisioldgicos. Devido a sua composicao e faixa de tamanho nanométrico, as NLSs
tendem a penetrar, se acumular e serem retidas nas células tumorais®™. Algumas dessas qualidades
foram possiveis de observagdo na acdo da NLS-DTX a partir do teste de viabilidade. Apds 72h ,
tanto o grupo tratado com NLS-DTX quanto o tratado com DTX apresentaram a redugdao da
viabilidade em 50% com a mesma concentragdo de lug/mL, que foram usadas nos testes
posteriores para comparar os efeitos dos tratamentos. Entretanto células tratadas com a NLS-DTX

apresentaram uma reducdo na viabilidade dependente tanto do tempo, garantindo assim sua
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liberacdo sustentada, quanto uma dependéncia maior da dose administrada. O que nao foi observado
da mesma forma quando comparado com o DTX. Caracteristicas que ja haviam sido descritas por
Rocha, 2020** em linhagem murina (4T1) ¢ foram também observadas na linhagem MDA-MB-231.
Comportamento observado também em nanoparticulas como lipidicas sélidas carregadas com
linalol (SLN-LN)*’, nanoparticulas lipidicas solidas com docetaxel e palmitato (DTX-PL SLN)%,
NLC carregadas com miricetina (Miricetina-NLC)*, nanoparticulas lipidicas incorporadas com
docetaxel (DTX-NPs)*. O aumento da capta¢do de nanoparticulas leva a um aumento do actimulo
intracelular de DTX, induzindo a efeitos citotoxicos mais elevados, uma exposi¢do mais longa de
DTX no citosol devido a liberacao sustentada pode levar a uma citotoxicidade aumentada ao longo

do tempo porque DTX ¢é um agente anticancer especifico do ciclo celular®.

A estabilidade do ciclo de polimerizagdo e despolimerizagdo da beta tubulina ¢ importante
para a manutengdo de diversas fun¢des celulares, entre elas estd a manutengdo da estrutura celular®.
Pode-se notar na microscopia de luz e MEV que as cé€lulas do controle tem um formato fusiforme,
enquanto as células tratadas com NLS-DTX estao mais arredondadas, perdem seus prolongamentos,
encolhem e desaderem da placa. A microscopia confocal mostra que alteracdes morfoldgicas
observadas nas outras microscopias estdo associadas ao processo de estabilizagdo da estrutura da
beta tubulina das células tratadas. Nas imagens de MET das horas iniciais do tratamento ¢ possivel
ver que as células ainda tém prolongamentos mas apds 72h de tratamento com NLS-DTX essas
estruturas ndo sdo mais tdo evidentes. Estas alteragdes morfologicas citadas foram observadas em
linhagens MDA-MB-231% ¢ MCF7*" de cincer de mama e em linhagens de cancer de prostata PC3
e DU145* quando tratadas com DTX .

Os nanocarreadores demonstram aumento da captagdo celular ao se ligar a membrana celular
e entrar no citosol por endocitose™. A NLS-DTX quando internaliza é direcionada para o lisossomo,
adentrado a célula de maneira diferente do DTX. Moléculas pequenas e hidrofobicas como o DTX
tendem a entrar na célula por difusdo simples, por conta da solubilidade da bicamada lipidica. A
diferenca de internalizagdo pode implicar em diferentes interagdes com o farmaco apds sua
liberagdo da nanoparticula. E o tempo de agdo do farmaco ¢ diferente de quando ele esta
encapsulado, pois mesmo apds 6 horas de tratamento o farmaco se encontra no lisossomo,
indicando que o tempo para a interacdo com as estruturas celulares € diferente do farmaco livre. Foi
relatado anteriormente que as NLSs podem se ligar 8 membrana celular e entrar nas células
tumorais™ que, por sua vez, aumentam a captagdo celular dessas nanoparticulas em comparagdo
com a solugdo livre. Além disso, NLSs podem se acumular e serem retidas dentro das células

tumorais, enquanto a solu¢do de DTX livre se difunde e ndo pode se acumular nas células®®* ",
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Féarmacos que tem como alvo os microtibulos estdo entre a primeira linha de quimioterapias
para um amplo espectro de canceres, mas as respostas dos pacientes variam muito. Esses
antimitoticos classicos se ligam aos microtibulos e bloqueiam sua dindmica de polimeriza¢do™.
Microtibulos sdo os maiores componentes filamentosos do citoesqueleto eucaridtico e sao
essenciais para todas as células, pois controlam a forma, divisdo, motilidade e diferenciacdo da
célula®. Na auséncia de dindmica dos microtubulos, o fuso mitdtico ndo pode ser formado
adequadamente, resultando em parada mitotica prolongada e subsequente parada do crescimento e
morte celular’”. Esses compostos se ligam aos microtubulos em locais especificos, os taxanos
interagem com a B-tubulina e estabilizam a ligagdo entre os microtubulos®. Falhas no controle dos
microtiibulos estdo frequentemente associadas a quebras cromossomicas e cariocinese deficiente,
que levam a alteracdes nucleares grosseiras (micronucleacdo e multinucleacao) que constituem os
tracos morfologicos mais proeminentes da catastrofe mitdtica®. Caracteristicas de apoptose e
necrose também foram observadas em células nas quais ha falha no arranjo mitotico, levantando a
possibilidade de que a catastrofe mitdtica possa anteceder a morte celular apoptotica ou necrotica.
Além de estar associado a morte celular, alguns marcadores morfoldgicos da catastrofe mitdtica
podem preceder ou ocorrer em paralelo com a senescéncia celular, uma parada persistente na fase
G1 do ciclo celular que pode levar a célula a um destino irreversivel, seja apoptose, necrose ou
senescéncia™. As microscopias (luz, MET e confocal) mostram que a célula apresenta o nucleo
segmentado apds 72h de tratamento com NLS-DTX e DTX, caracteristico da catdstrofe mitotica.
Estudos indicam que a catastrofe mitdtica constitui um mecanismo celular usado para manter a
preservacao da estabilidade gendmica que pode ser aproveitada para matar seletivamente as células
cancerosas™. Isto sugeriu a possibilidade de que os processos de checkpoint mitotico necessarios
para a segregacdo cromossomica podem afetar as células tumorais de forma mais severa do que as
células ndo transformadas *°. Outras nanoformulagdo ja haviam induzido 0 mesmo comportamento
apos tratamento com taxanos, corroborando que as perturbagdes na dinamica dos microtubulos pela

estabiliza¢do da polarizagio levando a catastrofe mitotica'.

A morte celular induzida por anti-mitoticos pode ocorrer tanto durante a parada mitotica,
quanto ap9s sair do ciclo mitdtico normal, dependendo do tipo de célula e da droga®. Para avaliar se
os tratamentos com NLS-DTX e DTX estavam interrompendo o progresso do ciclo celular, as
cé¢lulas MDA-MB-231 foram marcadas com PI e analisadas por citometria de fluxo. No grupo de
células tratadas no NLS-DTX ocorreu o aumento das células presas em sub-G1 em comparacao
com o controle, caracteristica vista para outras nanoparticulas como as nanoparticulas com
docetaxel direcionadas a folato (FT-NP Dtxl)*’, lipossomo com siRNA e docetaxel

(Lipo-DTX/siRNa)”’, micelas e polimeros contendo DTX*® o que poderia estar ligado a apoptose
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dessas células. Entdo o ensaio de apoptose com Anexina / PI mostrou aumento significativo de
células apoptoticas no grupo tratado com NLS-DTX, corroborando assim com o resultado de
marcacao nuclear com PI. Outros nanocarreadores como nanotubos de carbono conjugados com
succinato de d-alfa-tocoferil polietilenoglicol 1000 carregados com docetaxel (MWCNT-TPGS-
DTX)> lipideos contendo docetaxel (DTX-NLC)® apresentam uma maior porcentagem de morte
celular apoptotica que o farmacos livre, por ficarem mais retidos no ambiente intra celular®>*%.

O ensaio de wound healing foi usado para avaliar a capacidade de proliferacdo e de
mobilidade celular da célula MDA-MB-231 a partir da comparacdo entre a migra¢do das células
com os diferentes tratamentos (NLS-DTX e DTX) e o controle. As células tratadas com NLS-DTX
tém a capacidade de inibir a proliferacdo e a mobilidade de forma semelhante ao observado no
tratamento com o DTX. Para uma analise mais aprofundada da capacidade de inibir a proliferacao,
a divisao celular, foi usado o ensaio de CFSE que demonstrou que a NLS-DTX inibe a proliferacao
da MDA-MB-231 com a mesma aptiddo que os tratamentos convencionais (DTX e colcichina). E
tanto a proliferacdo quanto a mobilidade sdo fatores importantes para o crescimento e a capacidade
das células migrarem para 6rgaos distantes, logo essa inibi¢ao pode prevenir a formagao de tumores

metastaticos® .

8. Conclusao

Ao longo do estudo foi possivel observar que a NLS-DTX mantém a agdo similar nas
principais as atividades que o DTX, comprovando que a NLS ¢ um bom carreador e ainda foi
responsdvel por aprimorar algumas atividades quando comparado ao tratamento convencional,
como um maior indu¢do da apoptose e um melhor sequestro do ciclo celular, que o DTX nas
mesmas concentragdes e condigdes. Além de todas as outras vantagens que um nanocarreador
confere ao farmaco, como uma liberagdo controlada ¢ sustentada, melhor solubilidade e
estabilidade.

A nanoparticula teve uma agdo efetiva em um dos canceres de mama mais agressivos ainda
possui poucas alternativas de tratamento especificas. Demostrando assim, um grande potencial para
a atividade ndo s6 em modelos murinos, como o demonstrado por Rocha, 2020; como também em

modelos in vitro de células humanas.
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9. Perspectivas

Realizar testes dose-tempo dependentes, e analisar se a MDA-MB-231 adquirem resisténcia

mais rapido ao firmaco com ou sem o nanocarreador;

Analisar o padrdo de expressdao da MDA-MB-231 apos os diferentes tratamentos e avaliar se

ha diferenca entre eles;

Verificar a interacdo da MDA-MB-231 com os diferentes tratamentos e as células do sistema

imune, e verificar se ha ativacao das mesmas;

Testar novas formula¢des com mais de um farmaco, ou conjugadas a um anticorpo.
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