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RESUMO 

O câncer de ovário é considerado uma doença sensível à quimioterapia, sendo o 

tratamento sistêmico é o mais indicado para essa enfermidade. Porém, a recidiva ocorre 

em cerca de 80% das pacientes. A quimioterapia contra este tipo de câncer é utilizada 

principalmente compostos de platina e taxanos, e como segunda linha, são utilizados 

fármacos que não são baseados em platina, como a doxorrubicina lipossomal. Os 

lipossomas podem servir de carreadores para quimioterápicos, mantendo estáveis as 

concentrações plasmáticas e biodisponibilidade intratumorais. O objetivo do projeto foi 

avaliar a atividade antitumoral do fármaco paclitaxel (PTX) carreado por um nanosistema 

lipossomal (LFCP PTX) em modelo experimental de carcinomatose peritoneal de ovário 

em camundongos. Nos testes in vitro, os resultados de viabilidade celular da linhagem 

tumoral A2780 mostraram diminuição da concentração inibitória de 50% quando se 

utiliza o LFCP PTX em comparação com o fármaco na forma livre. As células A2780 

tratadas com o fármaco na forma lipossomal (LFCP PTX) mostraram menor capacidade 

de formar colônias do que as tratadas com o fármaco livre (PTX). Os perfis de morte das 

células com o tratamento na forma lipossomal foi indicativo de apoptose, com a maioria 

das células em apoptose inicial. As células A2780 exibiram perfil inibitório de migração, 

quando analisados pelos métodos de Wound Healing e 3D (xCELLigence), após o 

tratamento com o LFCP PTX. Essa inibição foi relacionada com a diminuição da 

expressão dos genes ZEB1 (Zinc finger E-box-binding homeobox) e TGF-β2 

(Transforming Growth Factor 2). Nos testes in vivo, o tratamento com LFCP PTX inibiu 

fortemente a proliferação de células tumorais na carcinomatose peritoneal de ovário, 

indicando maior atividade antitumoral quando comparado com o PTX. O tratamento com 

o LFP PTX mostrou não ser tóxico para os camundongos. Os resultados deste estudo 

mostram que o paclitaxel nanocarreado no lipossoma LFCP é menos tóxico para os 

tecidos não tumorais do que o paclitaxel livre, mas mais eficaz no que diz respeito a 

inibição da proliferação e a inibição da migração das células tumorais e induzindo a 

expressão dos genes ZEB1 e TGF-β2.  

 

Palavras-Chave: Câncer, ovário, carcinomatose peritoneal, lipossoma, paclitaxel. 

 

 



 
 

ABSTRACT 

Ovarian cancer is considered a chemosensitive disease, so chemotherapy is very 

important when considering systemic treatment. However, recurrence occurs in about 

80% of patients, thus requiring the development of more effective therapies. There are 

two main types of treatment for ovarian cancer: surgery and chemotherapy. The use of 

chemotherapy is based mainly on platinum and taxol compounds, and as a second line, 

non-platinum based drugs, such as liposomal doxorubicin, are used. Liposomes serve 

as nanocarriers for chemotherapy, maintaining the rate of the drug in the bloodstream 

and their targeted delivery. The aim of the project was to evaluate the in vitro effect of 

PTX carried by a liposomal nanosystem (LFCP PTX) on ovarian epithelial carcinoma 

cells (A2780), and in vivo antitumor activity and toxicity in an experimental study model 

of peritoneal ovarian carcinomatosis in mice. In in vitro tests, cell viability results against 

the A2780 tumor line showed a 50% decrease in inhibitory concentration when using 

LFCP PTX compared to free PTX. The percentage of growth of A2780 cell colonies when 

treated with liposomal PTX was statistically different than the treatment with free PTX. 

Cell death profiles of A2780 cells with liposomal treatments were indicative of apoptosis, 

with most cells in early apoptosis. A2780 cells treated with the LFCP PTX exhibited a 

inhibition in the migration profile by the Wound Healing and 3D (xCELLigence) methods. 

This inhibition was promoted by the decrease in the gene expression of ZEB1 and 

TGFB2. In in vivo testing, treatment with LFCP PTX strongly inhibited tumor cell 

development and proliferation in ovarian peritoneal carcinomatosis, indicating high 

antitumor activity when compared to PTX free form. Also, LFP PTX group had lower 

systemic toxicity much closer to healthy animals than the animals treated with free PTX. 

Our results showed that the use of nanocarrier PTX in the LFCP liposome leads to more 

effective control of tumor cell proliferation in vitro and in vivo, including inhibition of 

migration via the ZEB1 and TGFB2 pathways, as well as reducing the systemic toxicity 

of PTX. 

 

Keywords: Cancer, ovary, peritoneal carcinomatosis, liposome, paclitaxel. 
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INTRODUÇÃO 

O câncer de ovário ocupa a 4ª posição no ranking de incidência e a 3ª 

posição no ranking de letalidade em cânceres no mundo entre mulheres (Devita 

Lawrence, Rosenberg, 2011; INCA, 2016; Ferlay et al., 2019). Cerca de 70% das 

pacientes com câncer de ovário epitelial (células de revestimento do ovário) 

apresentam-se em estágio avançado no momento do diagnóstico, com a 

presença de carcinomatose peritoneal (WHO, 2014).  

A carcinomatose peritoneal ocorre como consequência da disseminação 

peritoneal de células do tumor primário. Neste processo, as células tumorais 

invadem o fluido peritoneal, e estabelecem depósitos metastáticos constituindo 

os implantes sobre o revestimento peritoneal visceral e parietal da cavidade 

abdominal (Jacquet et al., 1996; Verwaal et al., 2008; Goodman et al., 2016).  

Acredita-se que a metástase do câncer de ovário epitelial ocorra principalmente 

pela propagação direta das células do ovário para o peritônio (Pradeep et al., 

2014), embora as células também possam seguir uma via de disseminação 

hematológica, se implantando preferencialmente no omentum (uma prega 

constituída por duas camadas de peritônio e que liga os órgãos da cavidade 

abdominal), e subsequentemente se espalhando por toda a superfície peritoneal 

(Pradeep et al., 2014).  

Estudos demonstraram que a aquisição de propriedades invasivas das 

células epiteliais tumorais na promoção da metástase está relacionada com a 

transição epitélio-mesenquimal (TEM) (Gupta et al., 2009; Polyak e Weinberg, 

2009). A TEM é um processo biológico que leva uma célula epitelial a sofrer 

modificações moleculares e bioquímicas, adquirindo um fenótipo de célula 

mesenquimal, um tipo celular que possui capacidade de migração. A TEM é um 

processo que, além de ser essencial durante a embriogênese e no 

comportamento das células-tronco, contribui para a progressão do câncer 

(Lamouille & Derynck, 2014), pois facilita o processo de metástase.  

Dentre os vários fatores que atuam como indutores de TEM, destaca-se 

a família do fator de crescimento transformador–β (TGF-β), e o homeobox 1 de 

ligação à E-box do dedo de zinco (ZEB1/2). Esses fatores possuem importantes 

papel no desenvolvimento da metástase de tumores (Derynck e Akhurst, 2007; 

Pardali e Moustakas, 2007; Peinado et al., 2007; Kong; Wang; Sarkar, 2011).  

A família TGF-β desempenha papel importante na embriogênese, no 
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reparo de tecidos, na formação de ossos e de cartilagens e no controle do 

sistema de resposta imune. Eles são conhecidos por estimular a proliferação de 

alguns tipos celulares, enquanto agem como inibidores de outros tipos de 

c[células, além de participar no processo de transição epitélio-mesenquimal e 

assim na migração e invasividade das células tumorais de muitos tipos de 

cânceres (Massague, 2012). Os fatores de transcrição ZEB1/2, estão envolvidos 

em processos moleculares para a diferenciação celular de epitelial para 

mesenquimal (Peinado et al., 2007). No câncer de ovário epitelial, ao adquirem 

fenótipo mesenquimal, as células tumorais adquirem a capacidade de degradar 

a matriz extracelular e de migrar, formando nódulos na região peritoneal 

(Perlikos, et al., 2013). O crescimento dos nódulos na região peritoneal gera 

graves complicações, levando geralmente o paciente a óbito. 

Durante a última década muitos estudos foram desenvolvidos com o 

objetivo de melhorar a terapia para a carcinomatose peritoneal de ovário. As 

terapias mais utilizadas no plano de tratamento para a carcinomatose peritoneal 

de ovário são: quimioterapia intravenosa, cirurgia citorredutora, quimioterapia 

intraperitoneal e hipertermia intraperitoneal (Beck et al., 2015).  

A quimioterapia é baseada em compostos de platina e taxanos como 

Paclitaxel (PTX). O PTX é um pseudoalcalóide diterpenóide que possui atividade 

antineoplásica para o câncer de ovário metastático e carcinomatose peritoneal 

(Jauhari et al., 2009). Porém, como o PTX é um fármaco hidrofóbico sua 

aplicação e biodisponibilidade nos sistemas biológicos se torna muito dificultada. 

Além disso, o PTX é um fármaco de rápida metabolização hepática e muito 

propenso a induzir as células tumorais a desenvolver resistência a drogas (Tew, 

2016; Alves et al., 2018), levando a recidiva tumoral (Gordon et al., 2000; 

Campos et al., 2001; Cheng et al., 2018). Tudo isso leva à necessidade de 

desenvolvimento de novas abordagens na terapia contra a carcinomatose 

peritoneal de ovário. 

Uma dessas abordagens envolve a nanobiotecnologia, que pode ser 

utilizada tanto na detecção mais precoce de tumores, quanto no 

desenvolvimento de tratamentos mais eficazes. A nanobiotecnologia pode ser 

utilizada para o desenvolvimento de transportadores de compostos bioativos, os 

denominados nanocarreadores (Siddiqui et al., 2012; Cheng ZL, et al., 2012; 

Etheridge et al., 2013; Wicki A, et al., 2015). 
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O uso de nanocarreadores de medicamentos já é adotado pela 

comunidade científica, numerosos estudos já foram realizados para desenvolver 

sistemas eficientes de administração de medicamentos utilizados na 

quimioterapia contra o câncer de ovário, incluindo sistemas lipossomais (Micha 

et al., 2006; Fader & Rose, 2009; Wicki A, et al., 2015; Cheng et al., 2018; Zhao, 

2018). 

Os lipossomas são vesículas cujas estruturas se assemelham às 

membranas lipídicas celulares, ou seja, são sistemas constituídos por 

bicamadas lipídicas, únicas ou múltiplas, encapsulando um compartimento 

aquoso (Bozzuto e Mollinari, 2015). Eles são utilizados como sistemas de 

entrega e liberação controlada de fármacos por apresentar maior seletividade, 

especificidade, eficácia, o que gera menos efeitos adversos, trazendo assim 

grande vantagem sobre os sistemas convencionais (Durán, N. et al 2006).  

Muitos estudos já mostraram vantagens na utilização de lipossomas no 

tratamento do câncer de ovário (Caracciolo et al., 2018; Bhowmik et al., 2018; 

Tang et al., 2019; Khayrani et al., 2019). Desse modo, é plausível acreditar que 

a encapsulamento de um fármaco de primeira linha, como o PTX, em um sistema 

lipossomal pode melhorar a distribuição desse fármaco no tecido onde se 

encontra o tumor ou nas células tumorais, o que é bastante promissor para a 

melhoria da eficácia antitumoral.  
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REFERENCIAL TEÓRICO 

Câncer de Ovário 

O câncer de ovário é uma enfermidade que acomete mulheres em todo o 

mundo. Por mais que não seja o mais prevalente, ocupando a 4ª posição no 

ranking de incidência no mundo entre mulheres, é considerado o 3º câncer mais 

letal entre eles (Devita Lawrence, Rosenberg, 2011; INCA, 2019; Ferlay et al., 

2019).  

O principal fator de risco para o câncer de ovário é o histórico familiar, 

sendo que aproximadamente 20% dos casos estão relacionados com mutações 

nos genes BRCA1 (risco de 40-60%) e BRCA2 (risco de 10-30%), entre outros 

(Zhang et al., 2011; NCI, 2016). Outros fatores, como o envelhecimento (NCI, 

2015), a não utilização de contraceptivos orais, a reposição hormonal pós-

menopausa, a menarca precoce e a menopausa tardia, assim como a longa 

duração do ciclo menstrual, também aumentam o risco de desenvolvimento da 

doença (EPIDEMIOLO, 2012; Schüler et al., 2013). 

O câncer de ovário compreende tumores de diferentes tipos histológicos, 

com características clínicas e moleculares distintas, e com perfis de mutações 

gênicas característicos (Bowtell, 2010; Smolle et al., 2013). Pode-se dividir os 

tumores ovarianos de acordo com o tipo celular de origem, podendo ser: (i) de 

células germinativas (células que originam oócitos); (ii) de células estromais 

(células de tecido conjuntivo, tais como fibroblastos, células do sistema 

imunológico e células endoteliais); e (iii) de células epiteliais (células que 

revestem a superfície externa do ovário) (Figura 1) (Algeciras-Schimnich, 2013; 

INCA 2019).  
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Figura 1:Sistema reprodutor feminino apresentando um ovário com células epiteliais normais e o 
outro com células epiteliais tumorais (autoria prória). 

 

O câncer epitelial de ovário é o mais frequente, com cerca de 90% de 

prevalência entre os tumores ovarianos. Pela ausência de sintomas 

característicos, principalmente nos estágios iniciais, o diagnóstico ocorre 

normalmente em estágio avançado (Ferreira, 2012; Romero; Bast, 2012; 

Burchim et al., 2013), tornando este um câncer com baixa chance de cura (INCA, 

2019).  

A sobrevida das pacientes com câncer de ovário está diretamente 

relacionada à idade da paciente e ao estágio em que a doença se encontra no 

momento do diagnóstico, sendo de 80-90% quando o diagnóstico é feito nos 

estágios iniciais, reduzindo para 25% quando o diagnóstico é feito nos estágios 

avançados e com metástase (Groen, Gershenson, Fader, 2015; Febbraro et al., 

2015). O aparecimento de metástase peritoneal nos estágios avançados do 

câncer de ovário é denominado carcinomatose peritoneal, sendo uma 

característica típica da disseminação do câncer de ovário epitelial avançado 

(Goodman et al., 2016). 
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Carcinomatose peritoneal 

A carcinomatose peritoneal ocorre em diferentes subtipos de câncer tais 

como: o colorretal, o gástrico, o pancreático, o mesotelioma peritoneal, o 

pseudomixoma peritoneal, a carcinomatose peritoneal primária e a ovariana, 

sendo este último o mais frequente da ocorrência da carcinomatose peritoneal 

(Ozols, 2005; Sehouli et al., 2009; Sehouli et al., 2009; Sadeghi et al., 2013). A 

carcinomatose peritoneal está associada com um mau prognóstico, e com 

sobrevida de aproximadamente 3 a 4 meses (Ozols, 2005; Sehouli et al., 2009; 

Sehouli et al., 2009; Sadeghi et al., 2013). 

Em um estudo de caso, relatado por Sehouli e colaboradores (2009), onde 

foram analisados 214 pacientes com câncer de ovário, foram visualizadas as 

células tumorais na região peritoneal de 76% pacientes no momento da cirurgia, 

indicando que as células tumorais ovarianas possuem preferência para se 

implantarem nessa região.  

De acordo com a hipótese de “sementes e solo” elaborada por Stephen 

Paget em 1889, o padrão de metástase não é um resultado aleatório. Algumas 

células tumorais (sementes) possuem afinidade específica para certas regiões 

(solo). Paget afirmou que mesmo as células sendo transportadas em todas as 

direções, só podem viver e proliferar se forem compatíveis com os órgãos 

(Paget., 1989). Depois disso, foram relatadas novas descobertas sobre as 

propriedades intrínsecas do microambiente tumoral metastático, a sinalização 

das células tumorais e os mecanismos celulares e moleculares, que contribuem 

para o padrão de metástase de órgãos específicos (Nishida et al., 2004; Leung 

et al., 2014; Yeung et al., 2015).  

A implantação das células tumorais, bem como o sucesso no 

desenvolvimento da metástase ocorrem pela comunicação entre células do 

tumor primário e o microambiente metastático, onde as células que compõem o 

tumor primário e as células peritoneais produzem proteínas e peptídeos com o 

propósito de modificar o local de implantação e promover a metástase 

(Freedman et al. 2004, Ricciardelli & Rodgers 2006, Said et al. 2007, Heyman et 

al. 2008, Kenny et al. 2014; Ricciardelli et al., 2015). 

Além disso, estudos já demonstraram que a disseminação de células 
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epiteliais do tumor primário ocorre após essas células adquirirem propriedades 

invasivas, que estão relacionadas com a TEM (Gupta et al., 2009; Polyak e 

Weinberg, 2009). Vários fatores atuam como indutores de TEM, sendo que o 

TGF-β, possui um importante papel no desenvolvimento da metástase de 

tumores epiteliais (Derynck e Akhurst, 2007; Pardali e Moustakas, 2007); No 

estágio de progressão tumoral, o processo de TEM está fortemente associado 

ao aumento na expressão de TGF-β, sendo esta alta regulação um processo 

reversível. Com isso a TEM promove a formação de novas células epiteliais 

(tecidos embrionários) e também é responsável pela geração de novas colônias 

metastáticas (metástases tumorais). A TEM regulada por TGF-β no 

desenvolvimento e metástase do câncer se assemelha à sinalização fisiológica 

durante o desenvolvimento embrionário, em que a TEM gera e forma novos 

tecidos (Muthusamy et al., 2015; Tan et al., 2015). Portanto, identificar as vias 

que controlam a plasticidade das células epiteliais pode contribuir muito para o 

desenvolvimento de novas terapias (Gregory et al., 2011). 

A via de sinalização do TGF-β envolve a ativação de fatores de transcrição 

que auxiliam na expressão de genes envolvidos na proliferação de algumas 

células, especialmente em tecidos conjuntivos, enquanto agem como inibidores 

de outras células, tais como linfócitos e células epiteliais. Em mamíferos, o TGF-

β consiste de três isoformas: TGFβ-1, TGFβ-2 e TGFβ-3. Apesar de 

compartilharem homologia de cerca de 97% na sequência de aminoácidos, os 

genes de TGF-β1, TGF-β2 e TGF-β3 estão localizados em regiões distintas dos 

cromossomos 19, 1 e 14, respectivamente (Gao et al, 2014). Essas três 

isoformas ligam-se a dois pares de receptores de membranas do tipo I e do tipo 

II, TGFβ liga-se ao seu receptor tipo II específico, TβRII, o qual fosforila e ativa 

o receptor tipo I, TβRI. O receptor tipo I fosforila proteínas citoplasmáticas da 

família de SMAD 2 e 3. A fosforilação das SMAD 2 e 3 permite que elas interajam 

com a proteína SMAD4, esse complexo se desloca para o núcleo onde ativa ou 

reprime a transcrição de genes-alvos, promovendo diferentes respostas 

biológicas, dependendo do tipo e contexto da célula (Dash, 2018).  

Embora esteja envolvida em diferentes processos biológicos durante a 

embriogênese, no organismo adulto a sinalização TGFβ exerce diversas funções 

na homeostase tecidual. O TGF-β1 é um inibidor da proliferação de células 

epiteliais, pois promove a interrupção da progressão do ciclo celular, na fase G1, 
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pela indução das proteinas p15 e p21, proteínas conhecidas como inibidoras de 

ciclinas. Entretanto células epiteliais neoplásicas podem apresentar mutações 

que as tornam incapazes de responder ao TGF-β1 (Yamada et al., 1999; Baldwin 

et al., 2003; Yeung et al., 2013). Nesse caso as células cancerosas proliferam 

descontroladamente. Além disso, as células neoplásicas podem expressar e 

secretar o TGF-β1, fazendo com que os fibroblastos circundantes também 

proliferam, aumentando o TGF-β na região tumoral. Já o TGF-β2 é um 

importante promotor da TEM, por causar perda de contato célula-célula e induzir 

tanto a migração celular quanto a invasão tecidual (Do et al., 2008), tendo papel 

importante na progressão do tumor. De acordo com Liu e colaboradores (2015), 

o aumento da expressão de TGF-β2 está associado a proliferação celular e 

consequentemente ao crescimento tumoral do câncer de ovário. Já a diminuição 

dos níveis de TGF-β2 pode estar relacionada à promoção da apoptose (Wang et 

al., 2014). 

A transição epitélio-mensênquima induzida pelo TGF-β2 está relacionada 

a indução dos fatores de transcrição ZEB1/2, repressores transcricionais de 

características epiteliais, mas envolvidos em processos moleculares para a 

iniciação da motilidade celular (Peinado et al., 2007), uma das características de 

células mesenquimais. Além disso, o aumento da expressão de ZEB1/2 está 

relacionado a diminuição das proteínas E-caderina, moléculas de adesão 

presentes em células epiteliais, e aumento de N-caderinas, também conhecidas 

como Cadherin-2 (CDH2) e vimentina, moléculas de adesão celular e proteína 

dos filamentos intermediários que compõe o citoesqueleto de células 

mesenquimais, respectivamente (Kong; Wang; Sarkar, 2011; Zhang et al., 2013). 

O fator de transcrição ZEB1 está associado à capacidade de formação de 

colônias e proliferação em câncer de ovário (Chen et al., 2013).  

Nesse processo de diferenciação para o padrão mesenquimal, as células 

tumorais epiteliais se alongam, adquirem a capacidade de degradar a matriz 

extracelular, por meio de enzimas secretadas, e de migrarem, utilizando 

interações com ligantes específicos da matriz extracelular, e por fim se 

disseminar para a cavidade peritoneal e estabelecer nódulos na região peritoneal 

(Perlikos, et al., 2013).  

As células tumorais se disseminam diretamente ao invadirem o fluido 

peritoneal, e estabelecerem depósitos metastáticos constituindo os implantes 
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sobre o revestimento peritoneal visceral e parietal da cavidade abdominal (Figura 

2a) (Jacquet et al., 1996; Verwaal et al., 2008; Goodman et al., 2016). Embora a 

disseminação peritoneal direta seja o mecanismo dominante da metástase do 

câncer de ovário,  as células desse tumor podem também seguir uma via de 

disseminação hematológica (Figura 2b), (Phillips et al., 2012), se implantando 

preferencialmente no omentum e subsequentemente se espalhando na 

superfície peritoneal (Pradeep et al., 2014).  
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Figura 2: (a) Disseminação direta, e (b) Disseminação hematológica, das células tumorais do 
ovário para o peritônio (autoria prória). 
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O crescimento dos nódulos na região peritoneal gera graves 

complicações tais como: acúmulo anormal de líquido na cavidade abdominal 

perda de apetite, fadiga, dificuldades respiratórias, fraqueza e obstrução 

intestinal (Lu et al., 2014). Destas complicações, a mais presente na 

carcinomatose peritoneal é a acumulação anormal de líquido na cavidade 

abdominal. Este fato ocorre devido à baixa reabsorção linfática no local, e ao 

aumento da produção de líquido devido à alteração da permeabilidade capilar, 

provocada pela doença metastática (Tuttle, 2006; Canda, 2013). 

Durante a última década muitos estudos tiveram o objetivo de melhorar a 

terapia para a carcinomatose peritoneal de ovário. O tratamento da 

carcinomatose peritoneal de ovário tem como finalidade diminuir ao mínimo a 

quantidade de células tumorais na região peritoneal, contribuindo para a 

sobrevida global livre da doença, além de melhorar a qualidade de vida das 

pacientes (Rueth et al., 2011; Michelle et al., 2013; Shen et al., 2013). 

Uma das estratégias utilizadas contra a carcinomatose peritoneal de 

ovário é a quimioterapia intravenosa, um tratamento sistêmico. A cirurgia 

citorredutora é uma abordagem terapêutica indicada para diminuir ao mínimo a 

carga tumoral, associada à quimioterapia adjuvante, com a finalidade de destruir 

qualquer vestígio ou sinal de um câncer que ainda resta após a cirurgia (Glehen 

et al., 2010; Gabra, 2014; Ye et al., 2014). A utilização da cirurgia citorredutora 

combinada com a hipertermia intraperitoneal, também mostrou ser muito 

benéfica (Chua et al., 2009; Yan et al., 2009; Ahmed et al., 2014; Elias et al., 

2014; Bakrin et al., 2014; Chiva et al., 2015). Além dessas, a quimioterapia 

intraperitoneal e a hipertermia intraperitoneal também foram amplamente 

testadas, avaliadas e implementadas (Beck et al., 2015). 

 

Quimioterapia no Tratamento da Carcinomatose Peritoneal de Ovário 

A aplicação da quimioterapia endovenosa no tratamento da 

carcinomatose peritoneal de ovário é baseada em compostos de platina 

associados com o PTX (Figura 3) (Du Bois et al., 2010; Bukowska; Galek; 

Marczak, 2015; Parayath et al., 2019; Brewer et al., 2020). Porém a associação 

desses compostos gera graves efeitos tóxicos, como: anemia, trombocitopenia, 

neutropenia, neutropenia febril, alopecia, ototoxicidade, e neuropatia periférica, 
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o que normalmente limita a dose dos agentes quimioterápicos (Ozols, et al., 

2003; Du Bois et al., 2010). 

Embora as pacientes apresentem alta taxa de resposta ao tratamento de 

primeira linha, cerca de 80% delas apresentam recidiva da doença 3-5 anos após 

o tratamento inicial (Burchim; Jarchowsky-Dolberg; Fishman, 2013; Cheng et al., 

2018), necessitando de tratamentos quimioterápicos subsequentes (Friedlander 

et al., 2011; Hanker et al., 2012). Para que se inicie o tratamento com a segunda 

linha de quimioterápicos é necessário considerar: o intervalo livre de progressão, 

a “performance status” da paciente (um sistema de escore, em uma escala de 0 

a 10, que classifica os pacientes, em que 10 corresponde à "saúde perfeita" e 0 

à morte), sintomas aparentes, histórico de toxicidade do tratamento anterior e o 

custo do tratamento (Rakowski et al., 2012). 

Fármacos que não são à base de platinas (Figura 3) como a doxorrubicina 

lipossomal peguilada (Doxil@), o PTX, o topotecan, a gemcitabina (Shapiro et al 

1996), a ciclofosfamida e o etoposídeo oral (Moosavi et al., 2004), usados 

isoladamente ou em combinação, são opções para o tratamento do câncer de 

ovário avançado recorrente e da carcinomatose peritoneal, e demonstraram 

aumentar a sobrevida das pacientes. Mesmo com os tratamentos acima citados, 

a taxa média de sobrevida após o diagnóstico do câncer de ovário avançado 

recorrente e carcinomatose peritoneal é somente de 4 a 10 meses (Hanker et 

al., 2012; Tempfer; et al., 2014). 

 

 

Figura 3: Fármacos utilizados no tratamento do câncer de ovário (autoria prória). 
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Paclitaxel 

O PTX é um pseudoalcalóide diterpenóide, com a fórmula molecular 

C47H51NO14, e foi o primeiro da classe de agentes estabilizadores de 

microtúbulos a ser descoberto. Este foi o resultado da investigação de mais de 

12.000 compostos naturais para atividade anticâncer, e foi aclamado pelo 

National Cancer Institute (NCI) dos Estados Unidos como um dos avanços mais 

significativos em quimioterapia (Appendino, 1993; Wall e Wani, 1996). 

O PTX foi isolado no início dos anos 1960 da casca do Taxus brevifolia 

(família Taxaceae), obtido em forma pura em 1969, e sua estrutura só foi 

publicada em 1971, devido à sua baixa concentração e complexidade estrutural  

(Wani et al., 1971; Bingham, 1994). Somente em 1979 se descobriu o 

mecanismo de ação e atividade na triagem de tumores (Schiff e Horwitz, 1981; 

Rowinsky et al., 1990; Parayath et al., 2019; Brewer et al., 2020). 

O PTX se liga à tubulina e estabiliza o microtúbulo, ou seja, os 

microtúbulos se tornam bastante estáveis, porém disfuncionais devido ao 

impedimento da despolimerização, diferentemente dos alcaloides da Vinca, que 

induzem a desmontagem de microtúbulos (Ten Tije et al 2003; Zasadil et al 

2014). A consequência da interrupção da dinâmica normal dos microtúbulos 

acarreta a inibição da mitose e consequente morte celular.  

Devido ao seu mecanismo de ação, o PTX tem sido utilizado no 

tratamento de diversos tipos de neoplasias, inclusive no tratamento do câncer de 

ovário metastático e na carcinomatose peritoneal (Jauhari et al., 2009). Porém 

devido à sua hidrofobicidade, a aplicação e a biodisponibilidade do PTX são 

muito dificultadas, além disso ele é um fármaco de rápida metabolização 

hepática e muito propenso a selecionar células tumorais resistentes (Harris et 

al., 1994; Kampan et al., 2015; Tew, 2016; Alves et al., 2018). 

Existem muitas tentativas de melhorar a baixa solubilidade e a 

biodisponibidade do PTX, e, consequentemente, aumentar a sua atividade 

anticâncer (Dorr, 1994; Bernabeu et al., 2017; Zou et al., 2017; Risnayanti et al., 

2018). A primeira formulação de PTX comercializada foi o Taxol®, este liberado 

para o tratamento do câncer de ovário epitelial. Essa formulação é preparada 

com a solubilização 1:1 do PTX no cremophor EL (óleo de rícino polietoxilado), 
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com a finalidade de melhorar a biodisponibilidade (Bernabeu et al., 2017). No 

entanto, foram reportadas toxicidades relacionadas a esse tipo de solubilização, 

incluindo hipersensibilidade, nefro e neurotoxicidade, (Dorr, 1994; Gelderblom et 

al., 2001; Ojima et al., 2016), sendo o prolongamento da infusão intravenosa uma 

estratégia para diminuir esses efeitos colaterais (Brown et al., 1991).  

Portanto, há a necessidade de desenvolver novos tipos de formulações 

para melhorar as dificuldades encontradas no uso do PTX. E uma das 

estratégias mais amplamente aceitas na literatura é a formulação de 

nanocarreadores que permitam a boa administração do composto hidrofóbico 

sem acarretar toxicidade ao organismo. 

 

Nanomedicina e entrega de fármacos 

Os nanossistemas possuem propriedades únicas e, por conseguinte, a 

aplicação da nanotecnologia na oncologia possui um grande potencial tanto na 

detecção mais precoce dos tumores, quanto no desenvolvimento de tratamentos 

mais eficazes (Siddiqui et al., 2012). A nanomedicina pode então ajudar a 

solucionar problemas como a ordem e a necessidade de utilizar terapias 

coadjuvantes, e os meios de direcionar os agentes ativos para seus alvos. 

 Os sistemas na escala nanométrica podem ser utilizados como 

ferramenta de intervenção terapêutica na oncologia clínica como transportadores 

de fármacos e/ou agentes bioativos. As modificações promovidas nos 

nanocarreadores permitem a entrega direcionada de moléculas 

farmacologicamente ativas, liberação sustentada dos fármacos, escolha de 

diferentes vias de administração (Cheng ZL, et al., 2012; Etheridge et al., 2013; 

Wicki A, et al., 2015). 

A utilização de nanocarreadores pode proteger o organismo do agente 

ativo no momento do transporte até o local destinado, aumentar a 

biodisponibilidade do fármaco, superar a resistência a fármacos, bem como 

diminuir a rápida degradação metabólica e sua excreção pelos rins (Friberg & 

Nyström, 2016). Sendo assim, os nanocarreadores podem melhorar a atividade 

antitumoral dos fármacos por aumentar a sua biodisponibilidade e diminuir a 

toxicidade sistêmica dos mesmos. 

Diversos trabalhos têm demonstrado o sucesso da utilização de 
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nanocarreadores para o PTX no tratamento do câncer de ovário. Zhang e 

colaboradores (2013) desenvolveram uma nanopartículas direcionada para 

FSHR (receptor do hormônio folículo-estimulante), o peptídeo FSH β 81–95 

mostrou uma melhora do efeito citotóxico do PTX in vitro, além de atividade 

antitumoral muito eficaz e diminuição dos efeitos colaterais relacionados ao PTX 

in vivo (Zhang et al., 2013). Na mesma linha, Fan e colaboradores (2014) 

avaliaram o tratamento com o FSHP-NP-PTX (PTX carreado dentro de uma 

nanopartícula polipeptídica do hormônio estimulador folículo estimulante). Foi 

observado que esse tratamento apresentou um direcionamento para as células 

superexpressaram o FHSR, além de auxiliar no controle da metástase linfática 

(Fan et al., 2014).  

Uma outra estratégia foi a nanoformulção de PTX revestido com ácido 

hialirônico carreado em nanopartículas lipídicas catiônicas (HA-PTX-NLCs), este 

foi desenvolvido por Wang e Jia (2016) e avaliados quanto a sua eficácia 

antitumoral in vitro e in vivo. Neste trabalho, foi observado que houve um perfil 

de liberação sustentada do PTX, melhorando sua atividade e contornando a 

resistência das células ao PTX. Observou-se também a diminuição da toxicidade 

em comparação com outras formulações, devido ao fato de que o HA-PTX-NLCs 

é considerado biodegradável e biocompatível (Wang & Jia, 2016). 

O progresso científico na área de materiais e na área farmacêutica permite 

o projeto de uma ampla gama de nanocarreadores, como por exemplo: 

nanopartículas poliméricas, micelas, dendrímeros, nanopartículas inorgânicas, e 

lipossomas, com diversos tamanhos, arquiteturas e propriedades de superfícies 

diferentes.  

 

Liposomas 

Os lipossomas são sistemas que se assemelham às membranas lipídicas 

celulares, visto que são compostas por bicamadas concêntricas, únicas ou 

múltiplas, encapsulando um compartimento aquoso (Figura 4) (Bozzuto e 

Mollinari, 2015). 

Em 1960, Alec D. Bangham realizou experimentos para determinar o 

comportamento de lipídeos imersos em água, e observou a formação de 

vesículas (Monteiro et al., 2014; Bozzuto e Mollinari, 2015). Gregoriadis e 
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colaboradores, em 1971, propuseram que os lipossomas poderiam ser utilizados 

como sistemas transportadores de fármacos. 

 

 

Figura 4: Conformação esquemática de um lipossoma multilamelar (autoria prória). 

 

De fato, devido à sua polivalência estrutural no tamanho, na versatilidade 

da composição lipídica, na diferenciação da carga superficial, na possibilidade 

de ajustar a fluidez da membrana, na capacidade de incorporar fármacos com 

diferentes hidrofilicidades, e na sua capacidade de encapsular mais de um 

fármaco, os lipossomas possuem grande potencial terapêutico (Monteiro et al., 

2014; Bozzuto e Mollinari, 2015). 

Inicialmente, o desenvolvimento de sistemas vesiculares encontrou 

muitas limitações farmacotécnicas, relacionadas à instabilidade físico-química e 

biológica dos lipossomas, juntamente à baixa eficiência de encapsulação dos 

fármacos, e limitações farmacológicas que são associadas à rápida captura do 

sistema lipossomal pelas células do sistema fagocitário mononuclear, quando 

administrado de maneira sistêmica. Esses lipossomas convencionais 
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prontamente eram eliminados da circulação sanguínea e se acumulavam no 

fígado, no baço e na medula óssea, o que tornava a sua utilização limitada (Allen 

& Hansen, 1991). 

Isto posto, com o objetivo de preparar lipossomas que são capazes de 

escapar do sistema fagocitário mononuclear, dispondo assim de maior tempo na 

circulação sanguínea, glicolipídeos foram associados na membrana lipídica e 

modificações químicas foram feitas na superfície dos lipossomas (Allen e Chonn, 

1987; Gabizon A, Papahadjopoulos, 1992). Klibanov e colaboradores (1990) 

incorporaram na bicamada lipídica o polietilenoglicol (PEG), um derivado lipídico 

de polímeros hidrofílicos, ampliando expressivamente o tempo de circulação dos 

lipossomas na corrente sanguínea. 

O Doxil® (Janssen Biotech, Inc. - EUA) é uma formulação lipossomal 

composta por fosfatidilcolina de soja hidrogenada (HSPC), colesterol (CHOL) e 

DSPE-PEG 2000. Aprovada pela Food and Drug Administration (FDA) em 1995, 

foi a primeira formulação aprovada para uso clínico no tratamento do câncer, e 

trouxe ganhos para a clínica médica por aumentar o tempo de meia vida da 

doxorrubicina e reduzir a cardiotoxicidade. (Gabizon & Martin, 1997; Safra et al., 

2000; Zhao, 2018). Esta é muito utilizada no tratamento do câncer de ovário 

avançado, em casos de recorrência tumoral e nos casos de carcinomatose 

peritoneal, com taxas de resposta de aproximadamente 15% quando utilizada 

como agente único (Gordon et al., 2000; Campos et al., 2001). 

Também foram desenvolvidos lipossomas pH-sensíveis de circulação 

prolongada, e com isso, foi possível aumentar o tempo da veiculação do sistema 

lipossomal no meio biológico, aumentar a especificidade da interação com as 

células tumorais alvo e controlar a liberação dos fármacos. Estes lipossomas são 

compostos por fosfolípides derivados da fosfatidiletanolamina, organizados em 

meio aquoso, à temperatura ambiente, na forma hexagonal, juntamente com a 

adição de agentes estabilizantes (lípides carboxilados, como o hemissuccinato 

de colesterila - CHEMS). Quando expostos a um pH ácido, como nos tecidos 

tumorais, ocorre a protonação destes agentes, e assim uma perturbação e 

desarranjo das vesículas, com consequente exposição do fármaco (De Oliveira 

et al., 1998; De Oliveira et al., 2000; Simões et al., 2004). 

Muitos pesquisadores têm trabalhado com lipossomas para serem 

aplicados no tratamento de câncer de ovário e estes já mostraram muitas 
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vantagens nessa utilização (Franco et al., 2018; Caracciolo et al., 2018; Bhowmik 

et al., 2018; Tang et al., 2019; Khayrani et al., 2019).  

Qi e colaboradores (2018) avaliaram a eficácia do PTX carreado por um 

lipossoma peglado (PL-PTX) em células tumorais de ovário in vitro e em modelo 

animal. Neste estudo foi observado que o PL-PTX induziu a apoptose nas células 

tumorais por via dependente de TNF in vitro. Além disso, o tratamento inibiu o 

crescimento tumoral, prolongou a sobrevida dos animais, e diminuir 

agressividade do tumor (Qi et al., 2018). 

Huang e colaboradores (2018) desenvolveram um novo lipossoma com 

longa estabilidade como carreador para o PTX, lipo-PTX. Este tratamento 

mostrou que não houve diferença na atividade antitumoral in vivo do lipo-PTX 

em comparação com o Taxol, porém, houve uma diminuição significativa nos 

efeitos colaterais sistêmicos nos animais tratados com o lipo-PTX, sendo 

observado pela toxicidade hematopoiética, reações de hipersensibilidade e 

irregularidades cardíacas (Huang et al., 2018). 

Jin e colaboradores (2020) avaliaram a indução de neuropatia periférica 

induzida por quimioterapia em pacientes com câncer de ovário, que receberam 

como tratamento algum tipo de taxano. O estudo observou que uma significativa 

proporção destes pacientes sofre de neurofagia residual por um período longo 

de tempo, além disso, o uso do docetaxel ou do PTX lipossomal mostrou risco 

de neurofagia periférica sensorial. Este estudo apresentou também que o PTX 

lipossomal era mais seguro do que o docetaxel e o PTX em termos de 

neurotoxicidade (Jin, Zhang & Yang, 2020).  

Portanto, a utilização de um fármaco de primeira linha, como o PTX, em 

um sistema lipossomal pode trazer resultados bastante promissores para a 

melhoria da eficácia antitumoral contra câncer de ovário. 
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OBJETIVO 

Objetivo Geral 

O objetivo deste projeto consistiu em avaliar a atividade antitumoral e a 

toxicidade do paclitaxel contido em um sistema lipossomal denominado de LFCP 

PTX em modelo experimental de carcinomatose epitelial de ovário. 

 

Objetivos específicos 

 Os objetivos específicos consistiram em avaliar:  
 

 A citotoxicidade in vitro do LFCP PTX em células de carcinoma epitelial 

de ovário pelo ensaio colorimétrico de MTT; 

 O tipo de morte celular induzida pelo LFCP PTX em células de carcinoma 

epitelial de ovário por meio de citometria de fluxo;  

 Avaliar o efeito do LFCP PTX na proliferação de células de carcinoma 

epitelial de ovário e na capacidade das células de formarem colônias por meio 

do ensaio de sobrevivência clonogênica; 

 O efeito do LFCP PTX sobre a capacidade de migração de células de 

linhagem tumoral de ovário por meio do ensaio de migração bi e tridimensional, 

além da expressão de genes envolvidos nas vias de sinalização induzidas pelo 

TGF-β; 

 A eficácia antitumoral do LFCP PTX no tratamento da carcinomatose 

peritoneal de ovário em camundongos; 

 A toxicidade do LFCP PTX quando utilizado no tratamento da 

carcinomatose peritoneal de ovário em camundongos. 
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METODOLOGIA 

Obtenção e Caracterização do nanosistema lipossomal 

O nanossistema Lipossoma Fusogênico de Circulação Prolongada 

(LFCP), foi produzido e caracterizado de acordo com os trabalhos de Franco et 

al., 2019, e Roque et al., 2019. O LFCP PTX foi gentilmente cedido para o 

desenvolvimento deste projeto pelo grupo de pesquisa da Professora Drª Mônica 

Cristina de Oliveira da Faculdade de Farmácia, Departamento de Produtos 

Farmacêuticos, da Universidade Federal de Minas Gerais – UFMG. 

Para produção do nanosistema lipossomal foram utilizados os lipídeos 

sintéticos: Dioleoylphosphatidylethanolamine (DOPE) e distearoylphosp hatidyl- 

thanolaminepolyethyleneglycol 2000 (DSPE –PEG2000) adquiridos de Lipoid 

GmbH (Ludwigshafen, Germany). Além disso, foi utilizado o colesterol 

Hemisuccinato de colesterilo (CHEMS) Sigma Chemical Company (St. Louis, 

USA). Este nanossistema foi produzido pelo método de hidratação do filme 

lipídico para formação de vesículas multilamelares (MLV). Os LFCP contêm o 

quimioterápico PTX (fármaco hidrofóbico), da Quiral Química do Brasil S/A (Juiz 

de Fora, Brasil). 

O LFCP foi avaliado quanto a estabilidade nanoscópica pelo método 

espalhamento dinâmico da luz – EDL, utilizando equipamento Zetasizer com 

ângulo de 90 graus em cubetas de poliestireno. Para esta avaliação, as amostras 

foram diluídas 10 vezes, 100 µL formulação lipossomal para 900 µL tampão 

HERPES. O dado obtido representa a média de três leituras de cada amostra, 

frequência da dispersão por intensidade de luz espalhada. 

A análise morfológica do sistema lipossomal foi avaliada por meio da 

técnica de Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET). Para tal, a amostra foi 

preparada na concentração de 0,5 mg/mL em água destilada, colocada em tela 

de cobre de 300 mesh, fixada e contrastada com vapor de ósmio. Após 24 horas 

de secagem o material foi analisado em Microscópio Eletrônico de Transmissão 

operando a 80 kV (Jeol® 1011C Japão). Outras características do sistema 

lipossomal LFCP foram determinadas pelo grupo de pesquisa da Professora Dra. 

Mônica Cristina de Oliveira (Barbosa et al., 2015; Ferreira et al., 2016). 
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Testes in vitro 

 

Linhagem celular 

Neste estudo foram utilizadas células de carcinoma epitelial de ovário, da 

linhagem A2780 (BCRJ Code: 0031) estabelecida a partir de tecido tumoral de 

um paciente não tratado e obtida pelo Banco de Células do Rio de Janeiro e 

gentilmente cedida pela Professora Dra. Sônia Nair Báo do Laboratório de 

Microscopia Eletrônica do Departamento de Biologia Celular da Universidade de 

Brasília – UnB.  

 

Manutenção da cultura celular 

As células da linhagem A2780 (BCRJ code: 0031) foram mantidas 

congeladas em nitrogênio líquido no estoque de células do Laboratório de 

Nanobiotecnologia do Departamento de Genética e Morfologia da Universidade 

de Brasília – UnB.  

Para a realização dos experimentos, alíquotas de células foram 

descongeladas, à temperatura ambiente, e transferidas para garrafa de cultivo 

celular. As células foram mantidas em incubadora (Thermo Fisher Scientific, Inc., 

EUA) a 37 °C, em atmosfera contendo 5% de CO2 e 80% de umidade. As células 

foram cultivadas em meio de cultura RPMI-1640 (Roswell Park Memorial 

Institute), suplementadas com 10% (v:v) de soro fetal bovino (SFB) e 1% (v:v) de 

solução de antibiótico (100 unidades/mL de penicilina e 100 mg/mL de 

estreptomicina). O meio de cultivo foi tamponado com bicarbonato de sódio 

(NaHCO3), sendo o pH ajustado para 7,3-7,4 com adição de ácido clorídrico 

(HCl). As células foram monitoradas em microscópio de luz invertido para 

acompanhar o crescimento, e identificar possíveis mudanças morfológicas e 

contaminações. 

 

Análise da citotoxicidade do Paclitaxel no sistema lipossomal 

 A citotoxicidade do LFCP PTX foi determinada por meio do ensaio de MTT 

(3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio brometo). A redução do MTT é 

proporcional à atividade principalmente das desidrogenases mitocondriais e, em 
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última análise à viabilidade celular (Mosmann 1983). Para esse teste as células 

foram semeadas em placas de cultivo de 96 poços, 104
 células/poço e, em 

seguida, expostas por 24 horas, ao LFCP PTX ou ao PTX, sendo que as 

amostras LFCP PTX e PTX foram diluídas em meio de cultivo, e Cremophor® e 

posteriormente em meio de cultivo, respectivamente. Como controle foram 

utilizadas células sem qualquer tratamento. Foram realizados três experimentos 

independentes, cada um deles em triplicata e em seis concentrações diferentes: 

1,5625; 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50 ng . mL -1.  

Depois de 24 horas, os fármacos foram removidos e as células foram 

incubadas com 0,5 mg/mL de MTT em meio de cultivo à 37 ºC em atmosfera 

úmida e 5% de CO2. Depois de três horas, a solução de MTT foi descartada e o 

formazan foi diluído com 150 µL de dimetilsulfóxido (DMSO) por poço. As células 

foram então analisadas em espectrofotômetro (Spectramax M2, Molecular 

Devices, EUA) medindo-se a absorbância no comprimento de onda de 595 nm. 

A absorbância foi utilizada como índice de viabilidade celular e os resultados 

foram expressos como porcentagem em relação ao grupo controle. Os dados 

obtidos foram utilizados para determinar a CI50. 

 

Avaliação do tipo de morte celular induzida pelo paclitaxel no 
sistema lipossomal 

Quando as células iniciam o processo de morte celular por apoptose, o 

primeiro passo é a externalização da fosfatidilserina na membrana plasmática. 

Este evento contribui para facilitar o reconhecimento celular por proteínas como 

a Anexina V (Galluzzi et al., 2012). A 7-aminoactinomicina D (7AAD) é um 

composto químico fluorescente que possui forte afinidade pelo DNA de células 

em processo de morte por necrose, sendo excluído quando em células vivas 

(Wadkins; Jovin, 1991). Portanto, este procedimento utiliza a diferenciação de 

células marcadas com Anexina V e 7AAD para designar o tipo de morte celular 

que está ocorrendo. 

Assim para avaliar o tipo de morte celular induzida pelo Paclitaxel em um 

sistema lipossomal, células da linhagem A2780 foram semeadas em 

concentração de 6x104
 células/poço em placas de 12 poços. Após 24 horas 

foram realizados os seguintes tratamentos: 1) LFCP PTX, 2) meio de cultivo 

(controle) e 3) H2O2. Utilizou-se as concentrações obtidas de CI50 para cada 
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tratamento. Após o tempo de tratamento de 24 horas, as células foram 

desaderidas com tripsina, lavadas e incubadas com tampão de ligação (0,1 M de 

HEPES pH 7,4; 1,4 M de NaCl e 25 mM de CaCl2). Posteriormente, adicionou-

se 5 µL de Anexina V e 10 µL de 7AAD e incubou-se por cinco minutos, em 

temperatura ambiente e no escuro. As células foram então analisadas em 

citômetro (FACSVerse, BD, EUA) e de cada amostra foram contados 10.000 

eventos. Os resultados foram analisados com o software FlowJo® vX 0.7. 

 

Análise de formação de colônias das células remanescentes pós 
tratamento com Paclitaxel no sistema lipossomal 

O ensaio de formação de colônia, ensaio clonogênico, é um teste de 

sobrevivência celular que permite analisar a capacidade de as células 

proliferarem e de formarem colônias após algum tipo de tratamento. Para este 

teste, as células A2780 foram semeadas (105 por poço) em placas de seis poços 

e após sua adesão foram tratadas com: 1) PTX; 2) LFCP PTX; e 3) meio de 

cultivo (controle), por 24 horas. As concentrações dos fármacos eram iguais ao 

CI50 de cada um dos tratamentos. Passado o tempo de tratamento, o 

sobrenadante foi retirado e as células sobreviventes foram lavadas duas vezes 

com PBS 1x e depois desaderidas com tripsina. As células foram contadas 

utilizando-se o corante azul de tripan 0,4%, depois 2x103 células foram 

semeadas em placas de 6 poços com meio RPMI sem SFB. As células ficaram 

em cultivo por cinco dias, sendo o meio de cultivo trocado no terceiro dia. 

As colônias formadas foram processadas para a visualização em 

estereoscópio. O meio de cultivo foi retirado, e as células foram lavadas 

cuidadosamente duas vezes com PBS. As colônias foram fixadas com metanol, 

e depois coradas com cristal violeta 0,5% por dez minutos. O excesso de corante 

foi removido com água destilada. As imagens das colônias foram analisadas e 

fotografadas em lupa Leica EZ4 Stereo (Leica – Alemanha). 

 

Influência do Paclitaxel no sistema lipossomal sobre a capacidade 
de migração e invasão celular 

Para determinar se células da linhagem A2780 sobreviventes ao 

tratamento com o LFCP PTX mantêm a capacidade de proliferar e de formarem 
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colônias foram realizados dois ensaios de migração celular. O teste wound 

healing, um teste de migração celular bidimensional e o teste de medição em 

tempo real com base na impedância celular, além da expressão de genes da 

família TGF-β, conhecidos por estarem envolvidos vias na migração celular. 

 

 
Teste de Migração celular pelo método Wound Healing 

Para o estudo da migração celular bidimensional células da linhagem 

A2780, 2×105 células/poço foram colocadas em placas de 12 poços e incubadas 

a 37 °C por 24 horas. Em seguida, foi feito um risco no fundo dos poços com a 

ponta de uma pipeta de 10 µL, e adicionado os tratamentos: 1) PTX; 2) LFCP 

PTX; e 3) meio de cultivo (controle), todos com 1% SFB. Utilizou-se as 

concentrações obtidas de CI50 para cada tratamento. As placas foram incubadas 

a 37 °C por 24 h. Após esse período, os tratamentos foram retirados com o 

auxílio de uma pipeta e os poços foram lavados 1 vez com PBS 1X, em seguida 

colocou-se meio de cultivo RPMI 1640 com somente 1% de SFB e as células 

foram incubadas por mais 24 h. Foram obtidas imagens ao longo do risco nos 

poços de cada grupo com o microscópio EVOS FL em contraste de fase nos 3 

tempos analisados (tempo 0 – no momento em que foi feito o risco, tempo 1 após 

24 h de tratamento, e tempo 3 – 24 h após a retirada do tratamento). As áreas 

foram mensuradas usando o plugin MRI Wound Healing Tool para a o software 

Image J 1.45 (National Institutes of Health, Bethesda, EUA). E o percentual de 

cicatrização foi calculado de acordo com a seguinte equação: 

 

% de cicatrização =     Área do risco x 100/Área do risco no tempo 0 

 

 

Teste de Migração celular medido em tempo real com base na 

impedância celular  

Para medição da migração e invasão de células em tempo real utilizou-se 

o sistema de xCELLigence RTCA DP (Roche Diagnostics, Mannheim, 

Alemanha). Para tal, utilizou-se uma placa CIM16, formada por um acoplamento 
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de duas câmaras, separadas por uma membrana porosa. A migração celular é 

medida diretamente através dos poros da câmara superior para a superfície 

inferior da membrana, nesta estão ligados os eletrodos. O SFB foi utilizado como 

um atrativo para que as células passassem de uma câmara para a outra. 

Portanto, houve adição de 10 % de SFB somente na câmara inferior. 

Células A2780 foram semeadas em concentração de 6x104
 células/poço 

em placas de 12 poços. Após 24 horas, as células foram tratadas LFCP PTX (na 

concentração de CI50) ou não (grupo controle). Após 24 horas de tratamento, as 

células foram lavadas com PBS 1x, tripsinizadas, centrifugadas e ressuspensas 

com meio de cultivo sem SFB. Em seguida as mesmas foram contadas 

utilizando-se a câmara de Neubauer e foi retirado o volume suficiente para 3x104 

de células por poço. Para este ensaio utilizou-se o protocolo do fabricante 

xCELLigence® Real-Time Cell Analysis - CIM Protocol (ACEA Biosciences, Inc.). 

As células foram deixadas no equipamento por 72 h. Os dados foram analisados 

utilizando-se o software GraphPad Prism 7.0. 

 

Avaliação por qRTPCR da expressão de genes envolvidos na 

migração celular  

Células da linhagem A2780 foram plaqueadas na concentração 1,0 x 105 

células/poço em placa de 12 poços e tratadas ou não com LFCP PTX. Após 24 

horas, as células foram lavadas uma vez com PBS, ressuspensas e plaqueadas 

na câmara superior de uma placa Traswell (membrana 8 μm) de 24 poços 

(Corning) com meio de cultura sem SFB, e na câmara inferior foi colocado meio 

com 10 % de SFB. Após 48 horas, as células foram coletadas para a extração 

do RNA. O RNA total foi extraído usando o Illustra RNAspin Mini Kit (GE 

Healthcare) de acordo com as instruções do fabricante e quantificado com 

NanoDrop2000 (ThermoFisher Scientific).  

A integridade do mRNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose a 

1% corado com 0,5 μgml-1 de brometo de etídio. O cDNA foi obtido com o kit de 

alta capacidade de RNA para cDNA ™ (Applied Biosystems, CA, EUA), de 

acordo com as instruções do fabricante. As reações de amplificação foram 

realizadas com o Master Mix rápido avançado TaqMan™ (Applied Biosystems) 

em um sistema de PCR em tempo real StepOne™ (Applied Biosystems).  
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As reações de amplificação de 10 μl foram realizadas em placas de matriz 

Taqman ™ personalizadas de 96 poços (Thermofisher - Custom/Flexible 

TaqMan™ Array Plates - TAP) e consistiam em 5 μl do TaqMan ™ Fast 

Advanced Master Mix, 1 μl do cDNA e 4 μl de água livre de nucleases. Os genes 

analisados foram: ZEB1 (zinc finger E-box binding homeobox 1), TWIST1 (twist 

family bHLH transcription factor 1), VIM (vimetin), NOTCH1 (notch 1), CDH1 

(cadhetin 1), CDH2 (cadherin 2), TGF-β1 (transforming growth factor beta 1), 

TGF-β2 (transforming growth factor beta 2), TGF-β3 (transforming growth factor 

beta 3), SNAI1 (snail family transcriptional repressor 1), LAMA5 (laminin subunit 

alpha 5), BACH1 (BTB domain and CNC homolog 1). Programa de amplificação: 

uma etapa inicial de desnaturação a 95 ° C por 20 s, seguida por 40 ciclos de 95 

°C por 3 minutos e 60 °C por 20 s.  

A quantificação relativa foi alcançada pelo método 2-ΔΔct, usando os 

valores médios de 4 controles endógenos (18S, GUSB, ACTB e PGK1). Os 

dados foram expressos como média ± DP e analisados com o GraphPad Prism 

versão 7.0. As comparações foram feitas por ANOVA com o teste post-oct de 

Tukey. 

 

Testes in vivo 

Modificação celular com luciferase 

Para rastreamento da migração e proliferação das células A2780 

implantadas em camundongos Balb/c nude, foi feita a transdução lentiviral 

conjugada de luciferase e GFP (proteína fluorescente verde) (Firefly luciferase + 

eGFP Lentifect™ Lentiviral Particles - GeneCopoeia™). 

Para esse ensaio, células A2780 foram cultivadas em duas garrafas de 25 

cm2 com 2 mL de meio de cultivo RPMI-1640 completo. Sendo que uma foi 

utilizada como controle negativo (ausência de lentivírus) e outra sendo o grupo 

de transdução (positivo para lentivírus). As duas receberam o tratamento com 2 

μL do agente de transdução polybrene (Sigma-Aldrich®), e somente na última 

foram adicionados 100 μL da solução lentiviral conjugada. 

Após três dias adicionou-se puromicina (Gibco®) na concentração de 0,8 

μg/mL em ambos os grupos, para selecionar as células que foram invadidas pelo 

lentivírus (população de interesse). Estas células foram mantidas em cultivo até 
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atingirem um nível de 80% de confluência, e em seguida foram criopreservadas 

para posteriormente serem subcultivadas. 

 

Delineamento do Procedimento Experimental 

 

 

Figura 5: Delineamento Experimental. Riscos pretos indicam início e fim do experimento; Riscos 
verdes indicam os dias de tratamento intravenoso; Riscos vermelhos indicam os dias das 
análises. 

 

Modelo animal  

Neste estudo foram utilizados 28 camundongos fêmeas da linhagem 

BALB/c nude, com 12 semanas de idade, pesando aproximadamente 20 g; esses 

animais foram adquiridos do biotério da Universidade de Católica Brasília – UCB. 

Todos eles foram mantidos no alojamento de animais do Instituto de Ciências 

Biológicas da Universidade de Brasília – UnB. A acomodação deles ocorreu em 

fotoperíodo de igual duração do dia e da noite, com temperatura controlada, 23 

ºC, filtragem de ar nas caixas e livre acesso à água e à ração, conforme guia de 

cuidados e utilização de animais de laboratório. Os experimentos realizados 

neste estudo foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso Animal (CEUA) 

do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade de Brasília, UnB Doc nº 

UnBDoC60/2017, ver Anexo 1). 

 

  Avaliação do crescimento tumoral 

Para acompanhar o crescimento tumoral e melhor visualizar 

macroscopicamente as metástases, de modo a estabelecer o delineamento 

experimental para avaliar in vivo a atividade antitumoral LFCP –PTX, foram 

utilizados 12 animais. 
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Os animais foram divididos em quatro grupos, conforme mostrado na  

Tabela 1. Cada animal recebeu inoculação intraperitoneal de 100 µL contendo 

106 de células A2780-luc, (dia 0). Os animais foram observados no equipamento 

IVIS® Lumina XR para a análise do crescimento tumoral e eutanasiados em 

diferentes tempos (dias: 1, 7, 14, 21 e 28). 

 

Tabela 1: Grupos de animais utilizados no teste de Padronização do modelo tumoral. 

Grupos 
Número de 

animais 
Volume 

Inoculado (µL) 
Eutanásia 

(dias) 

1 3 100 7 

2 3 100 14 

3 3 100 21 

4 3 100 28 

  

 

Avaliação da atividade antitumoral por meio de bioluminescência 

Esta etapa do estudo consistiu na avaliação da atividade do LFCP -PTX 

sobre os tumores peritoneais. Para tal foram utilizados 16 animais, sendo que 12 

deles receberam intraperitonealmente 100 µL de meio contendo 106 células 

A2780-luc (dia 0), quatro animais não tiveram células tumorais inoculadas, 

constituindo assim o grupo controle negativo. 

 Após três semanas de inoculação das células A2780, os animais com 

tumor (Tabela 2) receberam a administração intravenosa do fármaco ou do LFCP 

PTX. Outros quatro animais com tumor não receberam tratamento algum, 

constituindo assim o controle positivo (Tabela 2).  

 

Tabela 2: Grupos experimentais 

Grupos 
Dose 

(mg/kg) 

Volume 
Injetado 

(µL) 
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Animais sem tumor - - 

Animais com tumor sem tratamento - - 

Animais com tumor e tratados com PTX livre 3,0 100 

Animais com tumor e tratados com LFCP-PTX 3,0 100 

 

 

As imagens foram adquiridas com intervalo de 7 dias, no equipamento 

IVIS® Lumina Serie III (PerkinElmer Inc.) após a administração via intraperitoneal 

de 100 µL de D-luciferina (Sigma) na concentração de 150 mg/kg, e mantendo 

os animais anestesiados com 2% isoflurano sob oxigênio na câmara de imagem. 

Para imagens de bioluminescência das células A2780-luc foi feito o ajuste do 

filtro de emissão aberto, e as imagens foram coletadas com 60 segundos de 

exposição, por um período de 20 minutos. Os dados foram coletados pelo 

programa Living Image 3.0 (Caliper Life Sciences, Alameda, CA). Os animais 

foram pesados semanalmente e os dados foram comparados entre os grupos. 

No 45º dia após a inoculação das células tumorais os animais tiveram o 

sangue coletado, por punção cardíaca para ensaios hematológicos e bioquímico. 

Depois disso, foi realizado o procedimento de eutanásia por meio de dose letal 

de Propofol, 60 mg/Kg. 

 Em seguida, os camundongos foram colocados sobre um campo 

operatório e utilizando-se um bisturi, foi realizada a incisão frontal, reta, para a 

retirada e coleta dos órgãos: pulmão, fígado e baço. Estes foram observados 

quanto a largura, comprimento e espessura. 

 

Análise Hematológica e Bioquímica 

As amostras de sangue coletadas foram avaliadas no hematímetro 

(LabTest, Brasil), a fim de verificar as possíveis alterações hematológicas 

causadas pelo tratamento. Para isso, 300 µL de sangue foram colocados em um 

tubo para leitura no equipamento e analisado pelos seguintes parâmetros: 

hemoglobina (HGB), hematócrito total (HCT), eritrograma (RBC), leucograma 
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(WBC), plaquetograma (PLT) contagem total e diferencial de linfócitos (WBC). 

Para contagem diferencial de leucócitos foi avaliado: percentual de células 

brancas pequenas (linfócitos - W-SCR), percentual de células brancas grandes 

(monócitos/ basófilos/eosinófilos - W-LCR) e porcentagem contagem de grandes 

(neutrófilos - WLCR). 

Para a análise bioquímica parte do sangue foi colocado em tubos com gel 

separador para obtenção do soro e armazenado a -20 ºC até o momento da 

análise. O soro foi utilizado para verificar os níveis de concentração das enzimas 

alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase 

alcalina, lactato desidrogenase (LDH), além dos níveis de creatinina K e ureia. 

As análises foram executadas no analisador automático ChemWell T, LabTest, 

Brasil) conforme as orientações do fabricante.  

 

Análise Estatística 

Os resultados foram analisados pelo software Graphpad Prism 7.0 tendo 

a diferença significativa considerada com 5 %, p<0,05. A análise dos dados foi 

apresentada por gráficos também desenvolvidos pelo software. Cada dado foi 

analisado de acordo com a sua necessidade estatística. Assim, os testes foram 

analisados da seguinte forma: 

 para os ensaios in vitro, foi utilizado o teste “One-Way ANOVA”, com pós-teste 

de Bonferroni. 

 para os ensaios in vivo foram realizados os testes “One-Way ANOVA”, com pós-

teste de Bonferroni, e teste T não pareado. 
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RESULTADOS 

Testes in vitro 

 

Caracterização do Nanossistema lipossomal 

O diâmetro hidrodinâmico dos lipossomas encontrado foi de 208 nm. O 

valor do potencial zeta (- 5,18 mV) conferindo próximo a neutralidade pela 

presença de fosfolípides derivados do PEG na superfície dos lipossomas. O 

diâmetro das vesículas carregadas com o fármaco PTX foi semelhante ao das 

vesículas sem fármaco (brancas). Esses dados foram os mesmos obtidos no 

relatório de preparo dos lipossomas pelo grupo de pesquisa Dra Mônica de 

Oliveira (Franco et al., 2019). 

Os lipossomas possuem morfologia com formato arredondado, 

monomodais, homogêneos. Foi possível determinar pela técnica de contraste 

negativo que as lamelas (bicamadas) dos lipossomas se apresentam em mais 

de seis bicamadas (Figura 6). 
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Figura 6: Análise morfológica do LFCP pela Microscopia eletrônica de transmissão (MET). 
Formato esférico, monodispersos, homogêneos e tamanho de aproximadamente 180 nm. 
*lamelas, bicamadas do LFCP. 

 

Determinação de Viabilidade Celular 

Como mostrado na Tabela 3, o LFCP PTX apresentou CI50 igual a 19.51 

± 6.1 ng/mL sobre o crescimento de células da linhagem A2780, enquanto que 

o PTX mostrou CI50 de 24,69 ± 5,25 ng/mL. Anteriormente, foi feito um teste 

piloto de tratamento das células com o lipossoma sem o fármaco PTX, e este 

tratamento indicou que não houve citotoxicidade relacionada ao lipossoma. 

Nos testes subsequentes utilizaram-se os fármacos em concentrações 

nos valores de CI50 determinados nesta etapa. 

 

 

Tabela 3: Valores de CI50 da linhagem A2780 tratada com o fármaco livre e na forma 
lipossomal por 24 horas. 
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A2780 CI50 (ng . mL-1) 

LFCP PTX 19,51 ± 6,1 

PTX 24,69 ± 5,25 

 

Avaliação do tipo de morte celular por citometria de fluxo 

Para analisar o perfil de morte celular induzido pelos LFCP PTX, células 

da linhagem A2780 tratadas com fármacos em concentrações nos valores de 

CI50 por 24 horas e após esse período foram marcadas com Anexina-V e 7AAD. 

É possível notar que a exposição das células A2780 ao fármaco na forma 

lipossomal, LFCP PTX, apresentou aumento significativo (22,1 %) na quantidade 

de células marcadas com Anexina (Q3) (p < 0,0001) (Figura 7), indicando um 

perfil de morte celular por apoptose (Figura 8). 

 

Figura 7:Dot plot da avaliação do tipo de morte celular em células tumorais de ovário A2780, 
após o tratamento com LFCP PTX e PTX. As células foram marcadas com Anexina-V e 7-AAD. 
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Figura 8: Porcentagem de células A2780 nos diferentes quadrantes analisados, após o 
tratamento com LFCP PTX. As células foram marcadas com Anexina-V e 7-AAD.  Quadrante 
inferior esquerdo (Q4) corresponde às células viáveis, quadrante inferior direito às células em 
apoptose inicial (Q3), o superior direito as células em apoptose tardia (Q2) e o superior esquerdo 
às células necróticas (Q1). Os dados de porcentagem de crescimento de colônias são 
apresentados como a média ± desvio padrão (* p < 0,05) (a) vs. controle negativo, (b) vs. LFCP 
PTX. 

 

Análise da capacidade de formação de colônias 

Esta análise foi realizada com o intuito de avaliar a recuperação celular, 

ou seja, se as células sobreviventes ao tratamento com o LFCP PTX mantêm a 

capacidade de proliferar e de formarem colônias. 

 

 

Figura 9: Imagem das colônias coradas com cristal violeta. As células A2780 foram tratadas com 
os valores de CI50 do fármaco livre e LFCP PTX por 24 horas. Após esse tempo, 2000 células 
que sobreviveram ao tratamento foram plaqueadas em placas de 6 poços e cultivadas por 5 dias. 
As imagens foram obtidas em lupa Leica EZ4 Stereo. 

 

Na Figura 9 é possível observar que as células que não receberam 
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tratamento (controle negativo) proliferaram e formaram colônias de diversos 

tamanhos, sendo que em alguns casos não foi possível diferenciar os limites das 

colônias. O tratamento com o PTX livre induziu um padrão de crescimento das 

colônias semelhante ao do controle negativo. A porcentagem de colônias do 

controle negativo e do tratamento com o PTX (100 %) foram estatisticamente 

diferentes quando comparados à porcentagem de colônias do grupo tratado com 

o LFCP PTX (4,46 % ± 0,5), (p < 0,001) (Figura 10). 

 

 

Figura 10: Efeito do tratamento com o PTX e os LFCP PTX na capacidade das células A2780 de 
formarem colônias. Os dados de porcentagem de crescimento de colônias são apresentados 
como a média ± desvio padrão de três poços em relação ao grupo controle negativo (**** p < 
0,001). 

 

Avaliação da capacidade de migração celular pelo método Wound 
Healing 

O presente estudo também investigou se o tratamento com o fármaco na 

forma lipossomal, LFCP PTX, poderia inibir a capacidade migratória das células 

A2780 usando a detecção de migração pelo método de Wound Healing. A 

porcentagem de migração das células tratadas está representada na Figura 11. 

Após 24 horas de tratamento, as células tratadas tanto com o PTX quanto com 

o LFCP PTX apresentaram uma menor capacidade de migração, em 

comparação com o grupo controle negativo (p < 0,01). Em seguida, na avaliação 

pós tratamento, foi visto que o grupo tratado com o LFCP PTX manteve a inibição 

da migração em comparação com o controle negativo (p < 0,01), o que não pode 
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ser observado com o grupo tratado com o PTX.  
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Figura 11: O teste de Wound Healing mostra a migração celular da linhagem A2780 após o 
tratamento por 24 horas, em contato com os tratamentos PTX ou LFCP PTX (Tratamento), e 
após 24 horas da retirada do tratamento com PTX ou LFCP PTX (pós Tratamento) com os valores 
de CI50 do fármaco livre e do fármaco na forma lipossomal. Os dados são apresentados como 
a média ± desvio padrão de três poços (a) vs. Controle negativo, (b) vs. PTX (* p < 0,05; ** p < 
0,01). 

 
 

Análise da migração celular 3D 

O dispositivo xCELLigence registrou as informações migratórias das 

células A2780 por 72 horas. Esse dispositivo é composto por duas câmaras 

(superior e inferior) integradas eletronicamente e avaliam tem tempo real os 

dados quantitativos da cinética de migração quando as células se movem da 

câmara superior para a inferior. 

O índice celular representa a capacidade de migração das células A2780 
antes e após o tratamento com os fármacos (Figura 12
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Figura 12). A habilidade de migração das células do grupo tratado com 

LFCP PTX foi reduzida em relação ao grupo controle (p < 0,001), mantendo o 

índice celular em torno de zero por todo o experimento.  
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Figura 12: O sistema xCELLigence RTCA DP registrou e coletou dados de migração de células 
A2780 a cada 1 hora por 72 horas, após o tratamento com o fármaco na forma lipossomal. As 
diferenças nos índices de células entre os grupos tratados com o lipossoma e controle foram 
significativas. Os dados são apresentados como a média ± desvio padrão de três poços **** p < 
0,001). 

 
 

LFCP PTX diminui a expressão de ZEB1 e TGF-β2  

Com a finalidade de entender as modificações ocorridas nas vias 
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relacionadas à migração das células de câncer de ovário, foi feita a análise da 

expressão dos genes relacionados à migração. Para análise dos dados, foi 

utilizado o método ΔΔC. Um valor de p ≤ 0,05 foi considerado estatisticamente 

significativo nos genes. Os dados são apresentados como níveis de expressão 

de mRNA na Figura 13. Considerando os resultados, houve diminuição da 

expressão de dois genes (ZEB1 e TGF-β2) e aumento da expressão de um gene 

(TGF-β1). Os níveis de expressão de todos os outros genes estudados (TWIST1, 

VIM, NOTCH1, CDH1, CDH2, TGF-β3, SNAI1, LAMA5, BACH1) não diferiram 

do controle (dados não mostrados). 
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Figura 13: A expressão de ZEB1,TGF-β1 e TGF-β2, em A2780 sem tratamento e após 
tratamento com LFCP PTX. Analisado por qRT-PCR. Os dados foram normalizados pelo método 
ΔΔCt, utilizando como housekeeping a b-actina. Os dados são apresentados como média ± DP. 
Três experimentos independentes, n = 3, cada amostra foi medida 3 vezes. 

 

Testes in vivo 

 

Padronização do modelo pré-clínico de tumor de ovário metastático 

Para a avaliação da presença e tamanho dos nódulos peritoneais (Tabela 

4), os animais foram eutanasiados com 7, 14, 21 e 28 dias após a inoculação 

das células A2780. Com isso, foi determinado que o melhor tempo para se iniciar 
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o tratamento seria o de 21 dias após a inoculação das células tumorais, devido 

ao fato de que houve a presença de nódulos característicos e delimitados 

somente na região peritoneal, não havendo presença de células em outros 

órgãos (Figura 14). 

 

 

 

 

 

Tabela 4: Ensaio de padronização do modelo tumoral. Escolha do tempo de 3 semanas após a 
inoculação das células tumorais devido à presença de metástases macroscópicas. 

 

Grupos 

(n = 3) 

Eutanásia 

(dias) 

Presença de metástases 

macroscópicas 

1 7 - 

2 14 - 

3 21 + 

4 28 + 
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Figura 14: Imagem dos animais após 21 dias de inoculação das células tumorais A2780-luc. 
Localização da bioluminescência das células A2780-luc nos animais (a-d), indicando o 
desenvolvimento da carcinomatose peritoneal de ovário. Animais com exposição do peritônio (e-
f). Órgãos excisados mostrando a presença de células A2780-luc contidas somente no peritônio 
(g, h). 

 

Avaliação da Atividade Antitumoral através da bioluminescência. 

A bioluminescência indica a presença de células tumorais em uma 

determinada região, devido à reação de oxidação da luciferina catalisada pela 

luciferase na linhagem celular A2780-luc e a luciferina que foi inoculada 

intraperitonealmente, esta reação permite quantificar a intensidade da 

bioluminescência, e com isso mensurar as células vivas na região estabelecida 

(Figura 15). 

A radiância da bioluminescência foi medida quatro vezes em todos os 

grupos. Assim, foi possível observar que no 5º dia após o início do tratamento 

(T5) não houve diferença na bioluminescência emitida pelos diferentes grupos. 

Já no 10º e no 15º dia após o tratamento (T10 e T15) é possível observar 

diferença entre os grupos tratados: PTX e LFCP PTX, p < 0,01 e p< 0,05, 

respectivamente, indicando que os animais tratados com LFCP PTX tiveram 

inibição na proliferação celular maior do que o grupo tratado com PTX.  
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Figura 15: Análise da bioluminescência das células viáveis A2780-luc na região abdominal em 
camundongos Balb/c nude portadores de carcinomatose peritoneal de ovário. Os grupos foram 
tratados com o fármaco livre PTX, e o lipossoma LFCP PTX. Os dados estão apresentados em 
porcentagem da média da radiância pelo tempo, e normalizados com a primeira medição. A 
diferença estatística está representada (* p < 0,05, ** p < 0,01; T10 = 10º dia do início do 
tratamento, T15 = 15º dia do início do tratamento). 

 
 

Diminuição da Toxicidade utilizando o LFCP PTX 

O hemograma dos animais foi avaliado no final do experimento (Figura 

16). O total de leucócitos diminuiu significativamente em animais tratados com 

LFCP PTX em comparação com animais com tumor sem tratamento, a contagem 

de leucócitos ficou mais próxima da apresentada pelos animais sadios. Em 

animais tratados com PTX a contagem de leucócitos não diferiu da apresentada 

pelo grupo tumoral sem tratamento. 

 Na avaliação da contagem de plaquetas, o grupo LFCP PTX se manteve 

mais próximo ao grupo sadio. E os grupos PTX e tumoral sem tratamento se 

diferiram estatisticamente do grupo sadio (p < 0,01 e p < 0,05 respectivamente). 

Não houve diferença estatística na contagem de hemácias e hemoglobina entre 

os grupos. 
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Figura 16: Hemograma no último dia do experimento. * p < 0,05. a - diferença estatística do 
grupo sadio; b – diferença estatística do grupo tumor sem tratamento; c – diferença estatística 
do grupo PTX; d – diferença estatística do grupo LFCP PTX. 

 
 

Sobre os parâmetros da diferenciação dos leucócitos, descritos na Tabela 

5, o  valor referente a porcentagem de linfócitos observa-se uma baixa para os 

animais do grupo de tratamento PTX (20,5%), comparando com todos os outros 

grupos (61,9%, 45,2% e 42,7 %, saudável, controle tumoral e LFCP PTX, 

respectivamente), sendo diferentes estatisticamente. Nos dados da contagem de 

monócitos, basófilos e eosinófilos foi visto um aumento na porcentagem para o 

grupo tratado com PTX (68,6 %), em comparação com os outros grupos (34,6%, 

50,9% e 53,0%). Na avaliação dos valores de neutrófilos, não foi observado 

diferença estatística na porcentagem entre os grupos. 

 

Tabela 5: Percentual da diferenciação das linhagens dos leucócitos: linfócitos; monócitos, 
basófilos, eosinófilos; neutrófilos. Diferença estatística significativa, p≤ 0,05; n = 5 animais por 
grupo. Dados em porcentagem e desvio padrão. 

  Leucócitos (%) 
 
 

Grupos Linfócitos 
Monócitos 
Basófilos 
Eosinófilos 

Neutrófilos 

Animais sem tumor 61,9 ± 4,5***c 34,6 ± 2,5***c 6,6 ± 2,7 
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Animais c/ tumor sem tratamento 
 

45,2 ± 12,4**c 50,9 ± 12,9**c 4,7 ± 1,6 

Animais c/tumor tratados com PTX 20,5 ± 10,3 77,0 ± 10,7 3,6 ± 1,0 

Animais c/ tumor tratados com LFCP-
PTX 

42,7 ± 8,0*c 53,0 ± 9,2*c 2,7 ± 1,1 

Os dados estão expressos como média ± desvio padrão. A letra sobrescrita indica diferenças 

significativas detectadas entre o grupo PTX. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. 

 

A partir dos dados de peso do animal, foi obtida a variação do peso 

corporal (Figura 17). No 21º dia, os animais com tumor tratados com LFCP PTX 

mostram peso menor do que os tratados com PTX livre e dos com tumor sem 

tratamento p < 0,05). 
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Figura 17: Variação do peso corporal dos animais (%). Análise em média ± SEM. *T21 – diferença 
estatística encontrada entre os grupos PTX e LFCP PTX no 21º dia de análise. 

 

Após a eutanásia, também foi avaliado o peso relativo dos órgãos (fígado, 

pulmão e baço) (Figura 18). Observou-se que somente o tratamento com PTX 

aumentou o peso do fígado e do pulmão quando comparado ao grupo sem 

tumor. 
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Figura 18: Peso relativo dos órgãos  dos camundongos Balb/c nude com carcinomatose 
peritoneal de ovário. Diferença estatística representada (* p <0.05; T21 = 21o dia do início do 
tratamento; * p <0.05, ** p<0.01, *** p<0.001). 
 

 Na avaliação das análises bioquímicas a partir do soro sanguíneo, não foi 

observada diferença entre os grupos nos níveis de concentração das enzimas 

alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase 

alcalina, lactato desidrogenase (LDH), creatinina e na concentração de ureia.  
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DISCUSSÃO 

O câncer de ovário ocupa a quarta posição em incidência e a terceira 

posição em letalidade no mundo entre mulheres (Devita Lawrence, Rosenberg, 

2011; INCA, 2019; Ferlay et al., 2019). O câncer epitelial de ovário é o mais 

frequente, com 90% de prevalência entre os tumores ovarianos. A sobrevida está 

diretamente relacionada com o estágio em que a doença se encontra no 

momento do diagnóstico, sendo de 80-90% quando o diagnóstico é feito nos 

estágios iniciais, e reduzindo para 25% quando o diagnóstico é feito nos estágios 

avançados e com metástase (Groen, Gershenson, Fader, 2015; Febbraro et al., 

2015; INCA 2019). 

O câncer de ovário é uma enfermidade complexa, caracterizada por um 

alto grau de proliferação e metástase, que ocorre principalmente na região 

peritoneal (Groen, Gershenson, Fader, 2015; Febbraro et al., 2015). Isso se dá 

em maior parte ao diagnóstico tardio, no momento em que as pacientes já estão 

com carcinomatose peritoneal. Apesar dos esforços para se desenvolver uma 

estratégia efetiva no tratamento do câncer de ovário metastático, a sobrevida 

global ainda se mantém em aproximadamente 30 % (Goff et al., 2000; Smith et 

al., 2005). 

O tratamento da carcinomatose peritoneal de ovário tem como finalidade 

reduzir a quantidade de células tumorais na região peritoneal, contribuindo para 

a sobrevida global livre da doença, e/ou melhorar a qualidade de vida de 

pacientes (Rueth et al., 2011; Michelle et al., 2013; Shen et al., 2013). Por ser 

considerada uma doença quimiossensível, a quimioterapia é muito importante 

quando se analisa o tratamento sistêmico (Du Bois et al., 2010; Bukowska; 

Galek; Marczak, 2015). 

O PTX é um quimioterápico que possui atividade antineoplásica e é 

utilizado como fármaco de primeira linha no tratamento do câncer de ovário 

metastático e da carcinomatose peritoneal (Jauhari et al., 2009). Porém, existem 

algumas dificuldades na utilização desse fármaco como: sua natureza 

hidrofóbica, baixa biodisponibilidade, alta metabolização hepática e estar 

associado ao mecanismo de resistência a múltiplas drogas (MDR) (Kampan et 

al., 2015; Tew, 2016; Alves et al., 2018). Além disso, em 80% das pacientes que 

apresentam alta taxa de resposta ao tratamento de primeira linha ocorre recidiva 

da doença entre 3 e 5 anos, necessitando assim de uma nova abordagem 
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terapêutica (Bruchim; Jarchowsky-Dolberg; Fishman, 2013; Cheng et al., 2018; 

Alves et al., 2018).  

Alguns estudos foram realizados para desenvolver nanosistemas 

eficientes de administração de fármacos para quimioterapia no câncer de ovário 

metastáticos, sendo que muitos foram produzidos para administrar fármacos, 

como o PTX (Micha et al., 2006; Fader & Rose, 2009; Wicki A, et al., 2015; Cheng 

et al., 2018; Zhao, 2018), sendo o sistema lipossomal um dos mais estudados 

(Franco et al., 2018; Caracciolo et al., 2018; Bhowmik et al., 2018; Tang et al., 

2019; Khayrani et al., 2019). Acredita-se que utilização do PTX em um sistema 

lipossomal possa trazer resultados bastante promissores para a melhoria da 

eficácia antitumoral contra câncer de ovário. 

Por isso, neste trabalho, avaliou-se a citotoxicidade, os efeitos 

antitumorais e a toxicidade in vivo de um nanocarreador lipossomal (LFCP) 

contendo PTX em um modelo experimental de câncer de ovário metastático, bem 

como da carcinomatose peritoneal de ovário. Os resultados mostram que a 

concentração de PTX contida no nanossistema necessária para eliminar 50% 

das células de uma população da linhagem A2780 é menor do que quando o 

PTX está livre, mostrando que o nanocarreador LFCP aumenta o efeito citotóxico 

do PTX. Estes resultados também estão correlacionados com a redução da 

viabilidade celular e da formação de colônias no teste de recuperação por 5 dias, 

após 24 horas de tratamento, onde foi visto que as células tratadas com LFCP 

PTX não foram capazes de proliferar. Diferentemente do que foi visto no 

tratamento com o PTX livre, em que as células rapidamente retornam à condição 

inicial e foram capazes de formar colônias.  

A capacidade de as células formarem colônias após tratamento com PTX 

também foi mostrada por Gamarra-Luques e colaboradores em 2012. Os autores 

demonstraram que células OV2008, IGROV-1 e SK-OV-3 (linhagens tumorais de 

ovário) tratadas com cisplatina e PTX livre, permaneceram viáveis 21 dias para 

serem avaliadas no ensaio clonogênico; a terapia com o PTX e/ou a cisplatina 

não diminuiu a proliferação celular. De acordo com Gamarra-Luques e 

colaboradores (2012) a sobrevivência das células após o tratamento com 

quimioterápicos pode ser considerada uma falha terapêutica, sendo constatada 

em um teste in vitro relativamente simples. Neste as células remanescentes são 

escassas, porém preocupantes, e como ocorre normalmente na clínica com as 
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pacientes que se submetem ao tratamento de primeira linha, as células são 

capazes de sobreviver e proliferar, e em muitos casos com capacidades 

superiores às células nunca tratadas (Gamarra-Luques et al., 2012). 

Os resultados deste estudo corroboram os demonstrados por Franco e 

colaboradores (2019) que ao avaliarem a capacidade de formação de colônias e 

a taxa de proliferação de células da linhagem MCF-7 (linhagem celular de câncer 

de mama) mostraram que quando essas células eram previamente expostas ao 

LFCP PTX mostravam capacidade de formação de colônias reduzida, já as 

células tratadas com o PTX livre foram capazes de formar colônias (Franco et 

al., 2019). Isso mostra que em diferentes tipos celulares o LFCP desempenha 

papel importante na disponibilização o PTX para a célula tumoral impedindo que 

essas sejam capazes de proliferar, ou seja, sem a falha terapêutica que é 

possível observar no tratamento somente com o PTX.  

Foi possível observar também neste estudo, que o tratamento com LFCP 

PTX reduziu significativamente a capacidade de migração celular, avaliada por 

72 horas. Indicando que o LFCP PTX foi capaz de inibir a migração celular das 

células de linhagem ovariana durante e após o tratamento, tanto no ensaio 

bidimensional, quanto no ensaio tridimensional. É importante ressaltar que, no 

tratamento das células A2780 somente com o PTX, após a remoção do fármaco 

não foi possível observar o efeito antimigratório continuado, ou seja, as células 

voltaram a ter a capacidade de migrar. 

Como citado anteriormente, a metástase é o principal problema 

relacionado ao câncer, 90% das mortes são causadas pela metástase 

(Weinberg, 2013). No câncer de ovário epitelial, a metástase leva ao 

aparecimento da carcinomatose peritoneal, que está associada ao mau 

prognóstico da doença (Goodman et al., 2016). Assim, a capacidade de 

migração pelas células epiteliais tumorais é o fator inicial para que ocorra a 

implantação metastática (Kramer et al., 2013), por isso neste estudo também foi 

avaliado se o PTX em um sistema lipossomal reverteria essa capacidade 

migratória das células da linhagem A2780. Os resultados mostraram que o 

tratamento com LFCP PTX reduziu significativamente a capacidade de migração 

das células tumorais, avaliada por 72 horas, durante e após o tratamento, tanto 

no ensaio bidimensional, quanto no ensaio tridimensional. É importante ressaltar 

que, nas células A2780 tratadas com o PTX livre, não foi possível observar o 
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efeito antimigratório continuado, ou seja, as células voltaram a ter a capacidade 

de migrar, após a remoção do fármaco. 

Os resultados deste estudo corroboram os observados no estudo 

conduzido por Franco e colaboradores (2019). Nele os autores mostram que as 

células MDA-MB-213 e MCF-7 (linhagens tumorais de mama) tratadas com o 

LFCP PTX também apresentaram redução significativa na porcentagem de 

migração celular em comparação ao grupo controle, para ambas as linhagens 

celulares (Franco et al., 2019). Evidenciando assim a importância do 

nanocarreador LFCP com o PTX. 

A aquisição da capacidade de migração pelas células epiteliais envolve 

alteração da sua morfologia para um formato fibroblastoide, para tal deve ocorrer 

perda da expressão dos marcadores epiteliais e ganho da expressão dos 

marcadores mesenquimais. Essa conversão fenotípica é um dos eventos que 

permitem que células epiteliais possam a partir de tumores primários migrar e 

gerar metástases em tecidos ou órgãos distantes. Um dos mecanismos 

moleculares envolvido nesse processo inclui vias de sinalização mediadas por 

membros da família TGF-β (Derynck e Akhurst, 2007; Pardali e Moustakas, 

2007; Gao et al, 2014; Ricciardelli et al., 2015). Levando isso em consideração, 

neste estudo avaliou-se a expressão de moléculas envolvidas na TEM via 

sinalização citoplasmática ativada por TGF-β. Os resultados mostram que o 

tratamento com o LFCP PTX diminui a expressão dos genes TGF-β2 e ZEB1 e 

aumento do TGF-β1.  

Com base nesses dados acredita-se que a inibição da migração celular 

após o tratamento com o LFCP PTX observada neste estudo possa estar 

relacionada à diminuição da expressão dos genes TGF-β2 () e ZEB1. Essa 

modificação na expressão de TGF-β no desenvolvimento e metástase do câncer 

se assemelha à sinalização fisiológica durante o desenvolvimento embrionário, 

em que a TEM (transição epitélio-mesenquimal) gera e forma novos tecidos 

(Muthusamy et al., 2015; Tan et al., 2015). Essa via participa do processo de 

patogênese de muitos tipos de cânceres, contribuindo para induzir a proliferação, 

a migração, a invasividade e a sobrevivência das células tumorais (Fink et al., 

2001; Hagimoto et al., 2002; Massague, 2012). Além de que, a literatura mostra 

que o TGF-β desempenha um papel na progressão do câncer de ovário epitelial 

por ser superexpresso no tecido tumoral e no fluido peritoneal de pacientes com 
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câncer de ovário (Dunfield & Nachtigal 2003). 

Wang e colaboradores (2014) avaliaram a expressão do gene TGF-β2 

após o aumento na quantidade da proteinase PCSK6, na linhagem celular KGN 

(linhagem tumoral de ovário). Esta proteinase possui papel fundamental na 

promoção da progressão de alguns tumores para um estágio mais agressivo, 

inclusive o câncer de ovário. Além disso, Wang e colaboradores (2014) 

observaram também que a diminuição na quantidade de TGF-β2 pode estar 

relacionada com a promoção de apoptose (Wang et al., 2014). 

Liu e colaboradores (2015) observaram que o aumento na proliferação e 

crescimento tumoral do câncer de ovário em camundongos nude está associado 

ao aumento na expressão de TGF-β2 (Liu et al., 2015). Particularmente no 

câncer de ovário, o TGF-β2 contribui para a progressão do tumor, pois está 

envolvido na TEM ao promover a perda de contato célula-célula e estimular tanto 

a migração quanto a invasão (Do et al., 2008). 

Entretanto, é importante ressaltar que, em um tumor o TGF-β é produzido 

e excretado por células mesenquimais presentes no estroma tumoral. Sendo 

assim, a expressão de TGF-β1 e 2 pelas células tumorais não tratadas pode 

evidenciar sinalizações autócrina e  parácrina. Se assim for, é plausível acreditar 

que a diminuição de ZEB1 poderia ser consequência da diminuição do TGF-β2, 

pois o ZEB1 é um dos fatores de transcrição ativados por via de sinalização 

mediada por TGF-β. Igualmente, o aumento de TGF-β1 poderia ter como 

consequência o aumento de ZEB1, mas isso não foi observado, provavelmente 

devido ao fato de que as células epiteliais tumorais ovarianas possam perder a 

capacidade de resposta aos sinais induzidos por TGF-β1 (Yeung et al., 2013). 

Yeung e colaboradores afirmaram que o TGF-β1 é um importante inibidor 

do crescimento de células epiteliais na superfície ovariana normal, e tem efeitos 

limitados nas células cancerosas do ovário, indicando que seu papel no 

crescimento do tumor é dependente de mutações genéticas das células tumorais 

e do microambiente do tumor (Yeung et al., 2013). Portanto, o aumento de TGF-

β1 observado neste estudo não está relacionado à atividade migratória 

previamente vista nas análises de migração bi e tridimensional. A TEM também 

é caracterizada pelo aumento da expressão de repressores transcricionais de 

CDH1, como ZEB1 e ZEB2, e consequente aumento da expressão de 

marcadores de células mesenquimais, como CDH2 e vimentina (Kong; Wang; 
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Sarkar, 2011). Nos resultados apresentados neste estudo, pode-se ver que 

houve regulação negativa do repressor transcricional ZEB 1. De acordo com 

Chen e colaboradores (2013), a diminuição na expressão de ZEB1 está 

associada à diminuição da capacidade de formação de colônias e migração 

celular nas linhagens de câncer de ovário, visto pelos pesquisadores nas 

linhagens SKOV-3 e H08910 (Chen et al., 2013). Da mesma forma, Sakata e 

colaboradores (2017) ao avaliaram se o silenciamento de ZEB1 levaria a 

reversão de potencial metastático e reversão de quimiorresistência, mostraram 

que o silenciamento de ZEB1 diminuiu significativamente a migração e invasão 

de células sensíveis a PTX e resistentes a PTX (Sakata et al., 2017).  

Diante disso, pode-se inferir que a diminuição da capacidade de formação 

de colônia e migração celular em linhagem A2780 encontrada neste estudo 

possa estar relacionada a regulação negativa de ZEB1 promovida pela 

diminuição de TGF-β2. Entretanto, deve-se considerar que o fator de transcrição 

ZEB1 é um repressor da expressão do gene da E-caderina (Prislei et al., 2015; 

Park et al., 2008), essencial para a aquisição do fenótipo mesenquimal. Assim 

era esperado que a diminuição de ZEB1 refletiria no aumento da expressão do 

gene CDH1, gene da E-caderina, e diminuição do gene CDH2, que codifica a N-

caderina, uma proteína de células mesenquimais. Porém, isso não foi 

observado, provavelmente, a diminuição da migração celular induzida pelo PTX 

em sistema lipossomal observada neste estudo possa ser também devido a 

outros fatores, como a interação do PTX com os microtúbulos. 

Outro processo importante na regulação da migração celular é a interação 

na dinâmica dos microtúbulos, presentes no citoesqueleto celular (Komlodi-

Pasztor, 2011; Čermák et al., 2020). O principal componente estrutural dos 

microtúbulos é a tubulina, proteína globular de ligação a GTP, e encontrada em 

todas as células eucarióticas (classificadas nas famílias α, β, γ, δ e ε). É sabido 

que moléculas estabilizadoras de microtúbulos, como é o caso do PTX, inibem 

a migração celular se ligando a β-tubulina no lúmen dos microtúbulos (Bouchet 

e Akhmanova, 2017; Field et al., 2017). Sendo assim, todo processo migratório 

requerer o bom funcionamento dos microtúbulos e, portanto, o PTX pode ter tido 

também como alvo da inibição da migração celular a β-tubulina. 

Em consonância com os resultados in vitro, o LFCP PTX também inibiu a 

proliferação de células tumorais na carcinomatose peritoneal de ovário in vivo 
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após o final de quatro doses do tratamento intravenoso, indicando que houve um 

aumento na atividade antitumoral usando a formulação LFCP PTX quando 

comparado com o tratamento com PTX. Nesse caso, é importante observar que 

o uso do nanocarreador também foi crucial para a administração e eficaz no 

controle da progressão da proliferação celular do PTX no tratamento intravenoso 

da carcinomatose peritoneal de ovário. 

De acordo com Khalifa e colaboradores (2019), o uso de um 

nanocarreador para a entrega de PTX representa um tratamento muito mais 

eficaz do que a utilização do fármaco livre na corrente sanguínea, pois o 

nanocarreador é capaz de direcionar com eficiência a entrega do PTX, melhorar 

a dispersibilidade devido à hidrofobicidade, melhorar seu perfil farmacocinético, 

evitar a rápida excreção do mesmo ao usar administração sistêmica, reduzir a 

toxicidade sistêmica e também aumentar o acúmulo de fármaco no tumor 

(Khalifa et al., 2019). 

É sabido que a ação combinada de várias vias de sinalização é 

responsável pelo início do processo de TEM (Colas et al., 2012; Teeuwssen & 

Fodde 2019). Como tal, os reguladores da TEM tornaram-se alvos atrativos para 

o desenvolvimento de terapias antimetastáticas, causando comprometimento da 

motilidade celular e consequentemente da migração e invasão. Portanto, ao 

analisar-se os resultados de migração celular no pós-tratamento com o LFCP 

PTX, juntamente com o resultado de formação de colônias na recuperação da 

proliferação, e atividade antitumoral in vivo, pode-se inferir que o lipossoma 

provavelmente está se acumulando no interior das células e promovendo uma 

liberação controlada de PTX, responsável não apenas pela atividade 

antiproliferativa e antitumoral, mas também pela inibição da atividade migratória 

após a remoção do fármaco. 

Lee e colaboradores (2007) estudaram os efeitos de uma formulação 

contendo PTX, TM SLN, em comparação com o Taxol®, um fármaco aprovado 

clinicamente, no tratamento de células OVCAR-3 e MCF-7 (câncer de ovário e 

mama, respectivamente). Os resultados mostraram que a formulação TM SLN 

tem um comportamento de liberação lenta e sustentada, e essa característica 

pôde ser observada na análise em que o TM SLN e o Taxol® apresentaram 

citotoxicidade semelhante, porém, somente 25% do PTX encapsulado 

apresentou atividade citotóxica dentro das 24 horas analisadas. É importante 
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ressaltar que os autores afirmaram que 75 % do PTX que estava encapsulado 

não foi liberado dentro dessas 24 horas. Lee enfatiza que é necessário avaliar 

essa liberação controlada em outros testes, além de elucidar os mecanismos 

envolvidos (Lee et al., 2007). 

É importante ressaltar que o PTX carreado pelo LFCP além de apresentar 

ação antiproliferativa e antimigratória melhorada, foi menos tóxico do que o PTX 

livre. A baixa variação do peso corporal em comparação com animais sadios, a 

comparação entre o peso dos órgãos e a análise de hematotoxicidade, 

mostraram que o tratamento com o LCFL PTX apresentou resultados mais 

próximos aos encontrados em animais saudáveis. Ao contrário do que foi visto 

no tratamento com o LFCP PTX, o tratamento com PTX foi muito mais tóxico, 

pois levou a um aumento no peso corporal, aumento no peso hepático e 

pulmonar, e a um aumento no número de leucócitos e de plaquetas, muito 

próximo aos resultados encontrados no grupo com tumor sem tratamento. 

A avaliação da resposta do sistema imunológico ao tumor pode 

desempenhar um papel de progressão ou supressão da doença. Os leucócitos 

são utilizados como marcadores hematológicos de prognóstico em diversos tipos 

de tumores (Ueno et al., 2007; Zhang et al., 2019). Muitos estudos demonstraram 

que os linfócitos auxiliam na prevenção do desenvolvimento do câncer de ovário 

(Hamanishi, et al., 2007; Abiko et al., 2015). Portanto a diminuição da quantidade 

de linfócitos, linfocitopenia devido a toxicidade do fármaco, no sangue resulta na 

baixa de linfócitos na região tumoral, o que indica uma resposta imune 

antitumoral fraca (Zhang et al., 2014). Além disso, a razão entre neutrófilo / 

linfócito pode ser utilizada como um índice de resposta inflamatória sistêmica. A 

baixa de linfócitos acarreta no aumento da razão, o que representa um 

prognostico ruim e baixo potencial de tratamento (Cho et al., 2009; Zhang et al., 

2019). 

Por outro lado, pode-se observar que os monócitos, basófilos e eosinófilos 

estão relacionados com a produção de citocinas, estando relacionadas com a 

proliferação celular exagerada, angiogênese da região tumoral e metástase das 

células tumorais, o que contribui para um prognóstico ruim (Ishii et al., 2012; 

Condeelis & Pollard, 2013; Lu et al., 2019). 

Os efeitos tóxicos causados pela quimioterapia, durante e após o 

tratamento, são um fator limitante que afeta significativamente a qualidade de 



66 
 

vida do paciente (Franco et al., 2019). Estudos demonstram que o uso de um 

nanocarreador de fármacos pode proteger o corpo da droga, evitando assim 

efeitos tóxicos sistêmicos (Friberg & Nyström, 2016), conforme observado aqui 

quando se utilizou o LFCP PTX. Esses resultados podem ser atribuídos à 

entrega de alta concentração de PTX às células tumorais com eficácia muito 

mais aprimorada e também perfil de toxicidade sistêmica reduzido em 

comparação com o PTX. 

Outros estudos também investigaram a incorporação de PTX em diversos 

tipos de nanocarreadores para melhorar seu perfil farmacocinético e entrega 

para células tumorais (Perkins et al., 2000; Liu et al., 2015; Shen et al., 2015; 

Yao et al., 2018). Kim e Park desenvolveram o nanosistema PTX-HSN e 

avaliaram a entrega do PTX, atividade antitumoral e além disso os possíveis 

efeitos tóxicos. Os estudos de toxicidade in vivo e atividade antitumoral indicaram 

que o tratamento com PTX-HSN suprimiu o crescimento do tumor pelo acúmulo 

de fármaco na região tumoral, porém não descartaram que as quantidades de 

fármaco encontradas nos outros órgãos (sangue, fígado, rins e pulmão) 

pudessem resultar em uma toxicidade sistêmica (Kim & Park, 2017). 

O estudo de Yin e colaboradores (2016), teve como objetivo principal 

evitar a toxicidade e otimizar o comportamento farmacocinético e a 

biodistribuição do PTX pela formulação de albumina com polímero 

polietilenoglicol, PTX-PEG-HSA. Este estudo de Yin e colaboradores (2016) 

demonstrou que o PTX-PEG-HSA apresentou capacidade de contornar 

possíveis toxicidades da terapia com PTX, em comparação com as formulações 

comerciais Abraxane™ e Taxol®, além de promover a melhora da eficácia 

antitumoral e a segurança da administração (Yin et al., 2016). 

A metástase do câncer de ovário é o principal problema do câncer de 

ovário e também representa um indicativo de mau prognóstico. Os resultados 

deste estudo mostram que o uso de PTX nanocarreado no lipossoma LFCP leva 

a um controle mais eficaz da proliferação das células tumorais in vitro e in vivo, 

incluindo a inibição da migração além de não induzir toxicidade sistêmica.
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CONCLUSÃO 

Os dados obtidos neste estudo reforçam que a utilização de um 

nanocarreador para entrega de paclitaxel melhora ação antitumoral desse 

fármaco. O PTX nanocarreado em no lipossoma LFCP apresentou melhora na 

atividade citotóxica, por diminuir o valor da CI50 em comparação com o PTX. 

Além disso foi possível observar uma resposta antimigratória acentuada, 

promovida pelas vias TGF‑β2 e ZEB1, sendo responsáveis pela disseminação 

das células tumorais. A inibição da proliferação das células A2780 na região 

abdominal dos animais foi observada, além da segura e diminuição dos efeitos 

adversos da quimioterapia, em comparação com uso de PTX não encapsulado. 

Em conjunto esses resultados indicam que, nessa abordagem, o PTX 

encapsulado no nanosistema LFCP pode ser uma estratégia a ser utilizada no 

tratamento do câncer de ovário metastático melhor do que a administração 

somente do fármaco PTX. 
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Abstract: 

Ovarian cancer is the 5th most lethal among gynecological cancers, because it 

is difficult to diagnose, and for this reason, many women are diagnosed in 

advanced stages of the disease. The treatment of ovarian cancer typically 

involves, cytoreductive surgery associated with adjuvant chemotherapy, based 

on paclitaxel and platinum compounds, and this combination can cause serious 

toxic effects. Over 90% of metastatic cancers do not respond to chemotherapy 

due to resistance mechanisms resulting in primary therapy failure, this is one of 

the reasons for the high mortality rate of patients with ovarian cancer. The use of 

nanotechnology, such as liposomes as a drug delivery system in cancer therapy, 

can offer several advantages. The purpose of this study was to compile a 

systematic review (2008-2019) of nanotechnology-based drug delivery systems 

for the treatment of ovarian cancer, Liposomes. There are 38 studies reported in 

the literature of liposomes for the treatment of ovarian cancer in the last 11 years 

(2008-2019). Many researchers studied liposomes with the most varied 
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compositions, as well as several drugs loaded into the liposomes and to this day 

scientists to improve the effectiveness of treatment as well as to reduce the 

adverse effects enhance these nanosystems. Liposomes are showing particular 

promises such as increased delivery of intracellular delivery systems to specific 

sites, the ability of long-term residence times and reduced toxicities. 
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Abstract: 

Ovarian cancer is considered a chemosensitive disease, so chemotherapy is very 

important when considering systemic treatment. However, recurrence occurs in 

about 80% of patients, thus requiring the development of more effective 

therapies. There are two main types of treatment for ovarian cancer: surgery and 

chemotherapy. The use of chemotherapy is based mainly on platinum and taxol 

compounds, and as a second line, non-platinum based drugs, such as liposomal 

doxorubicin, are used. Liposomes serve as nanocarriers for chemotherapy, 

maintaining the rate of the drug in the bloodstream and their targeted delivery. 

The aim of the project was to evaluate the in vitro effect of PTX carried by a 

liposomal nanosystem (LFCP PTX) on ovarian epithelial carcinoma cells 

(A2780), and in vivo antitumor activity and toxicity in an experimental study model 

of peritoneal ovarian carcinomatosis in mice. In in vitro tests, cell viability results 

against the A2780 tumor line showed a 50% decrease in inhibitory concentration 

when using LFCP PTX compared to free PTX. The percentage of growth of 
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A2780 cell colonies when treated with liposomal PTX was statistically different 

than the treatment with free PTX. Cell death profiles of A2780 cells with liposomal 

treatments were indicative of apoptosis, with most cells in early apoptosis. A2780 

cells treated with the LFCP PTX exhibited a inhibition in the migration profile by 

the Wound Healing and 3D (xCELLigence) methods. This inhibition was 

promoted by the decrease in the gene expression of ZEB1 and TGFB2. In in vivo 

testing, treatment with LFCP PTX strongly inhibited tumor cell development and 

proliferation in ovarian peritoneal carcinomatosis, indicating high antitumor 

activity when compared to PTX free form. Also, LFP PTX group had lower 

systemic toxicity much closer to healthy animals than the animals treated with 

free PTX. Our results showed that the use of nanocarrier PTX in the LFCP 

liposome leads to more effective control of tumor cell proliferation in vitro and in 

vivo, including inhibition of migration via the ZEB1 and TGFB2 pathways, as well 

as reducing the systemic toxicity of PTX. 
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Anexo 3 

 
 
Tabela 6: Dados das formulações lipossomais recebidas. 

Formulação Lipossomal - LFCP PTX 

Data do 

envio 

Diâmetro 

(nM) 

Índice de 

Polidispersão 
Zeta 

Concentração 

de Fármaco 

encapsulado 

(%) 

07.2017 

Amostra 

liofilizada 

196 0,28 -0,88 61,55 

08.2018 

Amostra 

líquida 

240 0,31 -4,93 65,0 

06.2019 

Amostra 

líquida 

241 0,37 -4,9 65,0 

 


