Universidade de Brasilia — UnB

Instituto de Ciéncias Bioldgicas
Departamento de Biologia Celular
Programa de P6s—Graduacao em Biologia Molecular

Lais Vaz da Costa

Efeitos das Nanoparticulas Lipidicas Soélidas associadas ao
Docetaxel no Metabolismo e na Proliferacéo Celular na

Linhagem de Adenocarcinoma Gastrico.

Brasilia — DF
2023



Lais Vaz da Costa

Efeitos das Nanoparticulas Lipidicas Sélidas associadas

ao Docetaxel no Metabolismo e na Proliferacao Celular

na Linhagem de Adenocarcinoma Gastrico

Tese de Doutorado apresentada ao
Programa de Pés-Graduagcdo em Biologia
Molecular, do Departamento de Biologia
Celular, do Instituto de Ciéncias Biologicas

da Universidade de Brasilia - UnB.

Orientadora; Profa. Dra. S6nia Nair Bao

Brasilia —

2023

DF






Lais Vaz da Costa

Efeitos das Nanoparticulas Lipidicas Soélidas associadas
ao Docetaxel no Metabolismo e na Proliferacao Celular

na Linhagem de Adenocarcinoma Gastrico

Data da Aprovacao:

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dra Sonia Nair Bao — Presidente
Universidade de Brasilia — UnB

Prof. Dr. Alexandre Bruni Cardoso
Universidade de Sao Paulo — USP

Prof. Dra. Andrea Barreto Motoyama
Universidade de Brasilia — UNB

Dra. Marcia Cristina da Rocha
Instituto Butantan

Profa. Laise Rodrigues de Almeida (suplente)
Universidade de Brasilia — UNB



Dedicatoria

Aos meus pais, por todo apoio, amor dedicado incondicionalmente, por
acreditarem nos meus sonhos e por todas as oportunidades que me ofereceram,
gue me propicia alcar novos voos sempre que for necessario. Minhas conquistas
sao e serdo sempre compartilhadas com vocés, que me formaram de modo que

eu possa chegar aonde desejo de maneira segura e amparada.

A minha amada avo (in memoriam), minha maior entusiasta, onde estiver,

espero que esteja celebrando junto comigo.



Agradecimentos

A Deus pela oportunidade de aprender e viver tantas experiéncias, pela forc¢a,
por manter a minha fé acesa, pelo direcionamento e que em tantos momentos
desesperadores, carregou-me no colo, ndo permitindo que eu me afastasse de meu
proposito.

Aos meus pais e familiares agradeco por todas as oportunidades que me deram,
reconheco os esfor¢os e o tempo que se dedicaram a mim. Pude realizar meus sonhos
porgue tive o0 apoio de vocés. Se cheguei tdo longe deve-se a uma base zelosa no inicio
de tudo. Posso né&o dizer sempre, mas eu reconheco todo esforgo que fizeram por mim
e sou grata por tudo. N&o seria quem sou, sem Vocés!

Aos meus amigos, por me auxiliarem a repensar minhas atitudes e convic¢des
de mundo, por me puxarem para a realidade quando necessario e por nunca me
deixarem esquecer de quem eu sou. Obrigada a todos pela amizade e pela
disponibilidade, que nem sempre, durante esse periodo, eu Ihes concedi da forma como
mereciam.

A minha orientadora Profa. Sénia Béo, pela permisséo de trabalhar em seu
laboratério, para que eu pudesse aprimorar em nivel de doutoramento, grau téao dificil
de alcancar em nosso pais, obrigada pela oportunidade de ser sua orientanda.

Ao grupo de pesquisa do Laboratdrio de Microanalise: Ariane, Barbara, Brigida,
Dayse, Diogo, Eloisio, Fabiola, Guilherme, Ingrid, Karen, Karine, Marcia, Marina
Mesquita e Marina Radicchi. Em especial, Giovana e Melissa, obrigada por serem
responséaveis pelos momentos coloridos dos meus dias nublados e por dividirem comigo
tanto carinho por todos 0s anos em que estivemos juntas pesquisando, refletindo,
compartilhando e principalmente nos divertindo. Gostaria de ter oferecido a vocés, uma
versdo minha menos preocupada, mais leve. Mas saibam que estardo sempre no meu
coracgao!

A professora Kelly e seu aluno Igor, pela parceria nos estudos de
citocinas/ELISA. A colega Caterynne, pela ajuda da aquisicdo das imagens no
Microscopio Confocal. A técnica Karen, do departamento de nanotecnologia, pela
disposicao e acompanhamento dos procedimentos realizados nesse setor.

Agradeco também aos integrantes da banca examinadora, por terem aceitado o
convite, colaborando para a melhoria deste trabalho.

A Universidade de Brasilia e ao Programa de Pés-graduacdo em Biologia
Molecular, pela estrutura para realizagéo deste estudo e oportunidade.

As agéncias de fomento CNPq, FAPDF, FINEP e FINATEC pelo financiamento
gue viabiliza a realizacdo deste trabalho. A CAPES pela bolsa de estudos durante o
doutorado.

Gostaria de aproveitar, para a agradecer a existéncia das Universidades
Publicas do nosso pais. O espaco académico € um local de envolvimento tedrico,
técnico e pessoal e de que nada adianta produzir conhecimento se ele ndo esté a servigo
da sociedade. Nesse momento estou concluindo o topo da cadeia de estudos formais,
trajetéria essa que se iniciou na minha Iniciagdo Cientifica durante os meus anos de
graduacdo em Ciéncias Biolégicas pela Universidade Federal de Uberlandia, passando
pela minha pés-graduacdo no Instituto Federal do Triangulo Mineiro e pelo meu
mestrado realizado na Universidade Federal do Triangulo Mineiro.



Agradecimentos

Gostaria de agradecer também a todos 0s meus tutores e colegas que passaram
por mim durante esses anos e contribuiram massivamente para a construcdo do meu
saber cientifico e para formacédo do meu carater pessoal. Uma carreira cientifica ndo é
construida da noite para dia, sdo anos de formacao, varios tijolinhos dia apés dia. Por
sorte, eu me tornei um mosaico, que se evidencia no meu perfil generalista em Ciéncias.

As préximas paginas desse trabalho representam ndo somente a concluséo de
uma tese (embora eu me sinta orgulhosa por todo conhecimento gerado e discutido),
mas contempla todo o processo de construcdo, que foi tAo quanto ou mais importante
do que o estado da arte final. Na apresentacdo de uma tese deveria ter um espaco
reservado, especialmente, para que pudéssemos explanar todas as nossas
experiéncias de crescimento pessoal, que sdo imensuraveis, indo muito além de dados,
estatisticas, regras académicas ou a obtengéo das letras DRA. antes do nhome.

A autoria dessa tese foi 0 projeto, até entdo, mais desafiador que eu tive em
minha vida, onde todos os meus limites foram postos a prova. Apesar de, em Varios
momentos durante essa trajetoria, eu me senti incapaz, tive dividas sobre as minhas
escolhas, sobre a minha capacidade, sensag¢fes constantes de ndo merecimento. As
minhas expectativas pessoais foram superadas, fico feliz e orgulhosa por ter obtido éxito
durante essa caminhada e poder apresentar a vocés um trabalho dessa magnitude e
qualidade.

Quando escrevi meu projeto para a selecédo de doutorado, nunca tinha visto um
microscépio eletrdnico, confocal, citbmetro de fluxo ou realizado uma cultura de células.
Tudo foi muito novo e desafiador. Na minha prova de selegéo, a prof. Ana Amélia, me
disse: “quando damos continuidade a um projeto, € mais confortavel; quando mudamos,
nos desafiamos, aprendemos muito mais “; esse pensamento me motivou durante todo
o0 meu doutorado, mas confesso que achei que o caminho néo seria tdo desafiador.

Implicitamente, esse trabalho fala também, sobre o meu poder de resiliéncia,
minha forga em superar as adversidades, o tamanho da fé, minha persisténcia, minha
vontade de fazer as coisas da maneira correta, minha capacidade de evoluir e aprender
com o0s meus erros, de lutas silenciosas e solitarias, do aprimoramento das minhas
habilidades técnicas, cientificas, profissionais e pessoais, de horas e horas, paginas e
paginas, e madrugadas a fio de estudos regados por cafés, crises de ansiedade e
insbnias. E em todo esse processo eu fui honesta comigo mesma, coloquei minha
personalidade, minha identidade, meu ritmo de aprendizagem e a minha dedicagdo em
cada experimento realizado e em cada linha escrita.

Espero que a leitura de vocés seja agradavel!!



Epigrafe

“Ninguém compreendera seus sacrificios e renincias para a
manutencdo de uma vida modesta e honrada. Persevere no dever
bem cumprido.”

Autor: Marco Prisco/Divaldo Franco

“Conheca todas as teorias, domine todas as técnicas, mas ao
tocar uma alma humana, seja apenas outra alma humana.”

Autor: Carl Jung

“Que o pecado de me achar melhor por ter acesso ao
conhecimento cientifico ndo me atinja, que eu respeite os saberes
populares e que eu entenda que inteligéncia é mais que isso que a
universidade ensina. Que eu seja protegida da soberba da vida
académica.”

Autor: desconhecido

“A verdadeira lideranga n&o se trata de estar no topo ou comandar,
mas sim de inspirar e capacitar os outros a alcancarem o seu
potencial maximo. E sobre escutar, aprender e crescer juntos,
construindo uma equipe unida e colaborativa.”

Autor: Barbara Calderani


https://www.pensador.com/autor/carl_jung/

Resumo

VAZ-COSTA, L. Efeitos das Nanoparticulas Lipidicas Solidas associadas ao
Docetaxel no Metabolismo e na Proliferacdao Celular na Linhagem de
Adenocarcinoma Gastrico.

O cancer gastrico € um problema de saude global, estando entre os 10 tipos de
canceres mais incidentes em todo o mundo. Apesar dos recentes avancos na
terapia do cancer, ao longo dos anos houve pouca mudanca nas taxas de cura
e sobrevida em pacientes que sofrem de cancer gastrico. O Docetaxel (DTX),
um dos farmacos mais utilizados para o tratamento de adenocarcinomas, possui
mecanismo de acdo na inibicdo da mitose e divisdo celular, podendo causar
hipersensibilidade, nefrotoxicidade, retencéo de liquido e neutropenia. Contudo,
a sua encapsulacdo em nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) podera reduzir
esses problemas, melhorando a sua eficacia e realizando o transporte
diretamente do farmaco. NLS-DTX apresentou maior citotoxicidade contra
células cancerigenas (AGS), demonstrando um valor de IC50 menor que a
concentracdo de DTX livre, ap6s 24 h de tratamento, evidenciando a eficiéncia
das nanoparticulas. Através da andlise morfolégica, observou-se que as células
assumiram uma forma arredondada e diminuiram as projecdes citoplasméticas
apos o tratamento. NLS-DTX e DTX induziram danos aos microtubulos,
proteinas de ligacdo e fragmentacao do nucleo, além de prejudicar a adesao,
proliferacdo e migracdo celular. Também apresentou alteracdes nos testes
envolvendo organelas celulares (mitocondria e lisossomos) e metabolismo
celular. A NLS né&o apresentou toxicidade significativa na linhagem tumoral AGS
em nenhum dos ensaios, comportando-se de forma semelhante ao controle n&o
tratado. Portanto, com os resultados deste trabalho, foi possivel concluir que a
associacdo de DTX com NLS foi eficiente, apresentando agéo citotdxica em
células de adenocarcinoma gastrico, e favorecendo o uso desta formulacdo na
administracdo de farmacos.

Palavras-chave: Cancer de estbmago, Efeito Antitumoral, Nanotecnologia,
Metabolismo



Abstract

VAZ-COSTA, L. Effects of Solid Lipid Nanoparticles associated with Docetaxel
on Metabolism and Cell Proliferation in Gastric Adenocarcinoma Line.

Gastric cancer is a global health problem, being among the 10 most common
types of cancer worldwide. Despite recent advances in cancer therapy, over the
years there has been little change in cure and survival rates in patients suffering
from gastric cancer. Docetaxel (DTX), one of the most used drugs for the
treatment of adenocarcinomas, has a mechanism of action of inhibiting mitosis
and cell division, which can cause hypersensitivity, nephrotoxicity, fluid retention
and neutropenia. However, its encapsulation in solid lipid nanoparticles (SLN)
could reduce these problems, improving its effectiveness and transporting the
drug directly. SLN -DTX showed greater cytotoxicity against cancer cells (AGS),
demonstrating an IC50 value lower than the concentration of free DTX, after 24
h of treatment, demonstrating the efficiency of the nanoparticles. Through
morphological analysis, it was observed that the cells assumed a rounded shape
and reduced cytoplasmic projections after treatment. SLN -DTX and DTX induced
damage to microtubules, binding proteins and nucleus fragmentation, in addition
to impairing cell adhesion, proliferation and migration. It also showed changes in
tests involving cellular organelles (mitochondria and lysosomes) and cellular
metabolism. SLN did not present significant toxicity in the AGS tumor lineage in
any of the assays, behaving similarly to the untreated control. Therefore, with the
results of this work, it was possible to conclude that the association of DTX with
SLN was efficient, presenting cytotoxic action on gastric adenocarcinoma cells,
and favoring the use of this formulation in drug administration.

Keywords: Stomach cancer, Antitumor effect, Nanotechnology, Metabolism
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1. INTRODUCAO

1.1 Cdncer e Aspectos Epidemiologicos

Uma célula é continuamente submetida a diversos tipos de tensdes
casuais, induzidas por fatores exdgenos, tais como: agentes infecciosos,
agentes quimicos, radiacdo ionizante; ou fatores enddgenos: como mutacoes
herdadas ou geradas em decorréncia do metabolismo, disfun¢cdes hormonais e
condi¢cdes imunoldgicas, com potencial para agir juntos ou em sequéncia,
podendo causar danos ao DNA (BARNES et al, 2018; GLASER et al, 2018;
WEEDEN et al, 2018; WANG et al, 2021; GROELLY et al, 2023). Além disso,
existem erros decorrentes das polimerases de DNA, durante o processo de
replicacdo (WATSON et al; 2015; GILLESPIE et al; 2023).

O cancer é uma doenca, onde os padrbes de instabilidade genética
(cromossémica ou microssatélites) das células tumorais podem refletir a
exposicao e a pressao seletiva exercida resultando em alteragdes genéticas e/ou
efeitos epigenéticos (SCHINEIDER et al, 2017; BOULAY et al, 2018; KAEDING
& ZARET, 2018; FEINBERG & LEVCHENKO, 2023). Alteracdes genéticas
podem ocorrer por mutacdo pontual, delecdo, amplificacdo de genes,
translocacdo cromossémica ou através de outros mecanismos (HALL &
KUDCHADKAR, 2014; WATSON et al; 2015; BARNES et al, 2018; CHENG et al,
2022). Efeitos epigenéticos, como a metilacdo das bases de citosina no DNA ou
modificacbes na estrutura da cromatina (por metilacdo, acetilacdo ou
fosforilacdo) podem modificar a expressdo de genes e Sao mecanismos
importantes para silenciar os genes durante a diferenciacdo celular das células
saudaveis (DEANS & MAGGER, 2015; PERRI et al, 2017; NEBBIOSO et al,
2018; GILLESPIE et al; 2023).

As células cancerosas apresentam caracteristicas fenotipicas diferentes
das células normais, foram descritos seis tracos das células tumorais que estédo
presentes em quase todos os tipos de tumores (Figura 1), séo eles: I) potencial
replicativo ilimitado; 1l) evasao a apoptose; lll) angiogénese; IV) auto-suficiéncia
dos sinais de crescimento; V) insensibilidade aos sinais antiproliferativos e VI)
invasdo dos tecidos e metastase (HANAHAN & WEINBERG, 2000).
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Posteriormente, foram adicionadas mais quatro caracteristicas: VII)
desregulacéo energética celular; VIII) evasdo ao sistema imune; IX) mutacéo e
instabilidade genética e X) inducdo de inflamacdo pelo tumor (HANAHAN &
WEINBERG, 2011). Recentemente, foi lancada uma revisdo que incorpora mais
caracteristicas: Xl) desbloqueio de plasticidade fenotipica, XII) reprogramacao
epigenética ndo mutacional, XIIl) microbiomas polimorficos e XIV) células
senescentes (Figura 1) (HANAHAN, 2022).

Evasio de supressores de

Sinalizacao proliferativa g
crescimento

sustentada

Dasblogusioa Reprogramacao epigenética

pfl‘:lsl:)ltcilpdi&;:e nao mutacional
Desregulacio Evitar a destruicio
do metabolismo imunolégica
celular
Resisténcia a Imol't.alid.ade
morte celular Replicativa

Promocao da

Instabilidade e inflamacio pelo tumor

mutacio do

2 R

& Microbiomas
f Polimorficos

genoma
Senescéncia
Celular
Inducio ou acesso Ativacao de invasao e
a vasculatura metastase

Figura 1: Caracteristicas fenotipicas adquiridas por uma célula durante os processos de
transformacéo e progresséo tumoral (adaptado de HANAHAN, 2022).

Essa enfermidade emerge de um processo evolutivo darwiniano, onde as
células tumorais com maior potencial adaptativo apresentam uma vantagem
seletiva em relacdo as células menos aptas, muitas vezes levando a varios
subclones concorrentes dentro de um unico tumor primario (Figura 2) (NOWELL,
1976; HANAHAN & WEINBERG, 2000; GREAVES & MARLEY, 2012; CROSS
et al, 2016). Esse processo evolutivo culmina na formagéao de metastases, que
causam 90% das mortes relacionadas ao cancer (GREAVES & MARLEY, 2012;
SUNG et al, 2021).
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EVOLUCAO DO CANCER Lesédo Precursora

Tumor Primario  Disseminagédo

Replicagdo
imperfeita de

Mutagdes no
gene sdo
adquiridas

Desenvolvimento do 6rgédo Iniciacdo Progresséo Metastase -

Lad
TEMPO

Figura 2: Etapas durante a evolucéo clonal do cancer: iniciagdo, progressdo e metastase.
M1: Métastase 1, M2: Métastase 2, M3: Métastase 3 (adaptado de
https://reiterlab.stanford.edu/, 2020).

Durante o curso da doenca, os canceres geralmente tornam-se mais
heterogéneos resultando em uma colecéo diversificada de células que abrigam
assinaturas moleculares e componentes fenotipicos distintos, com diferentes
niveis de sensibilidade aos tratamentos (Figura 3) (DIETLEIN et al, 2014,
KALLURI, 2016; SCHNEIDER et al, 2017; MEHRAJ et al 2022). Embora a
heterogeneidade nado seja evidenciada em amostragens tumorais limitadas,
mostra ser um fator relevante para gerar resisténcia as drogas (JUNTTILA &
SAUVAGE, 2013; AIPING et al. 2022; CRUCITTA et al. 2022).

Infiltrado

Fibroblastos associados
Imune

Célula ao cancer

e

Pericitos

) “— Vaso Linfatico

Vaso Sanguineo
L

Rede Vascular

Figura 3 - Origens e influéncia da heterogeneidade do tumor. Formacao de tumores envolve
a co-evolucdo de células neoplasicas juntamente com matriz extracelular e células endoteliais
vasculares, estromais e imunolégicas (adaptado de JUNTTILA & SAUVAGE, 2013).
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Diferentes tipos de canceres correspondem aos mais variados tipos de
células do corpo, apresentando les6es morfoldgicas e fenotipicas distintas, com
diferentes  morfologias celulares, expressdo génica, metabolismo,
microambiente, proliferacdo e possibilidade de lesbes metastaticas (JUNTTILA
& SAUVAGE, 2013; SCHNEIDER et al, 2017). O ambiente tumoral serve como
suporte estrutural, possibilitando o acesso a fatores de crescimento, suprimento
vascular e interacbes de células imunes, que podem variar drasticamente,
embora dentro da mesma lesdo (SCHNEIDER et al, 2017; KELSEY &
KENNETH, 2018).

Embora tenhamos obtido um avanco significativo nas ultimas décadas,
sobre a compreenséo da biologia e genética do cancer, é dificil mensurar toda a
complexidade celular da doenca, suas caracteristicas dindmicas e evolutivas,
envolvendo o processo de transformacdo celular; dado que as alteragOes
acontecem em diversos niveis de organizacdo celular, desde alteracdes na
informacéo genética, de vias de sinalizacdo ou sinais ambientais (VISVADER,
2011; WATSON et al; 2015, SHAEFER & SERRANO, 2016, MAZZIOTTA et al,
2022; ZABRANSKY et al, 2022).

Apesar da quantidade extraordinaria de esforco e dinheiro investido na
erradicacao ou controle da doenca através dos grandes avancos na medicina,
com diagndsticos mais precoces e terapias mais eficientes; a incidéncia e a
mortalidade por cancer vém aumentando mundialmente, em parte pelo
envelhecimento, pelo crescimento populacional, como também pela mudanca na
distribuicdo e na prevaléncia dos fatores de risco de cancer, especialmente aos
associados ao desenvolvimento socioecondmico (WEIR et al, 2015; BRAY et al.,
2018; INCA, 2022).

A grande diversidade do céncer pode ser observada pela captura de
variacbes na magnitude e no perfil da doenca entre e dentro das regides do
mundo (BRAY et al., 2018). Verifica-se uma transicdo dos principais tipos de
cancer observados nos paises em desenvolvimento, com um declinio dos tipos
de cancer associados a infec¢fes e 0 aumento daqueles associados a melhoria

das condi¢cbes socioecondmicas com a incorporacdo de habitos e atitudes
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associados a urbanizacéao (sedentarismo, alimentacéo inadequada, entre outros)
(BRAY et al., 2018).

Para o Brasil, a estimativa para o triénio 2023-2025 aponta que ocorrerao
704 mil casos novos de cancer. Ao comparar-se com 0s humeros do triénio 2020-
2022, quando eram esperados 625 mil novos casos por ano, observa-se que a
expectativa é que tenhamos 79 mil casos acrescidos anualmente, ou seja, 237
mil novos casos a mais na somatéria dos proximos trés anos. O tumor maligno
mais incidente no Brasil € o de pele ndo melanoma (31,3% do total de casos),
seguido pelos de mama feminina (10,5%), préstata (10,2%), célon e reto (6,5%),
pulméo (4,6%) e estdbmago (3,1%) (Figura 4) (INCA, 2022).

Distribui¢ao proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2023 por

sexo, exceto pele nao melanoma*

Localizacao Primaria Casos ( Localizacao Primaria Casos

Prostata 71.730  30,0% Homens Mulheres ~ Mama feminina 73.610 30,1%

Colon e reto 21.970 9,2% Colon e reto 23.660 9,7%

Traqueia, br()nquiro epumdo___ 18.020 __ 7.5% Colo do Utero 17.010 7,0%

L Estomago 13.340 5,6% } Traqueia, bronquio e pumao  14.540 6,0%

Cavidade oral- ~ ~ 0300~~~ L5% Glandula tieoide 14160 ___ 58%
Esofago 8.200 3,4% f_Egtgrga_gg s e s R, s :i,?i"/g}

Bexiga 7.870 3,3% Corpo do Utero 7.840 3,2%

Laringe 6.570 2,7% QOvério 7.310 3,0%

Linfoma ndo Hodgkin 6.420 2,1% Pancreas 5.690 2,3%

Figado 6.390 2,7% Linfoma n@o Hodgkin 5.620 2,3%

*Numeros arredondados para multiplos de 10.

Figura 4 - Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes para 2023 por
sexo, exceto pele ndo melanoma* (INCA, 2022).

Apesar do significativo declinio da incidéncia do cancer de estobmago, a
sua mortalidade continua alta, sendo foco de importantes estudos,
principalmente na area oncoldgica (GUIMARAES & MUZI, 2012; MARTEL et al.,
2013; AMORIM et al., 2014). Dados estatisticos revelam o declinio desse tipo de
cancer, especificamente nos Estados Unidos, Inglaterra e outros paises mais
desenvolvidos (FOCK, 2014; BRAY et al., 2018). A alta mortalidade é registrada

em sua maioria nos paises em desenvolvimento, com taxas elevadas no leste
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da Asia, no leste Europeu e em partes da América do Sul e Central (CHIURILLO,
2014; BRAY et al., 2018; INCA, 2020). Demonstrando um importante carater
socioecondmico, atingindo em maior quantidade os grupos sociais mais baixos
(RIBEIRO & NARDOCCI, 2013; FOCK, 2014; WIGGERS et al., 2016; LORTET-
TIEULENT et al, 2020, VACCARELLA et al, 2022).

De acordo com as estimativas do GLOBOCAN 2020, o céancer de
estbmago causou aproximadamente 800.000 mortes (representando 7,7% de
todas as mortes por cancer) e ocupa a quarta principal causa de mortes por
cancer em ambos 0s sexos combinados em todo o mundo (SUNG et al, 2021;
FERLAY et al, 2021, ILIC & ILIC, 2022). Cerca de 1,1 milh&do de novos casos de
cancer de estdbmago foram diagnosticados em 2020 (representando 5,6% de
todos os casos de cancer) (SUNG et al, 2021; FERLAY et al,
2021). Globalmente, a taxa de incidéncia de cancer de estbmago em homens foi
de 15,8 por 100.000 em 2020 e em mulheres 7,0 por 100.000 (SUNG et al, 2021).
As taxas de incidéncia sao quase duas vezes maiores nos homens do que nas
mulheres, apresentando variacbes geograficas significativas nas taxas de
mortalidade (BRAY et al., 2018, FERLAY et al, 2021, ILIC & ILIC, 2022).

Porém, o maior nimero de casos ocorre no Japao, onde sdao encontrados
780 doentes por 100.000 habitantes (INCA, 2020). Esse fato é atribuido a dieta
dos japoneses, que é caracteristicamente rica em alimentos salgados e pobre
em frutas e legumes frescos, mas poderia haver também, a ocorréncia de
predisposicdes genéticas e fatores ambientais para o desenvolvimento de
tumores gastricos nessa populacdo (LIN et al., 2014; SHIMAZU et al., 2014;
WCRF, 2016).
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1.2 Cdncer de Estéomago

1.2.1 Anatomia do Estémago

O estbmago é um orgao do tubo digestivo, caracterizando-se por ser um
segmento dilatado, situado na cavidade abdominal, abaixo do diafragma, vindo
logo apds o esbdfago e anteriormente ao duodeno (HALL & GUYTON, 2017). E
dividido em cinco regides: cardia, fundo, corpo, antro e piloro, e todas as regides
podendo ser acometidas pelo adenocarcinoma (Figura 5). As trés primeiras
partes do estbmago (cardia, fundo e corpo) sdo denominadas estdmago proximal
e as duas partes inferiores (antro e piloro) sdo denominadas estdmago distal
(HALL & GUYTON, 2017).

Esfincter cardiaco

Eséfago ‘ ]“

Abertura
gastroesofageal

1)
— Corpo

| Camada de misculo

longitudinal

Esfincter
pilérico

circular

Piloro A
Camada do misculo

obliquo
Mucosa

Submucosa

Duodeno !
0 from Thibedeau

Figura 5 — Divisdes anatdmicas do estbmago. Uma parte da parede anterior foi seccionada e
retirada para revelar as camadas musculares da parede géastrica (THIBODEAU & PATTON,
2002).

Esse oOrgado exerce as funcbes enddcrinas e exdcrinas, digerindo
alimentos e secretando horménios. E constituido por quatro camadas: mucosa,

submucosa, muscular e serosa (Figura 6). A mucosa gastrica € um sistema

celular dindmico que demonstra uma alta taxa de proliferagéo celular e secregéo
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de enzimas digestivas, hormonios e citocinas (Figura 7) (TORTORA &
DERRICKSON, 2016).

Células mucosas da superficie

CELULA MUCOSA DA
SUPERFICIE
(secrata muco)

CELULA MUCOSA
DO COLO
(secreta muco)

aproximadamente 40x

Tdnica mucosa

do estdmago CELULA PARIETAL

(secreta 4cido cloridrico
& fator intrinseco)

CELULA PRINCIPAL
GASTRICA

(secreta pepsinogénio
e lipase gdstrica)

Lamina
muscular
da mucosa

CELULA SECRETORA DE
GASTRINA (secreta o
horménio gastrina)

Tela submucosa —————

Figura 6 — Laminas da mucosa gastrica (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2020)

Muscularis
propria Subserosa

‘fqu-';"-‘.
i ' "“\ Submucosa

Figura 7- Vista em corte datinica mucosa do estémago mostrando as glandulas e os tipos
de células (TORTORA & DERRICKSON, 2016).
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1.2.2 Adenocarcinoma Gdstrico

O cancer do estbmago é a mais frequente neoplasia que acomete o
aparelho digestivo, podendo ser ocasionada, por varios fatores, quase sempre,
resultantes de uma combinacdo das interacdes entre 0 meio com fatores
genéticos (Figura 8) (CESAR et al., 2002, MAJEWSKI et al, 2022; ILIC & ILIC,
2022). Desenvolvem-se a partir de lesbes sequéncias e progressivas na mucosa
gastrica, durante um longo periodo (GULLO, et al, 2020). Cerca de 35% destes
canceres estao relacionados a dieta, bem como ao consumo de alcool, tabaco,
exposicdo a luz solar, agentes quimicos, infeccbes gastricas e condicdes
hereditarias (MAGALHAES, 2008; ZILBERSTEIN, 2013; PATEL et al, 2017,
POOROLAJAL et al, 2020, MAJEWSKI et al, 2022; ILIC & ILIC, 2022)

=2 i
= X T

ALCOOLISMO

({% \v‘}fw»’l' I
Helicobater pylori l
s A Pl
.;/»/ & HISTORICO FAMILIAR
) e DEFICIENCIA
Virus Epstein-Barr IMUNOLOGICA

Figura 8: Principais fatores de risco para o desenvolvimento de céncer de
estdbmago (Criado pela autora)

Apresentam-se, predominantemente, na forma de trés tipos histologicos:
1) Adenocarcinoma: originado das glandulas da camada da mucosa,
responsavel por 95% dos tumores diagnosticados; 2) Linfoma: que é originario
do tecido linféide e representa cerca de 3% dos casos; e 3) Leiomiossarcoma:
iniciado em tecidos que ddo origem aos musculos e aos 0sso0s e representa 1 a
2% dos casos (SHI et al., 2014; INCA, 2020). O adenocarcinoma do estdbmago
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localiza-se com mais frequéncia no antro e piloro (60%) e céardia (25%). Dentre
as possiveis classificacbes do adenocarcinoma géstrico, as mais utilizadas sédo
de Borrmann (1926), de Laurén (1965), e da OMS (2010).

A classificacdo macroscopica mais utilizada para o adenocarcinoma
gastrico invasivo é a de Borrmann, que subdivide as les6es em cinco categorias
(TOWNSEND et al, 2015):

a) Borrmann 1 — Carcinoma Polipoide.

b) Borrmann 2 — Carcinoma Ulcerado com margens bem demarcadas e
nenhuma infiltracéo.

c) Borrmann 3 — Carcinoma Ulcerado e Infiltrante com margens rasas e
pouco definidas.

d) Borrmann 4— Carcinoma Infiltrativo difuso.

e) Borrmann 5 — Cancer gastrico, cuja definicdo ndao se encaixa em

nenhuma das descricfes anteriores.

——— Tipo projetado

—— Tipo deprimido

Figura 9: Classificacdo Macroscépica de adenocarcinoma gastrico, segundo Borrmann
(TOWNSEND et al, 2015).

A classificacdo de Lauren, para diferenciar o adenocarcinoma, € a mais
utilizada e separa em dois tipos distintos histologicamente: difuso e intestinal
(LAUREN, 1965; NAGINI, 2012; QUI et al., 2013). O tipo difuso é formado por
células que, de forma desorganizada, infiltram no estroma gastrico levando a um

espessamento disseminado da parede do estdbmago, com formacao glandular
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escassa. Pode ser composto majoritariamente por células em anel de sinete, que
se caracterizam pela presenca de citoplasma abundante, o qual desloca o nucleo
para a periferia e produz grande quantidade de mucina. O progndstico dessa
forma é pior, comparado ao tipo intestinal, e pode afetar individuos mais jovens
e sem fatores de risco associados (Figura 10 a) (KUNZ et al., 2012; PIAZUELO
& CORREA, 2013; GOLDMAN & AUSIELLO, 2016).

O Intestinal se caracteriza por células glandulares diferenciadas que
infiltram no estroma gastrico. Elas podem apresentar diferentes graus de atipia
celular, que é precedida por outras alteracdes celulares. Provavelmente a partir
de uma gastrite atréfica, surge uma metaplasia e em seguida uma displasia, que
configura a lesdo pré-neoplasica. O tipo intestinal, por ser desencadeado a partir

de um quadro de atrofia, esta intimamente associado a fatores de risco como a

gastrite, infeccdo por Helicobacter pylori e fatores alimentares (Figura 10 b)
(PIAZUELO & CORREA, 2013; CARCAS, 2014; GOLDMAN & AUSIELLO,
2016).
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Figura 10 - Classificacao histolégica do adenocarcinoma géastrico. A) Adenocarcinoma
gastrico do tipo difuso, com muitas células cancerigenas isoladas de outras células. As setas
apontam para células do anel de sinete, nas quais o nucleo é empurrado para a periferia do
citoplasma. B) Adenocarcinoma gastrico do tipo intestinal. As setas estdo apontando para a
formacao de glandulas pelas células tumorais (AJANI et al, 2017).
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A OMS considera o padrao histolégico encontrado e classifica os tumores
gastricos de uma forma mais ampla de acordo com o padrdo predominante,
incluindo os adenocarcinomas e suas variantes, relatando outros tipos

histol6gicos menos comuns (Tabela 1) (OMS, 2014).
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Tabela 1: Classificacdo do cancer gastrico comparando a classificacao de
Lauren (1965) e a classificacao proposta pela OMS (2010).

Classificagio de Lauren ( 1965) Classificagédo da Organizagido Mundial da Saade ( 2010)

Adenocarcinoma Papilar
Tipo Intestinal Adenocarcinoma Tubular
Adenocarcinoma Mucinoso

Carcinoma com células em anel de sinete e outros carcinomas

Tipo Difuso adesivos

Carcinoma Misto
Carcinoma adenoescamoso
Carcinoma de células escamosas
Adenocarcinoma hepatoide
Carcinoma com estroma linfoide
Coriocarcinoma
Carcinossarcoma
Carcinoma de células parietais
Tumor rabdoide maligno
Tipo Indeterminado Carcinoma mocoepidermoide
Carcinoma de células de Paneth
Carcinoma indiferenciado
Carcinoma misto adenoneuroenddcrino
Tumor do seio endodérmico
Carcinoma embrionario
Tumor gastrico puro “ yolk sac”
Adenocarcinoma oncocitico

A American Joint Committee on Cancer (AJCC) utiliza o sistema TNM,
que se baseia na extensdo anatdbmica da doenca, levando em conta as
caracteristicas do tumor primario (T), as caracteristicas dos linfonodos das
cadeias de drenagem linfatica do 6rgdo em que o tumor se localiza (N), e a
presenca ou auséncia de metastases a distancia (M). Os parametros TNM
expressam o nivel de evolugdo do tumor e dos linfonodos comprometidos. As
combinac¢des dos parametros se distribuem em estadios que variam de | a 1V,
que sdo subclassificados em A, B e C para expressar o nivel de evolugédo da
doenca (Tabela 2) (BRASIL, 2018).
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Tabela 2. Estadiamento do cancer gastrico conforme American Joint

Committee on Cancer (AJCC) 82 edicao

Hesumd da elassificacdo elinica TR

s Iinfonodos
Tx 0 tumar ndo pods ser avaliado, NX reginnals ndo podem
ser avalizdas.
TO  |Sem evidéncia de tumor prinsiric, NO Sem invasho linfitica
reional.,
Tuimor i séncdisplasia de alto graw: o,
Tis twmor intraepitelial sem invasio da Ni ! H'.I ]”.Li“““'f""" .
Mmies propria. regionals acometidos,
O fumor invade & limina propria ou c
Tl muscular d¢a mucesa (T 1a) on M2 SRK ]'T! fonodos 4
E'I.I..I:I'I.'I'I.I.CII:E-E [T]I'.'I] FEE“'IH.HIL accumeElicns,
. i 7 ou mais linfonodos
4 y
T2 O mumor invade a museular propria, M3 reziongis seometidos.
: 7 a 15 linfonodos
T3 O tumor invade a subserosa. MNla regiomais sconmetidos.
T4 O rumor perfura a seresa [ T4a) ou M3k 16 o psais linfonedos
invade estnomoras adjacentes (T4h. regionais acometidos.,

MO Sam metiscase & distineia

M Metastase  distincia

Grupamento por estadios patolagicos

EC O Tis 0 0]
ECIA Tl i MO
— T2 N0 MO
BB T1 NI A
T3 NO AT

EC TIA iE T Al
Tl N2 MO

Tda (1] PALE

) T3 NI MO
Ed- 1B T2 N2 3
Tl Waa MO

Id:l | | % ]

Taa i MO

EC A T3 R A
T2 Wia A0

Tab N0 MO

T4b NI- N2 MO

T4a N3a A

EC B T3 Nia A0
T2 N3b MO

T1 Wb ]

T4a N3h MO

Tdw T Bk

e T+4o Nih MO
T3 Nih A0

EC IV Cnealgquer T Chaalguer W Bl

T= Indica o tamanho do tumor primario e até onde se disseminou.

N= Descreve se existe disseminacdo da doenga para os linfonodos regionais proximos.
M= Indica se existe presenca de metastase em outras partes do corpo, como figado e pulméo.

TX (Tumor principal que ndo pode ser avaliado por falta de informacé&o).
TO (Sem evidencia de tumor primario).

NX (linfonodos regionais, que ndo podem ser avaliados devido a falta de informacéao).
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1.3 Tratamentos

1.3.1 Tratamentos Convencionais

Na maioria dos casos, o diagnostico do cancer gastrico é realizado em
estagios avancados, pois nos estagios iniciais, as lesdes sdo normalmente
assintomaticas, ndo havendo sintomas especificos para essa doenca
(MURARO, 2003; CORREA, 2013). O diagnéstico precoce é fundamental para
0 sucesso do tratamento, no entanto é estimado que dez ou mais anos se
passam entre a exposicdo a fatores externos e a detec¢cdo do cancer
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2020).

Sao comumente utilizados dois exames para o diagnéstico: a endoscopia
digestiva alta, o método mais eficiente, e o exame radiolégico contrastado do
estbmago. A endoscopia permite a avaliacdo visual da leséo, a realizacao de
bidpsias e a avaliacao citologica (HAMASHIMA & GOTO, 2017). Na radiografia
contrastada do estbmago, os raios-x delineiam o interior do eséfago e estdbmago

e 0 médico procura por areas anormais ou tumores.

As camadas sao importantes para determinar o estadiamento da doenca
e progndstico do paciente. Quando o tumor se desenvolve a partir da mucosa
para as camadas mais profundas, o estadiamento torna-se mais avancado e o
progndéstico mais dificil de tratamento. O estadio do cancro do estdbmago pode

ser classificado da seguinte forma (Figura 11):

Estddio 0- ha presenca de células de cancer na mucosa, também

chamado de carcinoma in situ;

a) Estadio | - o cancer invadiu até a submucosa e pode ter invadido 1 a
2 ganglios linfaticos;

b) Estadio Il — o cancer invadiu até a camada serosa e pode ter invadido
até 7 ou mais ganglios linfaticos;

c) Estadio Il - o cancer invadiu 6rgdos vizinhos como o baco, o colon, o
figado, o diafragma, o pancreas, os rins, as glandulas suprarrenais ou

o intestino delgado;
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d) Estadio IV - o cancer espalhou-se para outros 6rgéos a distancia.

Estadio IV
Estadio 0 Estadio | Estadio Il Esta’»dio 1l )
= ’ Eas - : ( \
Mucosa —— - \ 2 4
Submucosa —
Muscular —— —
—, | — —
I I
Serosa — ' | ' | ‘ "
Parede do Estémago . Orgao adjacente —

Figura 11: Estadios do cancer de estdmago: classificacdo de acordo com a malignidade do
tumor (Adaptado de https://www.canstockphoto.com.br/, 2020).

Tendo em conta o estadiamento, a equipe clinica avaliara o melhor
tratamento a seguir caso a caso:

a) Estaddios 0 e |- a opcdo de tratamento € a cirurgia, através da
realizacdo de uma gastrectomia;

b) Estadios Il e lll— a opcdo de tratamento incluem para além
da gastrectomia, a quimioterapia; eventualmente podera recorrer-se
a radioterapia;

c) Estadio IV- a opcdo de tratamento consiste na quimioterapia;

eventualmente podera recorrer-se a radioterapia.

O procedimento cirdrgico para o cancro do estdbmago é a gastrectomia,
gue consiste na remocao parcial ou total do estbmago e dos ganglios linfaticos
vizinhos. Para determinar a melhor abordagem cirargica, deve-se considerar a
localizagéo, tamanho, padrao e extensao da disseminacéo e tipo histolégico do
tumor (BEST et al, 2016; ETOH et al, 2017). A radioterapia e a quimioterapia
sdo consideradas tratamentos secundarios, que podem determinar a melhor

resposta da cirurgia.

A quimioterapia pode ser pré-operatéria (prévia ou dita neoadjuvante),
perioperatdria ou pés-operatéria (adjuvante), associada ou ndo a radioterapia,

dependendo do estdgio da neoplasia e das condi¢des do paciente (OHRI et al,
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2013; WAGNER et al, 2017). Para o tratamento de cancer do estbmago, séo
usualmente utilizados o0s seguintes medicamentos: 5-FU, Capecitabina,
Carboplatina, Cisplatina, Docetaxel, Epirubicina, Irinotecano, Oxaliplatina e
Paclitaxel (Tabela 3) (LORENZEN et al, 2020; PETRIOLI et al, 2020).

Tabela 3 — Quadro com as combinagfes de medicamentos comumente
utilizados e 0 momento em que podera ser utilizado. (Criado pela autora)

Combinado com

Medicamentos Neoadjuvante Adjuvante Avancado . .
Radioterapia

ECF (Epirrubicina, Cisplatina e 5-FU) + + +

+
+

Docetaxel ou Paclitaxel + 5-FU ou Capecitabina

Cisplatina + 5-FU ou Capecitabina + +

Paclitaxel e Carboplatina + +

5-FU ou Capecitabina + +
DCF (Docetaxel, Cisplatina e 5-FU) +
Irinotecano + Cisplatina +
Irinotecano + 5-FU ou Capecitabina +
Oxaliplatina + 5-FU ou Capecitabina. +

1.3.2 Docetaxel

Docetaxel (DTX) € um dos quimioterapicos utilizados amplamente no
tratamento de primeira linha nos carcinomas de mama, ovario, bexiga, préstata,
gastrico e pulmao de células ndo pequenas (CORTES et al., 1995; MORSE et
al., 2005; PARK et al., 2011; GAO et al., 2015, ZHANG et al. 2019, SHARMA et
al., 2021,CHMIELEWSKI & LIMOLI, 2022, SUN et al, 2022).Consta na lista
modelo de medicamentos essenciais da Organizacdo Mundial da Saude, como
um dos principais quimioterapicos necessarios para a manutencdo da saude
publica (WHO, 2017).

Compde o grupo farmacolégico denominado “Taxanos”, que sao

derivados de uma substancia natural encontrada na casca do teixo, a Taxus


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669022014716#bib71
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669022014716#bib71
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baccata, uma arvore que produz substancias toxicas (taxinas) e também
medicinais (taxol) (OJIMA et al, 2016, LANGE & CONNER, 2021,SHARMA et al.,
2021). S&o quimioterapicos semi-sintéticos e possuem mecanismos de acgéo
diferente da maioria dos agentes antineoplasicos, pois agem com o foco
especifico nos heterodimeros de tubulina, componente chave dos microtibulos
celulares, com o objetivo de quebrar o equilibrio celular, resultando em apoptose
(MONTERO et al., 2005; LORENZEN et al, 2020, CHMIELEWSKI & LIMOLI,
2022, SUN et al, 2022, PEREZ-MATAS et al, 2022).

Os taxanos, entretanto, se ligam a B-tubulina das células e promovem a
polimerizacdo dos microtubulos, mesmo na auséncia da GTP e das proteinas
associadas (WANG et al, 2022) Uma vez ligados, os microtubulos ndo podem
mais ser despolimerizados e se tornam mais estaveis, interrompendo a mitose
na fase G2M do ciclo celular (Figura 12). Como consequéncia do bloqueio do
ciclo de divisdo natural da célula, ocorre a inibicdo da proliferacdo celular
(NEHME et al., 2001; JORDAN et al., 2004; VIAL et al., 2008, CHMIELEWSKI &
LIMOLI, 2022, SUN et al, 2022).

Treatment with

i
P
L35
P
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«©
o
L

No treatment with
DTX &

Figura 12. Mecanismo de acdo do Docetaxel no tratamento do cancer. O DTX se liga as B-
tubulinas e promove sua montagem em microtibulos, inibindo simultaneamente a desmontagem
gue leva a estabilizagdo dos microtubulos e resulta na inibicdo das fungdes celulares mitéticas e
interfasicas, causando parada do ciclo celular e, finalmente, levando a morte celular (IMRAN et
al.; 2020).

O DTX apresenta-se com um perfil farmacocinético bem definido,
composto por trés compartimentos com meias-vidas de 4,5 min, 38,3 min e 12,2


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669022014716#bib43
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669022014716#bib71
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h para as fases alfa, beta e gama, respectivamente. A dose aprovada de DTX
esta entre 75 e 100 mg/m2, no entanto, a dose padréo pode variar dependendo
do tipo de cancer e tratamento aplicavel (IMRAN, M. et al.; 2020). E um composto
lipofilico e sofre oxidacdo ao ser internalizado na célula, gerando entdo o
metabdlito ativo com acdo farmacoldgica. Sua baixa solubilidade aquosa,
coeficiente de particdo e alto peso molecular, bem como outras propriedades
fisico-quimicas, tornam sua veiculagdo uma limitagcéo clinica (Tabela 4) (ZHAO
et al., 2010; JAIN et al., 2016).

Tabela 4 — Propriedades fisico-quimicas do Docetaxel

Peso Molecular 807,89 g/mol
Formula Molecular Ca3H53NO14
Ponto de Fuséo 232°C
Solubilidade em agua 0,274 mg/L
Absor¢des maximas no UV 230, 275, 283 nm
pKa 10,96
logP 2,59

Além disto, a formulacdo comercial contendo docetaxel (Taxotere)
emprega o uso de polissorbato 80, um tensoativo n&o-ibnico relacionado a
reacoes de hipersensibilidade (DOU et al., 2014). O tratamento com taxanos
sabidamente causa uma série de efeitos adversos relacionados com a dose
utilizada, que vao desde reacdes alérgicas e toxicidade dermatolégica até
alteracbes hematoldgicas (MARTINS et al.,, 2010; ZHAO et al., 2012;
KRASNOPOLSKY et al., 2017).

1.3.3 Nanotecnologia

Atualmente, a comunidade cientifica estd focada na busca por novas
moléculas, novos métodos ou rotas para controlar a farmacocinética,
farmacodinamica, toxicidade nao especifica, imunogenicidade,
bioreconhecimento e eficacia de medicamentos. Estas estratégias sao

comumente chamadas de novos sistemas de distribuicdo de medicamentos




34

(NDDS) e baseiam-se em abordagens interdisciplinares que combinam ciéncia
de polimeros, farmacéutica, quimica de bioconjugados e biologia molecular
(PALIWAL et al, 2020).

Nanomateriais a base de lipidios sdo considerados os melhores veiculos
para sistemas de distribuicAo de medicamentos, devido as suas diversas
propriedades, como natureza anfifilica, biocompatibilidade, biodegradabilidade e
multifuncionalidade = (GHASEMIYEH & MOHAMMADI-SAMANI, 2018). As
nanoparticulas lipidicas sdlidas (NLS) foram introduzidos pela primeira vez em
1991, como um sistema alternativo de transporte de medicamentos e mudaram
a dimenséo da entrega de medicamentos, combinando todas as caracteristicas
vantajosas das nanoparticulas poliméricas, lipossomas e microemulsées
(ELDEM et al, 1991; YANG et al, 1999; PARDEIKE et al, 2009; XU et al, 2021).

As NLS sdo um sistema de entrega coloidal feito de lipidios sdlidos e
estabilizados com surfactante, se apresentando, sélidos tanto a temperatura
fisiol6gica quanto a temperatura ambiente, com tamanhos de particula variando
de 50 a 500 nm (SOUTO & MULLER, 2008; MISHRA et al, 2018; XU et al, 2021).
Devido as suas propriedades Unicas, em comparacao aos outros sistemas de
transporte de medicamentos, as NLS emergiram como um sistema eficiente para
o tratamento de diversos tipos de cancer como cancer de mama, colorretal,
pulméo, prostata e cerebral (AKANDA et al, 2023). Além de suas atividades
antitumorais, as NLS também séo capazes de dificultar as interacées adesivas
entre células cancerigenas (DIANZANI et al, 2014). Também oferecem
vantagem relacionadas aos aspectos biofarmacéuticos do trafego de
nanoparticulas in vivo (PALIWAL et al, 2020; KORAKE et al, 2023).

Nos ultimos anos, o desenvolvimento de nanoformulagdes para entrega
de DTX recebeu enorme interesse devido as vantagens de propriedades
farmacocinéticas melhoradas, eficacias melhoradas e capacidade de reduzir
efeitos colaterais. Com base em dados pré-clinicos anteriores, foi demonstrado
gue os NLS s&o superiores ao Taxotere em termos de administracdo de DTX
(SUMERA et al, 2017, ROCHA et al, 2020; KORAKE et al, 2023).

Algumas das novas formulac6es de DTX exibiram alta eficacia antitumoral
e entraram em diferentes fases de ensaios clinicos para completar a formulagéo
(CHAURAWAL & RAZA, 2023). Entretanto, existem muitos desafios que nao
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foram superados, incluindo problemas de fabricacédo e seguranca no controle de
qualidade, até o momento ndo existem nanocarreadores DTX comerciais no
mercado (CHAURAWAL & RAZA, 2023). A encapsulagdo do docetaxel em
nanoparticulas lipidicas solidas podera reduzir os efeitos colaterais, melhorar a
sua eficacia e o tratamento do tumor (MARTINS et al., 2010; ZHAO et al., 2012,
MCKEAGE, 2017). Mais atencao deve ser dada ao desenvolvimento de novas
estratégias de direcionamento que possam reduzir os efeitos colaterais toxicos
e indesejados do DTX, para se estabelecer um tratamento para um tumor, sem

comprometer os demais tecidos.
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2. JUSTIFICATIVA

Vale ressaltar que o cancer gastrico vem ganhando cada vez mais
visibilidade entre as causas de morte por cancer, tornando-se um dos principais
problemas de saude publica mundial. Em sua fase inicial, por raramente provocar
sintomas, torna-se dificil o diagnostico precoce, diminuindo as chances de cura
do paciente. Atualmente, a quimioterapia e a radioterapia sdo os tratamentos
utilizados, entretanto, seus efeitos negativos podem causar danos permanentes
ao paciente. Dessa maneira, surge a necessidade de buscar novas terapias que
sejam mais especificas as células do tumor e menos téxicos ao organismo, sem
danificar as células saudaveis. A nanotecnologia através da formulacédo de NLS,
torna isso possivel, através da utilizacdo desses carreadores que podem ser
adaptados a diversas vias de administracdo, favorecendo o transporte dos
farmacos diretamente para as células cancerosas e sua liberacdo controlada no

local alvo.
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3. OBJETIVO

O objetivo principal desse trabalho consiste em avaliar o efeito do
tratamento das Nanoparticulas Lipidicas associadas ao Docetaxel (NLS-DTX)
em células de Adenocarcinoma Gastrico Humano (AGS). A partir dos resultados
dos testes de viabilidade celular e da determinacéo do ICso, esse trabalho foi
dividido em trés vertentes: |- estudos de adesao, proliferacdo, migracéo e reparo

celular, 1l - estudos de internalizacéo e Il - estudos do metabolismo celular.
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4. DESENHO EXPERIMENTAL

CulturaCelular

Adesdo, Proliferagdo, AGS Metabolismo
Migracdoe Reparo Celular

Viabilidade Celular

Determinacao 1C50

Internalizagdo

Figura 13: Desenho experimental
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CAPITULO | - ADESAOQ, PROLIFERACAO, MIGRACAO e
REPARO CELULAR

1. INTRODUCAO

As células interagem de forma dinAmica com o ambiente, adequando a
sua estrutura e funcao para responder as mudancas e a exposi¢do a fatores
extracelulares (HUANG et al, 2021; KOLIARAKI et al, 2022). Para manter o0 meio
intracelular regulado, as células diferenciadas exercem uma série de funcdes
que permite a manutencdo das suas atividades normais e preservam a sua
viabilidade, garantindo a homeostase dos tecidos (HARRIS & DENICOLA, 2020;
LAFITA-NAVARRO & CONACCI-SORRELL, 2023).

Esse processo envolve um rigoroso controle de crescimento,
diferenciacdo e morte celular programada, onde a passagem de cada fase do
ciclo celular é regulada por diversas proteinas (DIAZ-CORANGUEZ et al, 2019).
Onde tais proteinas podem sofrer alteracfes que desestabilizam o andamento
correto do ciclo celular, levando a uma proliferacao celular descontrolada, dando
inicio a formac&o de um processo neoplasico (Figura 14) (DIAZ-CORANGUEZ
et al, 2019; WALEN, 2020).
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Figura 14: Mecanismos de regulacdo de tamanho das populac8es celulares. Patologia
basica. Fonte: Robbins, 2013.
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O citoesqueleto é uma rede complexa de proteinas intracelulares, que &
responsavel pela execucdo de diversas atividades essenciais para o
funcionamento dos organismos vivos, determinando fatores como a capacidade
para que uma célula mantenha um determinado formato, manutencdo da
polaridade, contracdo celular, separacdo de cromossomos durante a divisdo
celular, comanda toda a movimentagao de organelas e vesiculas citoplasméticas
dentro das células, como também a movimentacé&o de toda a célula no ambiente

(ALBERTS et al., 2017; HOHMANN & DEHGHANI, 2019; MATTHEW et al,
2019).

Para que ocorra a manutencao e o crescimento celular ha a necessidade
tanto de um constante fornecimento de energia quanto a presenca de elementos
estruturais de base necessario para a sintese de macromoléculas (LACROIX et
al, 2020; SAIZ et al, 2020; SCHILIRO & FIRESTEIN,2021). Apesar de muitos
fatores que promovem o crescimento celular, serem proteinas que estimulam a
proliferacéo e/ou sobrevivéncia da célula, devemos ressaltar que elas também
podem desencadear processos como migracao, diferenciacdo e a habilidade
para a sintese (SAIZ et al, 2020; ISHIHARA & HAGA, 2022).

As células interagem e se comunicam entre si por meio de juncdes
intercelulares que fornecem elos mecéanicos e permitem que 0s receptores de
superficie reconhecam seus ligantes em outras células (DIAZ-CORANGUEZ et
al, 2019). A proliferagéo celular é de grande importancia para o desenvolvimento,
manutencdo do equilibrio homeostatico tecidual, manutencdo do tamanho
populacional e substituicho de células mortas ou danificadas
(BALASUBRAMANIAM et al, 2019; ANDRES-SANCHEZ et al, 2022). Os
elementos-chave para que haja proliferacdo celular sdo a replicacéo precisa do
DNA e a mitose (MATTHEWS et al, 2022).
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O tamanho normal das populagdes celulares é determinado por um
equilibrio entre proliferacdo celular, morte celular por apoptose e diferenciacéo
de novas células a partir de células-tronco (ZHOU et al, 2019; NOVIKOV et al,
2021). Quando ocorre um dano ou lesdo no tecido, varios tipos de células
proliferam na tentativa de reparar o tecido danificado (HARRELL et al 2021;
NOVIKOV et al, 2021; YUE et al, 2023). A eficiéncia do reparo dos tecidos &
determinada pela capacidade intrinseca de proliferacéo (Figura 15) (SOBRAL et
al, 2022).
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Figura 15: Relagao entre funcéo celular, morte celular e alterac6es morfoldgicas nalesao
celular. Patologia basica. Fonte: Robbins, 2013.

Na maioria dos processos mutacionais, sendo em todos, uma Unica leséo
precursora ndo é suficiente para transformar uma célula saudavel em uma célula
cancerosa, surgindo a necessidade de mutacdes adicionais para haver a
transicao para o cancer (NOVIKOV et al, 2021; MATTHEWS et al, 2022). Sendo
a carcinogénese, um processo complexo de multiplas etapas decorrentes de
varias modificacbes genéticas que em conjunto transformam o fendtipo e
adquirem todas as caracteristicas associadas (EASWARAN et al 2014; VEZZANI
et al, 2022).
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2. OBJETIVO

2.1 Geral

Avaliar o efeito do tratamento com as NLS-DTX na adesdo celular,

proliferacdo celular, migracdo e invasdo das células de adenocarcinoma

gastrico, bem como a dindmica do citoesqueleto.

2.2 Especifico

e Analisar o efeito citotbxico das NLS-DTX nas células AGS e

fibroblastos;

Descrever as alteragdes morfologicas, estruturais e no
citoesqueleto das células AGS ap06s o tratamento com NLS-DTX;
Avaliar os efeitos das NLS-DTX sobre a capacidade de formar
colénia, recuperacdo e proliferacdo nas células AGS apo6s o
tratamento;

Avaliar os efeitos do tratamento das NLS-DTX sobre a adeséo e

proliferacédo celular na linhagem AGS.
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3. MATERIAL F METODOS

3.1 Cultura Celular

A linhagem AGS foi obtida a partir do banco de células do Rio de Janeiro
e cultivada em meio DMEM suplementado com 1% de solucao antibiotica e 10%
de SFB. As células de cultivo primério de tecido conjuntivo composto
prioritariamente de fibroblastos foram extraidas de polpa dentéria no Laboratério
de Microscopia e Microandlise do Departamento de Biologia Celular da
Universidade de Brasilia - UnB sob aprovacdo do Comité de Etica Humana da
Universidade de Brasilia (UnBDOC 104934/2008) e cultivada em meio DMEM
suplementado com 1% de solucdo antibidtica, 10% de SFB. Todas as células

foram mantidas em incubadora Umida a 37°C com 5% de COso.

3.2 Processamento da formulacdo de Nanoparticula

Lipidica Solida

As nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) (Figura 16) utilizadas foram
formuladas em parceria com a Laboratério de Nanobiotecnologia da
Universidade de Brasilia — UnB, cujo formulacao foi previamente descrita por da
Rocha et al. (2020) para NLS e NLS-DTX e Muehlmann et al. (2015) para NLS-
AlPc. Foram utilizadas trés formulacfes diferentes: (1) NLS-BRANCA (NLS) e
(2) NLS associada com 1mg/mL de docetaxel (NLS-DTX) e (3) NLS associado
com cloreto de aluminio-ftalocianina (30 mM) (NLS-AIPc).

==p Compritol

O ==p Docetaxel
==p Pluronic
==p Span80

Figura 16: llustragdo esquematica da Nanoparticula Lipidica Sélida associada ao
Docetaxel (NLS-DTX) (Criada pela autora).
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Para analisar o padrao de internalizacdo das NLS nas células AGS foi feita
a associacdo da NLS com cloreto de aluminio-ftalocianina, uma substancia que
apresenta um alto coeficiente de emissao espectral na faixa de comprimentos de
onda 650-850 nm, correspondendo ao intervalo da regido do vermelho visivel. O
docetaxel por ser uma molécula néo fluorescente, impede este tipo de anélise.
Portanto, essa formulacdo foi feita exclusivamente para este e para o
experimento de avaliagdo das vias de internalizacdo da NLS.

As NLS foram preparadas pelo método de homogeneizacdo a quente,
utilizando o agitador Ultra turrax T-25 (Ika Labortechnik, Alemanha). As fases
oleosas e aquosas foram pesadas separadamente e aquecidas a 80°C. A fase
oleosa (compritol ATO 888, span 80 e pluronic F127) foi homogeneizada até
completa dispersédo do docetaxel e fusdo dos lipideos, mantendo a temperatura
a 80°C. A fase aquosa (PBS) foi lentamente vertida sobre a fase oleosa sob
agitagdo em Ultra-Turrax, mantendo a temperatura de 80°C por 10 minutos a
10.000 rpm, formando uma pré-emulsdo 6leo em agua (Figura 12). Apés
formulada, as NLS foram armazenadas a temperatura ambiente.

O diametro hidrodinamico das NLS-DTX foi obtido por dispersdo dinamica
de luz (DLS). O DH médio foi de 128 + 2,2 nm e o indice de polidisperséo de
0,153 £+ 0,02. O valor do potencial zeta variou entre -11 a -15 mV. O tamanho
meédio das particulas NLS-Branca é de 110 nm e das NLS-DTX é de 120 nm.
Estando de acordo com as formulagbes anteriores e possuindo a mesma

estabilidade, das NLS produzidas em estudos anteriores no nosso laboratério.
3.3 Ensaio da Viabilidade Celular

A viabilidade das células AGS e fibroblastos, tratadas com (1) NLS-
BRANCA, (2) NLS-DTX e (3) DTX foram determinadas através do ensaio padrao
por brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolium (MTT) segundo as
recomendacdes do fabricante. Foram semeadas 5x10° células das duas
linhagens em placas de 96 pocos. Apos 24 h, foram tratadas com DTX e NLS-
DTX nas concentragdes seguintes: 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10, e 100 pg/mL
de farmaco presente na formulagdo completa e com NLS no volume equivalente

a cada concentracao utilizada. Passadas 24, 48 ou 72 h, o tratamento foi retirado
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e acrescentado 150 pL da solugdo de MTT (0,5 mg/mL em meio de cultura) e
incubado por trés horas. Apés incubacao, esta solucéo foi retirada e adicionado
200uL DMSO para a dissolugado dos cristais de formazan. As placas foram lidas
no espectrofotbmetro Spectramax M5 (Molecular Devices — USA), utilizando
comprimento de onda de 595 nm, com o auxilio do programa SoftMax Pro
(Molecular Devices). O ensaio de MTT foi realizado em triplicata para cada
tratamento e concentragéo utilizada, e ainda foram realizados trés experimentos
independentes. Os valores da concentracao inibitéria 50% (ICs0) para as células
AGS e Fibroblasto foram calculados com base nos resultados obtidos pelo teste
de viabilidade celular por MTT. O célculo foi feito utilizando o programa
GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, Inc).

3.4 Ensaio de Formacdo de Colonia e Recuperacdo Celular

O ensaio de formacéao de col6nia é um teste de sobrevivéncia celular onde
€ possivel analisar a capacidade das células em se proliferarem e de formarem
colénias apds algum tipo de tratamento. Para esse teste, primeiro as células
AGS, foram semeadas 5 x 103 por poco em placas de 24 pocos e apos sua
adesao foram tratadas com 10 pg/mL de docetaxel presente nas formulagdes
NLS-DTX, e DTX e NLS no volume equivalente as NLS-DTX, por 24 h. Passado
o tempo de tratamento, a solucdo foi retirada dos pocos e as células
sobreviventes foram lavadas duas vezes com PBS 1X e depois desaderidas com

auxilio de tripsina-EDTA. Cada grupo experimental foi contado e conferida a
viabilidade das células com o corante azul de tripan 0,4%, depois 3 x102 foram

semeadas em placas de 6 po¢cos com meio DMEM comum. As células ficaram

em cultivo por 12 dias, com o meio de cultivo sendo renovado, a cada dois dias.

As colonias entdo formadas foram processadas para a observacdao. O
meio de cultivo foi retirado, os pogos foram lavados cuidadosamente duas vezes
com PBS. As colbnias foram fixadas com metanol puro por duas vezes, 5 min
cada banho. Para corar as células, foi utilizado cristal violeta 0,5% em agua
destilada e incubada por 5 min. O corante foi removido e os pogos foram lavados

com égua corrente.
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As imagens das colbnias foram obtidas através do microscopio Invitrogen
EVOS FL Auto Cell Imaging System (Thermo Fisher Scientific) com aumento de
10x e 20x e observadas no estereoscopio LEICA M205 C (Leica — Alemanha)
com aumento de 5x, e as imagens foram obtidas usando uma camera LEICA
DFC295 (Leica — Alemanha) com o auxilio do software Leica Application Suite

(Leica — Alemanha).

3.5 Andlise da wmorfologia das células AGS por
Microscopia de Luz

Para analisar a morfologia das células, foram plaqueadas 5 x10° células
da linhagem AGS em placas de 12 pocos. ApGs aderidas, as células foram
tratadas por 24 h com 10 pg/ml de NLS-DTX ou apenas o meio de cultura
(controle). As imagens foram obtidas com o auxilio do software Axio Vision no
Microscopio de luz Axiovert (Zeiss, Alemanha) do Laborato6rio de Virologia da

Universidade de Brasilia — UnB.

3.6 Andlise da wmorfologia das células AGS por
Microscopia Eletronica de Varredura

Para visualizar as diferencas na morfologia da superficie celular as células
AGS foram analisadas em Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV). As
células das linhagens AGS, 5x10° células por poco, foram semeadas sobre
laminulas 18x18mm colocadas no fundo da placa de 6 pocos. Apés adeséo, as
células foram tratadas por 24 h com 10 pg/ml de NLS-DTX ou apenas o meio de
cultura (controle). As células aderidas na laminula foram processadas para
andlise em MEV. O meio de cultivo foi descartado e as células foram lavadas
duas vezes com PSB 1X, e depois fixadas com a solucdo Karnovisky (2% de
paraformaldeido, 2% de glutaraldeido em tampao cacodilato de sédio 0,1M, pH
7.2) overnight a 4°C. No dia seguinte, o fixador foi descartado e as células foram
lavadas com tampéao cacodilato de sodio 0,1M. As células foram pos-fixadas por
30 min no vapor de tetréxido de 6smio 2%. Depois as células foram lavadas com
agua destilada, e desidratadas em série com acetona (30-100%). As células

passaram por secagem ao ponto critico (CPD 030, BALZERS, EUA) e depois
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foram metalizadas (SCD 500, LEICA, Germany) para serem analisadas no MEV
(JEOL, JSM-700 1-F, Japao).

3.7 Fnsaio de Imunomarcacdo da B-Tubulina

Para visualizar os efeitos das NLS-DTX nos microtlbulos, foi realizada a

imunomarcacao das células com o anticorpo anti-B-tubulina. Foram semeadas
3x10° células AGS sobre laminulas redondas em placas de 24 pocos. Apds a

adesdao, as células foram tratadas com NLS-DTX e DTX na concentracdo 10
Mg/mL de docetaxel e NLS volume equivalente ou receberam apenas meio de
cultivo (controle) por 24 h. Apos o tempo de tratamento, 0 meio de cultura e meio
com tratamento foram retirados e as células foram fixadas com paraformaldeido
3,7% por 15 min e permeabilizadas com 0,1% de Triton X-100 em PBS por 20
min. Depois foi adicionado a solucdo de bloqueio (leite desnatado 1%, albumina
sérica bovina (BSA) 2,5%, soro fetal bovino (SFB) 8% em PBS — pH 7,4) por 20
min e logo apéds, as células foram incubadas a 4°C overnight com o anticorpo
primario anti-B-tubulina (1:500) produzido em camundongo. No dia seguinte, foi
adicionado o anticorpo secundario Anti-Mouse IgG Alexa-488 (5 ug/mL) e
incubado por 1 h. Apds, as laminulas foram incubadas por 7 min com DAPI (300
nM) para marcacdo do DNA celular. Por fim, as laminas montadas foram

analisadas em Microscopio confocal de varredura a laser (LEICA TCS SP5).

3.8 Ensaio de Imunomarcacdo de B- Catenina

Para visualizar os efeitos das NLS-DTX na [(-catenina foi realizada a

imunomarcacédo das células com o anticorpo anti-B-catenina. Foram semeadas
3x10° células AGS sobre laminulas redondas em placas de 24 pocos. Apds a

adesdo, as células foram tratadas com NLS-DTX e DTX na concentracédo 10
pg/mL de docetaxel e NLS no volume equivalente a NLS-DTX ou receberam
apenas meio de cultivo (controle) por 24 h. Apos o tempo de tratamento, 0 meio
de cultura e meio com tratamento foram retirados e as células foram fixadas com
formaldeido 3,7% por 15 min e permeabilizadas com 0,1% de Triton X-100 em
PBS por 20 min. Depois foi adicionado a solucéo de bloqueio (leite desnatado
1%, albumina sérica bovina (BSA) 2,5%, soro fetal bovino (SFB) 8% em PBS —
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pH 7,4) por 20 min e logo apds, as células foram incubadas a 4°C overnight com
0 anticorpo primario anti-B-catenina (1:500) produzido em camundongo. No dia
seguinte, foi adicionado o anticorpo secundario Anti-Mouse 1gG Alexa-488 (5
pg/mL) e incubado por 1 h. Apds, as laminulas foram incubadas por 7 min com
DAPI (300 nM) para marcacdo do DNA celular. Por fim, as laminas montadas
foram analisadas em Microscépio confocal de varredura a laser (LEICA TCS
SP5).

3.9 “Ensaio de Wound Healing

As células AGS foram cultivadas em placas de 24 pocos, em uma densidade de
2x10 ® células/pogo e mantidas por 24h na estufa com atmosfera de 5% de CO:2
a 37°C, para a aderéncia. Apos esse periodo foi realizado o “arranhao” com uma
ponteira de 200 yL no centro de cada pogo. O meio foi removido e 0s pogos
foram lavados duas vezes com meio sem soro (200 ul) para remover as células
no sobrenadante. Entdo, foi realizado o tratamento com as NLS-DTX e DTX nas
concentracfes estabelecidas de 10 pug/ml, por 24 h e 48h. A NLS foi colocada
em volume equivalente. Os tratamentos foram submetidos a quatro condi¢des:
presenca de SFB, presenca de 1% de SFB +1uM de colchicina ou 10% de SFB

+ 1uM de colchicina
3.10 Proliferacdo Celular CFSE

Foram plaqueadas 3 x 10° células AGS em placas de 12 pogos, apods
completa adesao foram lavadas uma vez com PBS 1X e expostas a 5 uM de
CFSE (eBioscience) diluido em PBS 1 X por 15 minutos a 37°C. Ap0s incubacao
com o agente fluorescente, as células foram lavadas uma vez com PBS 1X e
estimuladas durante 24 h e 48 h pelos tratamentos NLS-DTX e DTX na
concentracdo de 10 pg/ml. Durante toda a cultura as células foram mantidas no
escuro. Apos o tempo de tratamento, as células foram entédo coletadas, lavadas
uma vez com PBS 1 X, centrifugadas e analisadas em citbmetro de fluxo
(FACSCALLIBUR) em canal FL-1 em escala exponencial e os dados foram
analisados utilizando o software FlowJo V10. O controle experimental foi obtido

expondo células marcadas com CFSE a 5 pyM de colchicina por 24 horas.
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3.11 Ensaio de Adesdo e Proliferacdo Celular RTCA

As células foram tripsinizadas e plaqueadas em placa E-plate 16 (ACEA
Biosciences Inc., EUA) em densidade de 5 x 102 células/poco e incubadas por
24 h em estufa a 37°C e 5 % de COz2 tendo o “cell index” medido a cada 30
minutos. Passado esse periodo, o experimento foi pausado, foi adicionado aos
pocos na concentragdo de 10 pg/ml de NLS-DTX e DTX, meio de cultura e NLS
foram adicionados ao volume correspondente, e novamente as células foram
incubadas em estufa a 37°C e 5 % de CO2 tendo o “cell index” medido a cada

30 minutos por 120 horas.

3.12 Andlise Estatistica

Os resultados experimentais obtidos estdo expressos em valores meédios
com desvios-padrdo. As andlises foram feitas por meio de andlise de variancia
(ANOVA) pelo software Graphpad Prism®. O nivel de significancia adotado em
todos os testes foi de 95% (p < 0,05).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Ensaio de Viabilidade Celular nas [inhagens de AGS e
Fibroblasto

A possivel citotoxicidade causada pelas formulacbes de nanoparticulas,
foi o primeiro parametro a ser testado, servindo como referéncia para os demais
ensaios. Para isso, foram testadas doses do farmaco no intervalo de 0.0001,
pg/ml a 100 pg/ml, em diluicdo seriada na base 10, nos tempos de 24, 48 e 72
h.

Ao analisar os resultados obtidos na linhagem AGS, foi possivel observar
que o tratamento com NLS-DTX apresentou citotoxicidade a partir da
concentracdo 0.01ug/ml; enquanto o tratamento com DTX apresentou
citotoxicidade a partir da concentracdo 10 ug/ml, ambos analisadas no tempo de
24 h. Ja o tratamento com NLS no mesmo tempo, apresentou citotoxicidade
apenas na maior concentragédo de 100 pg/ml (Figura 17).

No tempo de 48 h, a citotoxicidade foi muito acentuada em todas as doses
testadas no tratamento com NLS-DTX, regredindo a uma viabilidade abaixo de
50%. A partir desse momento, o perfil de mortalidade do DTX livre assemelhou-
se ao tratamento com NLS-DTX. Para o NLS o perfil de mortalidade ocorreu

apenas na concentracdo de 100 pg/ml.

Em 72 h, ocorreu aumento da citotoxicidade levando a reducdo de
viabilidade, abaixo de 35% em todas as doses testadas, nos tratamentos com
NLS-DTX e DTX. Obtendo, respectivamente, 93% e 84% de mortalidade na
concentracéo de 100 pg/ml. Enquanto a NLS apresentou mortalidade apenas na

concentracdo mais alta.

A NLS apresentou mortalidade apenas nas concentragcbes mais altas,
onde nas concentracfes intermedidrias e menores, apresentou crescimento
superior ao grupo controle sem tratamento. A viabilidade da NLS-DTX e do DTX
apresentou diferencas significativas apenas no tempo de 24 h, sendo que nos
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outros tempos a formulacdo com a nanoparticula apresentou perfil de toxicidade

semelhante ao farmaco livre.
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Figura 17 - Viabilidade de AGS ap0s tratamento com NLS-DTX, DTX e NLS. As células AGS
foram tratadas com NLS-DTX e DTX nas concentra¢@es de 100 pg/ml, 1 ng/mL, 10 ng/mL, 100
ng/mL, 1 yg/mL, 10 pg/mL e 100 pyg/mL por 24, 48 e 72 h. Os dados representam a média +
SEM. **P<0.01, ***P<0,001 e ****P<0,0001. * comparados ao controle ndo tratado.

Estudos de encapsulacéo de farmacos sdo de suma importancia uma vez
gue possuem o objetivo de potencializar e controlar a administracéo, absorcéo e
seletividade. Surgem como uma alternativa aos tratamentos convencionais, que
provocam a morte tanto de células tumorais e ndo tumorais. Baseado nisso,
torna-se essencial testar a toxicidade das nanoformulagdes em linhagens de
células n&o tumorais. Para esse fim, utilizamos uma linhagem de cultura celular

primaria de fibroblastos, com o mesmo padréo de tratamento descrito acima.
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O tratamento com NLS-DTX apresentou citotoxicidade menor da
formulagdo sobre a linhagem de fibroblasto, observando uma viabilidade
superior a 86% no decorrer de todo o ensaio (Figura 18). O DTX livre também
apresentou um padrdo de citotoxicidade menor em relacdo a linhagem de
fibroblasto. Os volumes de NLS utilizados, mostraram um padrdo semelhante de
citotoxicidade com a formulagédo NLS-DTX, mantendo a viabilidade superior a
56% durante todo o tratamento.
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Figura 18 - Viabilidade de Fibroblasto ap6s tratamento com NLS-DTX, DTX e NLS. As
células de Fibroblasto foram tratadas com NLS-DTX e DTX nas concentragfes de 100 pg/ml, 1
ng/mL, 10 ng/mL, 100 ng/mL, 1 pg/mL, 10 yg/mL e 100 ug/mL por 24, 48 e 72h. Os dados
representam a média £+ SEM. * P<0.05, **P<0.01, **P<0,001 e ****P<0,0001. * comparados ao
controle néo tratado.

Através desses resultados de citotoxicidade, podemos inferir que na
linhagem AGS a formulacdo NLS-DTX e o DTX livre apresentaram uma redugéo

eficiente de viabilidade celular, enquanto o veiculo NLS ndo mostrou grandes
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reducdes nesse quesito, podendo distinguir assim o efeito toxico do farmaco
Docetaxel sobre as células. Comparando a linhagem tumoral e ndo tumoral,
podemos inferir que o tratamento foi muito mais nocivo na linhagem AGS do que
em fibroblasto, mostrando um resultado satisfatorio para o tratamento da

linhagem tumoral.

Foram calculados os ICs0 de NLS-DTX e DTX nos trés tempos estudados
nas linhagens de AGS e Fibroblasto (Tabela 4), porém em alguns tempos nao
foi possivel ter uma concentracdo determinada porque o ICso ficou fora do
intervalo das concentragdes testadas. Em 24 h na linhagem AGS, o ICso0 de NLS-
DTX foi de 12,23 pg/mL (24 h) e para DTX né&o foi possivel ter uma concentragdo
determinada, pois o0 IC50 estava fora da faixa das concentracfes testadas, acima
de 100 pg/ml. Nao foi possivel calcular o IC50 de NLS -DTX e DTXem 48 he 72
h, pois nesses momentos as doses testadas causaram uma reducao abaixo de
50%, o que indica um ICs0 menor que 0,0001 pg/ml. NLS-DTX apresentou maior
citotoxicidade contra células cancerigenas, demonstrando um valor de ICs0
menor que a concentracdo de DTX, apds 24 h de tratamento. Assim, conclui-se
gue o NLS-DTX foi mais eficaz. Esses resultados estdo de acordo com estudos
anteriores que mostraram que a citotoxicidade de nanoparticulas a base de
lipidios carregadas com drogas foi maior do que a de drogas livres (WANG et al.
2011; VAN EERDEN et al. 2020; JOSHI & BADGWELL 2021; HOLSATER et al.
2022). O mecanismo mais eficaz de citotoxicidade do NLS-DTX pode ser devido
a sua rapida absorcdo e alta permeabilidade, o que permite o acumulo de

nanoparticulas intracelulares (da ROCHA et al. 2020).

2

Segundo a American Type Culture Collection (ATCC), o “doubling time’
da linhagem AGS é de 20 h. Mas existem divergéncias na literatura sobre o
tempo de duplicagdo dessa linhagem: alguns autores sugerem em 22h
(COWLEY et al, 2014), em 24 h (MATOZAKI et al, 1992) e em 24.16 +/- 0.07 h
(NIAPOUR et al, 2022). O que possivelmente é a causa da drastica reducao da
viabilidade apd6s o tempo de 24h, indicando uma melhor agdo do farmaco
docetaxel apOs esse periodo, devido ao seu modo de acdo, que inibe o

crescimento celular no momento da divisao celular.
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Tabela 5 — Concentracdo inibitéria de 50% das NLS-DTX e DTX na

linhagem AGS e Fibroblasto nos tempos de 24, 48 e 72 h.

TEMPO
AGS FIBROBLASTO
NLS-DTX DTX NLS-DTX DTX
24 horas 12,23 pg/mi > 100 pg/ml > 100 pg/ml > 100 pg/ml
48 horas <100 pg/mi <100 pg/mi > 100 pg/ml > 100 pg/ml
72 horas <100 pg/mi <100 pg/mi > 100 pg/ml > 100 pg/ml

Estudos realizados com a mesma formulacdo de NLS-DTX em linhagens
de cancer de ovario A2780, onde os valores de ICs0 das NLS-DTX foi de 129,1
ng/ml (24h) e 9,58 ng/mi(48h) e do DTX foi de 350,3 ng/ml (24h) e <1ng/mL
(48h), e de cancer de mama 4T1, onde os valores de ICs0 das NLS-DTX foi de
0,08 ug/mL (24h) e 0,01 ug/mL (48 h) e do DTX livre foi de 10 ug/mL (24 h) e 0,3
pg/mL (48 h), indicando que a citotoxicidade € tempo e dose dependente
(ANDRADE, 2018; DA ROCHA et al., 2020).

Podemos observar também, que a NLS-DTX mostrou maior citotoxicidade
contra células cancerigenas (DA ROCHA et al., 2020). Estando de acordo com
resultados de estudos anteriores, que mostraram que a citotoxicidade das
nanoparticulas a base de lipidios € maior que a dos farmacos livres (XU et al.,
2009; SANNA et al., 2011; WANG et al., 2011; ZHU et al., 2016; QURESHI et
al.,, 2017). Através dos estudos citados, podemos inferir também que a
composicao da NLS é biocompativel, reduzindo a viabilidade celular somente na
maior concentragdo, como também foi demonstrado no presente estudo com

células da linhagem AGS.
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4.2 Avaliacdo da capacidade de formacdo de colonias das

células tratadas com as NLS-DTX

Através desse ensaio, foi possivel observar que as células nao tratadas e
as tratadas com NLS, aderiram em todo o poc¢o formando diversas colonias, de
variados tamanhos, muitas vezes nao sendo possivel delimitar as colbnias
(Figura 19). O tratamento com NLS aumentou a quantidade de células
comparadas com o controle, ocorrendo formacdo de coldnias fortemente
coradas. As células que receberam tratamento das NLS-DTX e do DTX quase
nao formaram colbnias e tiveram a morfologia das células alteradas (Figura 20).
Podemos constatar que o tratamento com NLS-DTX e o DTX ndo mantém a

capacidade das células proliferarem e pode inibir a formacéo de colbnia.

Figura 19: Efeito do tratamento com NLS-DTX na inibicdo de formac&o de coldnias das
células AGS. As células AGS foram tratadas com 10 pg/ml de NLS-DTX e DTX por 24 h.
Imagens foram obtidas em estereoscopio no aumento de 5 X.
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Figura 20: Efeito do tratamento com NLS-DTX na inibicdo de formac&o de coldnias das
células AGS. As células AGS foram tratadas com 10 pg/ml de NLS-DTX e DTX por 24 h.
Imagens foram obtidas no Microscopio EVOS, com aumento de 10x e 20x. As setas mostram
células isoladas ap0s o tratamento.
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O ensaio de formacao de colbnias € um ensaio in vitro de sobrevivéncia
de células com base na capacidade de células individuais crescerem em
coldnias. E um ensaio padrdo para determinar a morte celular reprodutiva apos
tratamento com radiacdo ionizante ou agentes quimioterapicos (BRASELMANN
et al., 2015). Durante a progressédo de um tumor, diferentes subpopulacdes de
células com capacidade de resistir a um determinado tratamento podem surgir e
se expandir, e essa parcela de células pode ser proveniente tanto da expansao
clonal de uma Unica subpopulacdo da massa tumoral, quanto de varias
populacdes sub clonais diferentes (SPENCER et al, 2009; SHARMA et al, 2010;
HOLOHAN et al, 2013).

Conceitualmente, uma colbnia gerada in vitro a partir de célula Unica
deveria ser composta por células-filhas geneticamente e fenotipicamente
idénticas a célula de origem (SHARMA et al, 2010). No entanto, diversos outros
processos influenciam o fendtipo de resisténcia, levando a fendtipos
heterogéneos mesmo em células com gendtipos idénticos. Assim, para 0 mesmo
tratamento, diferentes células podem responder de forma heterogénea
(SPENCER et al, 2009).

4.3 Morfologia das células AGS

Durante o acompanhamento do desenvolvimento da cultura celular de
AGS, através de observacao diaria em microscopio invertido, observou-se que
essa linhagem cresce de maneira desorganizada com aglomeracdes, divisdes
heterogéneas e com ciclo celular flutuando em torno de 22 h. Na andlise das
células AGS por contraste de fase foi possivel observar que o tratamento
realizado com 10 pg/ml de NLS-DTX e DTX apresentou diferencas morfolégicas,

guando comparadas com o grupo sem tratamento (Figura 21).
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Figura 21 - Altera¢c8es morfoldgicas das células AGS em Contraste de Fase apds 24 h de
tratamento. (A-B) - Controle sem tratamento aumento de 10x e 20x, respectivamente. (C-D) -
NLS aumento de 10x e 20x, respectivamente; (E-F) NLS-DTX aumento de 10x e 20x,
respectivamente; (G-H) DTX aumento de 10x e 20x, respectivamente. As alteragdes
morfolégicas foram analisadas sob microscépio de luz. As setas apontam células com morfologia
arredondadas, sugerindo perda das adesdes.
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ApoOs a exposicao aos tratamentos de NLS-DTX e DTX, as células ficaram
com o formato mais arredondado e mantiveram um menor niumero de células
aderidas. As células que foram expostas ao NLS, apresentaram um aumento na
sua populacao, sem alteracdo da sua forma caracteristica quando comparada
ao controle, embora tenham algumas células flutuando no poco, possivelmente

devido a alta confluéncia.

As células sem tratamento, possuem uma superficie celular com varias
projecdes citoplasmaticas, como podemos ver atravées da Microscopia Eletronica
de Varredura (Figura 22). Isso indicou que o DTX causou resposta ao estresse
das células com a sua exposicdo e o microambiente local das células foram
alterados. Mudancas no aspecto morfoldgico séo sinais de que as células sofrem
de estresse e/ou estdo em processo de morte. ApGs a exposicao aos tratamentos
de NLS-DTX, as células perderam as projecfes citoplasmaticas, houve um
aumento de volume, ficaram com o formato mais arredondado e mantiveram um

menor nimero de células aderidas.
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Figura 22 - Micrografia da linhagem AGS por Microscopia Eletrénica de Varredura.
Controle: células de adenocarcinoma gastrico AGS. NLS-DTX: células de adenocarcinoma
gastrico tratadas com NLS-DTX na concentracdo de 10ug/ml por 24 h. As setas apontam células
com morfologia arredondadas indicando perda das adesfes citoplasmaticas. Aumentos de

170X, 1000X e 8.000X.
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Estudos realizados em nosso grupo, avaliaram o efeito da NLS-DTX, em
linhagem celular 4T1 e MDA-MB-231, e comprovaram as mudancgas na
morfologia e adeséo destas células durante o tratamento (DA ROCHA et al,
2020; PAIVA et al, 2022). Em células de cancer de ovario, o DTX pode
efetivamente inibir a formacéo de pseudopodes celulares , impedir a direcédo
entre as células, reduzir a area de extensdo celular e tornar as células
malformadas (HOU et al, 2021b).

4.4 Atividade de NLS-DTX sobre os microtubulos de
células AGS

Os componentes mais importantes do citoesqueleto eucariético sao os
microtUbulos, que sdo conhecidos por desempenhar papéis importantes na
divisdo celular, migracéo, sinalizacdo e trafego intracelular e, portanto, sao
importantes mediadores da proliferacéo de células cancerigenas e processos de
metastase.

O docetaxel induz a hiper estabilizagdo dos microtubulos se ligando a (3-
tubulina das células. Essa ligacao, faz como que os microtubulos se tornem mais
estaveis, bloqueando o ciclo de divisdo da célula. Para confirmar se o DTX
continua a sua funcdo antimitética mesmo apdés a sua encapsulagdo, foi
realizado uma imunomarcacgao com B-Tubulina nas células de AGS tratadas com
10 pg/ml de NLS-DTX e DTX, NLS no volume correspondente ou meio de cultura
(controle) por 24 h.

As células AGS néo tratadas possuem o citoesqueleto integro, com a rede
de microtdbulos organizados, extensos e distribuidos por toda a célula. As
células tratadas com NLS apresentam morfologia semelhante com as nao
tratadas, mantendo o citoesqueleto integro e os microtibulos organizados
(Figura 23). Nas células tratadas com NLS-DTX e DTX é possivel visualizar que
efeitos semelhantes, causando a desestruturagdo do citoesqueleto,
deformacdes celulares, microtubulos desorganizados e estabilizados ao redor do
citoplasma, sugerindo uma alteracéo na dindmica dos microtibulos ocasionada
pelo DTX conforme ja relatado em estudos anteriores (QIU et al., 2017; DA
ROCHA et al, 2020, PAIVA et al, 2022).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/pseudopodia
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Figura 23 - Ensaio de imunofluorescéncia de células AGS mostrando os efeitos causados
ap6s os tratamentos na organizacdo dos microtibulos. As células foram imunomarcadas
com anticorpo anti-B-tubulina (verde), DNA das células foi marcado com DAPI (azul) e
combinados (sobreposicdo), para células AGS nao tratadas ou tratadas com NLS, NLS-DTX ou
DTX 10 pg/mL por 24 h. As setas mostram a desorganiza¢do dos microtubulos.
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4.5 ZExpressdo de B - Catenina

Também foram realizados ensaios com B-catenina, molécula envolvida
em mecanismos de homeostase de células maduras (diferenciacéo, polarizacéo
e migracao celular). A crescente busca por biomarcadores envolvidos na
carcinogénese gastrica, € de grande importdncia na pesquisa oncoldgica
(MORIN 1999; HIREMATH ET AL. 2022).

As células AGS nao tratadas tém [(B-catenina intacta e distribuida por toda
a célula (Figura 24). As células tratadas com NLS tém morfologia semelhante as
ndo tratadas, mantendo a B-catenina intacta e organizada. Em células tratadas
com NLS-DTX e DTX é possivel visualizar efeitos semelhantes, causando
rompimento da membrana, deformacdes celulares, perda de adeséo, presenca
de B-catenina acumulada em pontos ao redor do nucleo, sugerindo alteracdo na
estrutura celular causada pela DTX. Alguns estudos indicam que altera¢des nos
niveis de expressdao de [-catenina estdo associadas a caracteristicas
morfolégicas agressivas e mau prognéstico em pacientes com cancer
(ANTHONY ET AL. 2020; LEI ET AL. 2022).
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B-CATENINA DAPI SOBREPOSICAO

Figura 24 - Ensaio de imunofluorescéncia de células AGS mostrando os efeitos causados
apo6s os tratamentos na organizagcao da B-Catenina. As células foram imunomarcadas com
anticorpo anti-B-Catenina (verde), DNA das células foi marcado com DAPI (azul) e combinados
(sobreposicdo), para células AGS néo tratadas ou tratadas com NLS, NLS-DTX ou DTX 10 pg/mL
por 24 h. As setas mostram a desorganizacao da (3-Catenina.
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A via de sinalizagao Wnt/B-catenina € conhecida como a via candnica e
sua fungao é regular a atividade nuclear da -catenina na transcricao génica e
subsequente expressdo proteica (ANTHONY ET AL. 2020; YU ET AL. 2021).
Esta via estd frequentemente envolvida na carcinogénese gastrica, e varias
proteinas podem sofrer mutacdes ou serem expressas de forma atipica no tecido
do tumor géastrico (ANTHONY ET AL. 2020; LEI ET AL. 2022). Foi visto que a
desregulacéo citosdlica da proteina beta-catenina esta diretamente relacionada
ao desenvolvimento de neoplasias (LECARPENTIER ET AL. 2019;
CHATTERJEE ET AL. 2022).

4.6 Insaio de Wound Healing

Um dos mecanismos mais importantes para o desenvolvimento e
manutencdo de organismos multicelulares é a motilidade de células de um local
para outro. Evento esse, que pode ocorrer, de maneira individual ou em grupo
de células (RORTH, 2009; YAMADA E SIXT, 2019). Esse mesmo mecanismo,
permite que células neoplasicas se desprendam do tumor primario e migrem
para 0 seu sitio metastatico, atraves dos vasos sanguineos e linfaticos
propiciando o aparecimento de metastases. Esse evento desencadeia uma série
de processos celulares, entre eles: adesdo, migracao, invasao e proliferacao.

O processo de migracdo eventualmente ocorre em respostas a sinais
quimicos, como: reparacao de feridas, diferenciacdo celular, desenvolvimento
embrionario e metastase tumoral (VICENTE-MANZANARES & HORWITZ,
2011).

O ensaio de migracao celular in vitro se apresenta como um método capaz
de fornecer dados sobre a capacidade de migracdo de modelos celulares de
células aderentes. Sendo baseado na observacdo da movimentacéo das células
da borda que, apés a criagcdo de uma lacuna artificial, chamada de "risco”, em
uma monocamada celular confluente, se moverdo em direcdo a abertura para
fechar o "risco" até que novos contatos célula-célula sejam estabelecidos
novamente. O processo de inibicdo da migracdo das células e direcéo a regiao
raspada in vitro mimetiza a inibicdo do processo de migracao in vivo e fornece
dados iniciais sobre a interferéncia da droga no processo metastatico tipico de
tumores malignos (LIANG et al., 2007).
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Esse ensaio teve como objetivo observar de maneira qualitativa, a
imagem apos a regido raspada ser submetida aos tratamentos com as NLS-DTX,
DTX na concentragéo estabelecidas de 10 pl/ml, a NLS em volume equivalente
e grupo controle. Submetidos a quatro condicdes: presenca de 1% ou 10% de
SFB, presenca de 1% + 1uM de colchicina ou 10% de SFB + 1uM de colchicina.
Permitindo a visualizagdo dos principais eventos relacionados a migragao:
polarizacdo celular, reorganizacdo do citoesqueleto, dindmica de adesao,
direcionalidade e velocidade da recuperacao da leséo.

Em 24 h apds a lesédo, podemos observar que ambas dos tratamentos
com NLS-DTX e DTX foram capazes de inibir a migracéo celular com a presenca
de 1% ou 10% de SFB, e com a auséncia ou presenca de colchicina, causando
mudancas nas formas das células e na diminuicao de células aderidas.

No grupo controle e com a presenca de NLS, houve um aumento na
proliferacdo celular e migragdo no tratamento com 10% de SFB, as células
localizadas nas bordas da ranhura migraram em conjunto na direcdo da borda
oposta, na tentativa de ocupar o espaco vazio. Com o SFB a 1%, houve uma
diminuicdo da velocidade de migracdo, mas ndo sendo prejudicada a estrutura
da célula, apresentando o0 mesmo padrédo da SFB a 10%.

Na presencga de colchicina, houve uma diminuicdo das células aderidas e
sua morfologia tornou-se mais arredondada, possivelmente pela acdo da
colchicina na rede de microtubulos, mesmo assim, ainda houve recuperacao

celular do que os tratamentos com a presenca do Docetaxel.
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Figura 25. Ensaio de Migrac&o Celular em Células AGS por 24h. Controle (1% SFB, 10%
SFB, 1% SFB + colchicina, 10% SFB + colchicina); NLS (1% SFB, 10% SFB, 1% SFB +
colchicina, 10% SFB + colchicina); NLS-DTX ((1% SFB, 10% SFB, 1% SFB + colchicina, 10%
SFB + colchicina) e DTX ((1% SFB, 10% SFB, 1% SFB + colchicina, 10% SFB + colchicina). As
células foram tratadas com NLS, NLS-DTX, DTX 10 pg/ml por 24h.
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Em 48h apds a leséo, os tratamentos com NLS-DTX e DTX foram capazes
de inibir a migragao celular em todas as quatro situagbes, havendo uma
diminuicAo mais significativa na presenca da colchicina, que pode ter
intensificado a acdo sobre os microtubulos, aumentando a falha em se fixar e
segregar corretamente os cromossomos interrompendo o ciclo celular. Embora
a colchicina néao seja utilizada clinicamente no tratamento de cancer, por causa
da sua elevada toxicidade, os quimioterapicos retardam a migragéo celular para

cobrir a ranhura em todos os tempos e situacdes analisadas.

Nos tratamentos com NLS e o grupo controle, houve recuperagéo total da
ranhura na presenca de 10% de SFB. Com o SFB a 1%, houve diminui¢do da
velocidade de cobertura da ranhura, mas as células ainda apresentam estrutura
similar ao SFB a 10%. Na presenca de colchicina, as células tiveram a sua
morfologia alterada, mas ainda conseguiram avancar, de forma individual, para

onde a ranhura havia sido realizada.
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Figura 26. Ensaio de Migrac&o Celular em Células AGS por 48h. Controle (1% SFB, 10%
SFB, 1% SFB + colchicina, 10% SFB + colchicina); NLS (1% SFB, 10% SFB, 1% SFB +
colchicina, 10% SFB + colchicina); NLS-DTX ((1% SFB, 10% SFB, 1% SFB + colchicina, 10%
SFB + colchicina) e DTX ((1% SFB, 10% SFB, 1% SFB + colchicina, 10% SFB + colchicina). As
células foram tratadas com NLS, NLS-DTX, DTX 10 pg/ml por 48h.
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Para que a migracdo ocorra de forma eficiente, € necessario que as
células sejam capazes de se adaptar ao ambiente que as cerca. Portanto, para
controlar comportamentos coletivos, € necesséario primeiro determinar quais
comportamentos celulares individuais contribuem para a resposta coletiva e, em
seguida, definir suas contribuicdes relativas, de modo que a terapia seja
projetada para atingir o0s comportamentos mais significativos da maneira mais
eficaz. Podemos concluir com esse ensaio, que a presenca da colchicina
mostrou-se mais eficiente na inibicdo da migracao celular do que a reducéo de
SFB.

O baixo custo, a versatilidade e a simplicidade que envolve a realizacao
deste ensaio, permite a sua ampla utilizacdo para a testagem de novas
moléculas antineoplasicas. Podendo ser utilizado para estudos de angiogénese,
metastase, resposta imune e mecanismos ligados a migragdo celular como

polarizagéo, remodelamento da matriz e citoesqueleto.
4.7 Proliferacdo Celular CFSE

Na andlise de proliferacdo das células, estas foram marcadas com o
marcador CFSE, composto fluorescente e permeavel a membrana que se
caracteriza por interagir com aminas citoplasméaticas. Este marcador entra
passivamente nas células viaveis e, depois de ser clivado por esterases
citoplasmaticas se torna fluorescente. Assim, a cada divisdo a célula divide seu
conteudo fluorescente com a célula-filha, de maneira que a cada geracédo ha

metade da fluorescéncia da geracdo anterior. Dessa forma € possivel

acompanhar a taxa de proliferacédo de células em cultura.

Em 24 h de exposi¢cdo com CFSE, as células de AGS tratadas com NLS-
DTX apresentaram 88% de intensidade de fluorescéncia enquanto o DTX
apresentou 86% de fluorescéncia, evidenciando a perda da capacidade de
proliferacéo celular (Figura 27). Ja a célula AGS controle e o tratamento com
NLS tiveram 44,25% e 44, 95%, respectivamente, evidenciando a perda da

fluorescéncia através da divisao celular.
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Figura 27: Proliferacéo Celular de AGS por CFSE em 24 h. (A) Histogramas de proliferacédo
celular por CFSE 24h. (B) Intensidade de fluorescéncia por 24h. As células foram tratadas com
NLS, NLS-DTX, DTX 10 pg/ml por 24h. A colchicina foi usada como controle. Os dados s&o
expressos como média * erro padrdo da média (**p < 0,01).

Em 48h exposicdo com CFSE (Figura 28), as células de AGS tratadas
com NLS-DTX e DTX apresentaram 22% e 23%, respectivamente, a perda de
fluorescéncia desses tratamentos, demonstram que houve perda da capacidade
de proliferacdo celular, pelo que podemos confirmar pelos outros testes deste
trabalho, que os tratamentos causam perda da viabilidade celular. J& os
tratamentos com NLS e controle, apresentaram 5,5% e 14 %, respectivamente,
evidenciando a proliferacdo celular conforme veremos a seguir no teste de Real

time Cell Analysis.
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Figura 28: Proliferacéo Celular de AGS por CFSE em 48 h. (A) Histogramas de proliferacédo
celular por CFSE 48h. (B) Intensidade de fluorescéncia por 48h. As células foram tratadas com
NLS, NLS-DTX, DTX 10 pg/ml por 48h. A colchicina foi usada como controle. Os dados séo
expressos como média * erro padrdo da média (****p < 0,0001).

A acao citotdéxica do DTX surge da interrup¢do da rede microtubular, que
€ fundamental para a atividade mitética, proliferacéo e sobrevivéncia celular. Em
varios estudos envolvendo NLS associadas ao DTX, demonstraram o efeito
inibitério sobre a proliferacdo em diversos tipos celulares, onde foi notado o
potencial citotoxico e apoptético do tratamento, levando a inibicdo do
crescimento do tumor existente, bem como a prevencao da formacao de novos
tumores (ZHANG et al, 2010; KIM et al, 2019; KOTHARI et al, 2019; DA ROCHA

et al, 2020).
4.8 Proliferacdo Celular por “Real -Time Cell Analysis”

O ensaio de RTCA (“Real time cell analysis”) consiste em um método de
analise de células em tempo real e é uma técnica baseada em eletrodos de
impedancia e microssensores. O sistema RTCA permite monitoramento
continuo, em tempo real e continuo da adesdo, morfologia, migracdo e taxa de
proliferacéao celular. O indice celular € a representacdo da interacéo das células
com um eletrodo de ouro no fundo da placa, no caso da E-plate (placa de

proliferagéo) e na face inferior na CIM-Plate (placa de migracéo), e a correlacao
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com a impedancia. As leituras eletronicas mudam a medida que as células se
conectam ou se desconectam dos eletrodos de superficie, produzindo uma
alteracdo na impedancia que é calculada através de algoritmos matematico e
plotada como valores do indice celular (“Cell Index”). Ha uma correlagao direta
entre o numero de células conectadas e a leitura do indice celular no
equipamento e vice-versa. Essa leitura de impedéancia pode ser afetada pela
qualidade das interacdes celulares e pelas propriedades aderentes entre cada

célula e os eletrodos.

O teste de proliferacéo exp0ds diferencas significativas dos grupos de NLS-
DTX e DTX em comparacao ao controle (Figura 29). A atividade antiproliferativa
do docetaxel é mais expressiva apdos 30 h de exposicdo. Esses dados
corroboram com os testes de viabilidade com MTT, de proliferacdo com CFSE e

0s ensaios morfologicos, indicando reducédo na densidade celular e perda de

viabilidade.
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Figura 29: Perfil de proliferacdo de células de adenocarcinoma gastrico em RTCA. O
ensaio de proliferacdo e adesdo celular de RTCA foi realizado durante o tratamento com
nanoparticulas lipidicas sélidas associadas ao docetaxel, docetaxel livre e nanoparticulas
lipidicas sélidas.
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5 CONCLUSOES

O docetaxel (DTX) € um dos agentes anticancerigenos mais utilizados,
durante décadas tem demonstrado eficacia terapéutica promissora, com ampla
aplicacao no tratamento de diversos tipos de cancer. Atua em varios processos
celulares afetando varios estagios de adeséao, proliferacdo, migracéo e invasao
celular, que sdo dependentes de mudancgas dinamicas na polimerizacado e
despolimerizacdo dos microtlbulos (principal mecanismo envolvido no efeito
antitumoral da Docetaxel).

Docetaxel apresenta varios problemas em relacéo a entrega aos tecidos-
alvos, mas pode-se superar essas barreiras através de sistemas de entrega de
drogas, que podem melhorar o desempenho terapéutico do medicamento de
varias maneiras. Os resultados aqui apresentados e discutidos, podem contribuir
para um melhor direcionamento, através do uso da NLS-DTX, que possam

reduzir os efeitos colaterais toxicos e indesejaveis do docetaxel.
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CAPITULO Il = INTERNALIZACAO

1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, tem sido enfatizado as vantagens ao uso de
nanomateriais para formular sistemas de liberacéo de farmacos (XU et al, 2022).
Os nanomateriais foram utilizados em muitos experimentos devido a sua
capacidade de melhorar a solubilidade do farmaco, permitir o direcionamento
alvo especifico, reduzir a toxicidade sistémica e aumentar a captacao celular de
drogas encapsuladas (WANG et al, 2021; XU et al, 2022). O conhecimento das
vias de internalizacdo celular e o trafego celular € uma importante area de
investigagéo para garantir o maximo efeito terapéutico das drogas encapsuladas
(DONAHUE et al, 2019).

Tem-se a prerrogativa que 0S nanomateriais permitam superar as
limitagBes da entrega convencional de farmacos comumente utilizados, o que
melhoraria os diagnosticos de doencas e a especificidade do tratamento (WANG
et al, 2021; ULLDEMOLINS et al, 2021). Compostos de varias naturezas podem
ser interiorizados por células por dois mecanismos gerais: mecanismos
passivos, nos quais a forca motriz é o gradiente eletroquimico dos compostos e
ndo h& gasto de energia no processo, € mecanismos ativos, nos quais €
necessario gasto de energia da célula para a interiorizacdo do composto (DAVIS
et al, 2008; JOHNSON et al., 2017; RENNICK et al, 2021). Em principio, existem
duas principais portas de entrada de materiais na célula, ou seja, fusdo direta
com a membrana plasmatica e endocitose (TASHIMA, 2018; RENNICK et al,
2021).

A captacdo de liquidos ou macromoléculas pela célula, denominada
endocitose, ocorre por meio de dois mecanismos fundamentais. Determinadas
moléculas pequenas sao captadas por invaginacdes da membrana plasmatica
denominadas cavéolas. Ja a captacdo de moléculas maiores ocorre apos a
ligacdo a determinados receptores de membrana; a internalizagéo ocorre por um

processo de invaginacdo da membrana impulsionado por uma matriz intracelular
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de proteinas denominadas clatrinas (DONAHUE et al, 2019; RENNICK et al,
2021).

As Nanoparticulas (NPs) a base de lipidios tém uma série de beneficios,
como a alta disponibilidade, o aumento da permeabilidade da membrana, o
aumento da capacidade de solubilizacao, inibicdo dos transportadores de efluxo,
reducdo da atividade enzimética e capacidade de transportar grandes cargas
Uteis ( DAVIS et al, 2008; SHI et al, 2017; FENTON et al, 2018; HOU et al, 2021,
MITCHELL et al, 2021; ULLDEMOLINS et al, 2021; XU et al, 2022,). Devido as
suas propriedades fisico-quimicas, as NPs lipidicas s&o engolfadas
eficientemente pelas células utilizando as vias de endocitose (DUAN et al, 2020;
HOU et al, 2021). Também foi constatado que as NPs interagem com a
membrana celular, através de seus receptores de membrana reconhece
proteinas e outras biomoléculas ligadas a superficie NP (FRTUS et al, 2020;
DAWSON & YAN, 2021; Ll et al, 2021; ONISHCHENKO et al, 2021).

Em um tratamento quimioterapico é desejado que a droga utilizada cause
morte celular programada, evitando dessa forma respostas inflamatérias
sistémicas como efeitos colaterais (SHI et al, 2017; WANG et al, 2021;
ULLDEMOLINS et al, 2021). No entanto, uma molécula pode induzir respostas
celulares diferentes quando carreadas em nanoparticulas, tornando necessario
o estudo das vias de morte celular desencadeadas pela combinacdo
droga/carreador. A interiorizacdo de uma molécula contida em nanocarreadores
também pode ser diferente ou até mesmo ndo ocorrer, 0 que afeta diretamente
sua eficiéncia (SHI et al, 2017; WANG et al, 2021; ULLDEMOLINS et al, 2021).

E essencial estudar como ocorre a endocitose em células submetidas a
tratamento farmacolégico, pois 0 meio do processo endocitico que ocorre a
interiorizacdo de compostos cujo mecanismo de acdo exige o direcionamento a
compartimentos intracelulares, com o processamento lisossomal (AKINC &
BATTAGLIA, 2013; UZHYTCHAK et al, 2023). Principalmente, porque a
liberacdo de certas drogas carreadas por nanoparticulas € mediada pela
mudanca de pH no ambiente celular, tal como a acidez no interior de tumores
sélidos e das organelas endossomos e lisossomos (BHASKAR & LIM, 2017;
UZHYTCHAK et al, 2023).
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Também é valido ressaltar que o direcionamento de nanoparticulas aos
lisossomos, embora seja crucial para a liberag&o de certas drogas no citoplasma,
pode fazer como que este processo seja mais lento, quando comparado com a
internalizacdo de drogas néo direcionadas aos lisossomos (DURBIN et al, 2018;
UZHYTCHAK et al, 2023).
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2. OBJETIVO

2.1 Geral

Este trabalho teve como objetivo avaliar a internalizacdo celular das
Nanoparticulas Lipidicas Sdlidas associadas ao Docetaxel em linhagem celular

de adenocarcinoma gastrica (AGS).

2.2 Especificos

e Verificar a dindmica de internalizacdo da NLS-AIPc ao longo de 24h;
e Verificar a via de internalizacdo das NLS-DTX;

e Verificar a internalizacdo celular das nanoparticulas qualitativamente.
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3. MATERIAL F METODOS

3.1 Andlise das células AGS por Microscopia Eletrénica
de Transmissdo (MET)

Para visualizar a ultraestrutura e a internalizacdo das nanoparticulas, as
células AGS foram analisadas em Microscépio Eletrénico de Transmissdo
(MET). Foram semeadas 1x10° células AGS em placa de 6 poc¢os. Apds adeséo,
as células foram tratadas por 3 e 6 h com 10 pug/ml de NLS-DTX ou apenas o
meio de cultura (controle). As células foram entdo centrifugadas e lavadas para
a retirada do meio de cultura. Logo em seguida, foram fixadas em solucéo
Karnovsky (2% de paraformaldeido, 2% de glutaraldeido em tampéao cacodilato
de sédio 0,1M, pH 7.2) a 4°C por aproximadamente 12 h e pdos-fixadas por 30
min em tetroxido de désmio 2%, ferricianeto de potassio 1,6% em tampdao
cacodilato de sédio 0,2M, pH 7.2. Apés essa etapa, foi realizada a contrastacdo
em solucdo aquosa de acetato de uranila 0,5% por 24 h. A seguir o material foi
desidratado em série de acetona (30-100%) e embebido em resina Spurr’s.
Cortes ultrafinos obtidos em ultramicrétomo (Leica Microsystems, Austria) foram
contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo, e posteriormente
analisados e fotografados em Microscopio Eletrbnico de Transmissao (JEOL
JEM-1011, JEOL, Japan).

3.2  Fnsaio de internalizacdo com NLS- AIPc

Para analisar o padrao de internalizacdo das NLS nas células AGS foi feita
a associacdo da NLS-Branca com cloreto de aluminio-ftalocianina, uma
substancia que apresenta um alto coeficiente de emissdo espectral na faixa de
comprimentos de onda 650-850 nm, correspondendo ao intervalo da regido do
vermelho visivel. O docetaxel por ndo ser uma molécula fluorescente impede
este tipo de andlise. Portanto, essa formulacao foi feita exclusivamente para este
e para o experimento de avaliagdo das vias de internalizacdo da NLS. A andlise
por citometria de fluxo das células tratadas com NLS-AIPc (30 mM) permite a
identificacdo e quantificacdo de subpopulacdes de células que internalizaram

e/ou tenham nanoparticulas presentes na sua membrana e passam a apresentar
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fluorescéncia em seu interior e em sua membrana. A concentracdo de 3 x10°
células AGS foi cultivada em placas de 24 pocos. Apés 24 horas, as células
receberam NLS- AlPc diluido em meio de cultivo. O po¢o que ndo recebeu o
tratamento teve seu meio de cultivo trocado por um meio de cultivo novo. Os
tempos de incubacdo com a NLS- AlPc foram: 0 min, 30 min, 1h, 3h, 6h, 9h, 15h,
18h, 21h e 24h. Decorrido o tempo de tratamento, 0 meio com tratamento foi
retirado, as células foram lavadas com 1mL de PBS e desaderidas com 200 uL
de tripsina 0,25%. As células foram centrifugadas e o sobrenadante foi
descartado. Foram adicionados 500 pL de PBS nas células. A analise foi feita no
citbmetro FACSCalibur com o auxilio do software CellQuest-Pro. As analises
foram feitas a partir de trés experimentos independentes.

3.3 Vias de Internalizacdo

Neste experimento, foi verificado por qual via de endocitose as NLS- AlPc
sao interiorizadas pelas células AGS. As células foram plagueadas 3 x10° em
placas de 12 pocos e ap06s 24 h o meio foi removido e o inibidor de endocitose
foi adicionado por 1 h. Os inibidores utilizados foram: Filipina (1 pg/mL) e
Nistatina (20 pg/mL) que bloqueiam a endocitose mediada por caveolinas;
Amilorida (0,2 mM) e Citocalasina D (1 uM) que inibem a macropinocitose e 6xido
de fenilarsina (0,2 uM) que inibe vias mediadas por clatrina (FILIPA, 2016). Apés,
as células receberam tratamento com NLS- AlPc (30 uM) por 2 h. Para cada
tratamento, foram mantidos controles sem incubagdo com os inibidores. As
células foram lavadas, tripsinizadas e centrifugadas. Estas foram analisadas por
citometria de fluxo FACSCalibur e 10.000 eventos foram contados por amostra.

Os resultados foram tratados pelo programa FlowJO.
3.4 Andlise Estatisticas

Os resultados experimentais obtidos estdo expressos em valores medios
com desvios-padrao. As analises foram feitas por meio de analise de variancia
(ANOVA) pelo software Graph Pad Prism®. O nivel de significancia adotado em
todos os testes foi de 95% (p < 0,05).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Andlise das células AGS por Microscopia Eletronica de

Transmissdo

Os conteudos e a posicao das organelas celulares também estéo sujeitos
a regulacdo. As vesiculas endossomais transportam o material internalizado
para o0s sitios intracelulares apropriados, ou direcionam materiais recém-
sintetizados para a superficie celular ou para uma organela-alvo. Nos ensaios de
3h e 6h podemos observar que o ndcleo permanece integro e as organelas em

tamanho e disposicdo no citoplasma, conforme observado na célula sem

tratamento (Figura 30).

Figura 30: Imagens Ultraestruturais de Células AGS tratadas com NLS-DTX 10 ug/ml: A)
AGS tratadas por 3 h, B) e C) AGS tratadas por 6 h. (N) nacleo; (M) Mitocéndria; (linha tracejada)
aglomerado de NLS-DTX no citoplasma,; as setas indicam extens@es na superficie da célula.

Morfologicamente, podemos notar que as células expostas ao NLS-DTX
por 24 h (Figura 31), apresentam aumento da densidade citoplasmatica e
agrupamento das organelas com consequente diminui¢cdo do volume; também
se observa a superficie celular irregular. O ndcleo apresenta contorno irregular,
onde podemos observar dobras e reentrancias da membrana nuclear. Durante o
processo apoptotico, o nucleo pode se romper em Varios fragmentos, através

das endonucleases que clivam DNA, produzindo fragmentos.
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Figura 31: Ultraestrutura de Células AGS tratadas com NLS-DTX 10 pg/ml por 24h:
Internalizacdo de NLS-DTX em lisossomos (L). (N) ndcleo; (M) Mitocdndria; as setas indicam
extensdes na superficie da célula.

Quando as células sao suprimidas de fatores de crescimento e sinais de
sobrevivéncia, ou sdo expostas a agentes que danificam o DNA, como por
exemplo, apds exposicdo a radiacdo e farmacos/drogas citotoxicas, Varios
sensores sdo ativados. A presenca de formacgéo de bolhas citoplasmaticas, e o
acumulo de quantidades alteradas de proteinas mal dobradas no citoplasma,

também apresentam caracteristicas de morte por apoptose.

E importante ressaltar que a funcéo celular pode ser perdida muito antes
da morte celular, e que as alteracdes morfoldégicas das células lesionadas (ou
mortas) instalam-se posteriormente a perda de funcdo e viabilidade celular.
Muitas evidéncias atuais sugerem que varios tipos de NPs se acumulam
substancialmente nos lisossomos (RENNICK et al, 2021). Podemos observar
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gue houve um aumento de acumulo nos lisossomos. Com esses dados em
maos, a andlise da possivel ligacdo entre as reacdes adversas a medicamentos

induzidas por nanomedicina e a disfuncéo lisossémica € oportuna.
3.2 Internalizacdo com NLS-AIPc

As células AGS foram tratadas com a formulagcéo de NLS-AIPc (30 uM de
ftalocianina) por 24 h e analise foi feita por citometria de fluxo, onde foi possivel

detectar a fluorescéncia do composto nas células (MUEHLMANN et al. 2015).

A partir do momento de 0,5 h foi possivel notar a presenca de particulas
fluorescentes nas células. A partir da 1h de exposicdo ao NLS-AIPc houve um
crescente aumento da fluorescéncia até as 9 h de experimento, onde ocorreu o
maior pico de fluorescéncia. A partir das 15h, houve um decaimento de

fluorescéncia, permanecendo constante até as 24h (Figura 32).
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Figura 32. Intensidade relativa de fluorescéncia das células AGS apds internalizacdo da
NLS-AIPc. O tempo de exposicdo é referente as horas em que as células ficaram expostas ao
tratamento com a NLS- AlPc. A analise foi feita por citometria de fluxo (comprimento de onda na
faixa de 650-850 nm.) Os dados representam a média + SEM de trés experimentos
independentes em triplicata.

3.3 Vias de Internalizacdo

Esse experimento visa analisar qual via de endocitose é responsavel pela
internalizacdo da NLS-AIPc. Foi utilizado como controle positivo as células
expostas a NLS-AIPc sem inibidores e como controle negativo as células que

nao foram expostas aos inibidores e nem a NLS-AIPc.
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A endocitose é um processo fisiologico que pode ser dividido em
fagocitose (realizada por macréfagos) e pinocitose (dividida em endocitose
mediada por clatrina, endocitose mediada por caveolina, macropinocitose ou
endocitose independente de clatrina e caveolina) (WANG et al, 2020). De acordo
com os resultados obtidos neste trabalho (Figura 33), ndo houve inibicédo
significativa das vias endociticas pelos inibidores utilizados. E mostrado na
literatura que cerca de 50% de toda a atividade endocitica € internalizada

independentemente da clatrina e da caveolina (OH et al, 2006).

Vias de Internalizac&o NLS-Ftalo

150=
<
.}
LL
()
o
S 1004 mm Controle
% 4°C
x B3 Filipina
k=) . .
g 50 =4 Nistadina
@ E= Amilorida
[ . .
€ Fenilarzina
Citocalasina D
0= 0 Azido

Figura 33 - Internalizagdo de NLS- AlPc por células AGS expostas a diferentes inibidores
de endocitose por 3 horas. Células AGS expostas a NLS- AlPc sem inibidores de endocitose
foram utilizadas como controle positivo Experimento realizado em triplicata.

A forma como as nanoparticulas séo internalizadas depende de uma série
de fatores, incluindo as propriedades fisico-quimicas dos nanomateriais e o
processo de endocitose realizada por cada tipo celular, diretamente ligada a
funcd@o que determinada célula desempenha em seu tecido de origem (SHETH
et al. 2020; SKOTLAND et al. 2020). Espera-se que este processo esteja
relacionado com o tipo celular, demonstrando que este € um processo célula-
dependente (MIAO et al. 2023).

Apenas no tratamento com 4°C houve reducéo de 50% na internalizacéo.

O comprometimento da producdo de energia, devido a baixa temperatura,
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diminui a producdo de ATP, consequentemente inibindo a endocitose
(ABUMANHAL-MASARWEH et al. 2019). A temperatura de 4°C tem efeito na
fluidez da membrana, fazendo com que os lipidios presentes na membrana se
compactam, tornando-os mais rigidos, o que desfavorece o fluxo através da
membrana (GIMONDI et al. 2023).
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5 CONCLUSAO

Muitos avancos em técnicas de citometria de fluxo e microscopia atraves
de sondas fluorescentes, possibilitaram uma melhor visualizacédo do processo de
endocitose nas células. Mas essas observagfes continuam a ser desafiadoras
devido a natureza complexa dos organismos, pela falta de informactes

especificas e sondas direcionadas.

A interpretacdo dos estudos de internalizagdo nem sempre foram diretas,
apesar de serem as ferramentas mais utilizadas, disponiveis e faceis de usar; os
inibidores carecem de especificidade para embasar a compreensdo dos
mecanismos endociticos em sua totalidade. As limitacfes incluem o uso de
diferentes modelos celulares que manifestam expressao diferencial, podendo ser
dependente do tipo de célula e podem afetar mais de uma via endocitica.

A compreensédo das interacdes nanoparticula-célula em nivel celular e
molecular é absolutamente necessaria, bem como estudar respostas

nanotoxicologicas crénicas e/ou tardias.
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CAPITULO lll = METABOLISMO

1. INTRODUCAO

O metabolismo celular representa uma rede de reac¢des bioquimicas que
convertem nutrientes em metabdlitos, as células geram energia e formam
macromoléculas (incluindo proteinas, glicose, aminoéacidos, lipidios, DNA e
RNA), necessarios para a manutencdo das funcdes celulares, sustentando o
crescimento celular e para minimizar o efeito redox que surgem do aumento da
atividade metabdlica associada a processos anabolicos. (RODRIGUEZ et al,
2020; BOROUGHS & BERARDINIS, 2021; KIM & LEE, 2021).

Os eventos celulares que promovem o crescimento, proliferacao celular
OuU mesmo senescéncia, necessitam de ajustes especificos dos niveis de energia
e vias metabdlicas, que sao coordenados com sinais externos e com a regulacao
do balanco energético (MARTINEZ-REYES & CHANDEL, 2021). Em condicdes
homeostéticas, nas células normais, a extensdo e a duracdo dessas reacfes

metabdlicas sdo limitadas.

Em contrapartida, as células alteradas acumulam alteracdes genéticas e
epigenéticas, que lhes permitem escapar dos controles baseados em sua
proliferagdo. Os genes envolvidos no processo carcinogénico, tanto o0s
oncogenes, quanto 0s supressores de tumor, possuem a capacidade de
influenciar a regulacdo metabdlica do organismo de alguma forma (VANDER
HEIDEN & DEBERARDINIS, 2017; KIM & LEE, 2021). Além disso, metabdlitos
selecionados ndo servem apenas como substratos para geracao de energia e
biomassa, mas também podem regular a expressdo de genes e proteinas e
influenciar o comportamento de células ndo transformadas nas proximidades do
tumor (BOEDTKJER & PEDERSEN, 2020).

O cancer pode surgir de diferentes tecidos e tipos de células com
caracteristicas metabdlicas distintas (CHEN et al, 2019). A identidade do tumor
pode ser determinada por fatores intrinsecos da célula, como as caracteristicas

das lesGes oncogénicas em transformacéo, o fendtipo metabdlico da célula de


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1097276520303191#bib113
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origem, e pela disponibilidade de metabdlitos em um ambiente tecidual
especifico (OLIVEIRA & URBANO, 2021). A combinacao desses fatores pode
ajudar a criar tumores com caracteristicas metabolicas distintas (FOSTER et al,
2018; ZANOTELLI et al., 2019). Dentro do mesmo tecido de origem, a expressao
de diferentes oncogenes pode levar a resultados metabolicos ndo apenas
diferentes, mas até mesmo opostos (PISKOUNOVA et al, 2015; TASDOGAN et
al, 2020).

Para garantir a proliferacdo e progressao tumoral, as células
cancerigenas, empregam uma variedade de adaptacdes metabdlicas, com a
finalidade de adquirir uma demanda continua de energia e nutrientes (LUNT &
VANDER HEIDEN, 2011; CHANDEL, 2021). Seu metabolismo é regulado para
aumentar a absorcdo de nutrientes, para fornecer carbono, nitrogénio, ATP e
NADPH para a producéo de lipidios, proteinas e nucleotideos necessarios para
duplicacdo celular (REINFELD et al, 2021; TRAN et al, 2021). De fato, as
mitocondrias sdo uma das principais organelas visadas pelos reguladores do
ciclo celular para garantir uma adaptacéo fisiolégica (SPINELLI & HAIGIS, 2018;
MARTINEZ-REYES et al, 2020; ZHU et al, 2021).

O bioquimico aleméo Otto Warburg estabeleceu pela primeira vez uma
conexao entre tumorigénese e a desregulacdo do metabolismo (WARBURG et
al, 1927). A adocéo do fendétipo invasivo por células transformadas eleva os
requisitos  de energia da célula, que geralmente exibem uma capacidade
aprimorada de absorver glicose do ambiente extracelular (ZANOTELLI et al.,
2019; KONDO et al, 2021). Nas ultimas décadas, com o avanco dos estudos em
mecanismos genéticos e epigenéticos, bem como o avanco de técnicas
modernas experimentais com o auxilio da tecnologia, houve um surgimento de
novas descobertas que mudaram o paradigma no metabolismo das células
cancerigenas ( PAVLOVA & THOMPSON, 2016 ).

E importante destacar que ndo apenas as células tumorais, mas também
as células normais presentes dentro do ambiente tumoral, bem como o equilibrio

metabdlico do organismo, podem ter efeitos no metabolismo do cancer,
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promovendo o acumulo e a disseminacao de células cancerigenas, reduzindo a
capacidade do sistema imunoldgico de neutralizar o crescimento tumoral e
contribuindo diretamente para a letalidade associada ao cancer (GUERRA et al,
2020).

Existem véarias evidéncias que indicam que a resposta imune esta
associada a modificagdes no metabolismo tecidual, incluindo a deplecdo de
nutrientes, aumento do consumo de oxigénio e geracao de nitrogénio reativo e
intermediarios de oxigénio (CHEN et al, 2020; HUANG et al, 2020; TERRY et al,
2020). A programacdo metabdlica da célula tumoral ndo soO influencia na
apresentacdo do antigeno e o reconhecimento da célula imune, mas também
pode afetar sua funcéo, levando a alteracdo da imunidade do tumor (LEONE &
POWELL, 2020).

Compreender como as adaptacdes metabdlicas das quais os tumores
dependem para promover essas mudangas e sustentar o crescimento, mesmo
em ambientes metabolicamente desfavoraveis, pode ajudar na construcdo de
novas combinacdes terapéuticas e, potencialmente, podem sinergizar com as
intervengdes terapéuticas existentes, como quimioterapia, inibidores

direcionados e abordagens de bloqueio do ponto de controle imunolégico.
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2 OBJETTVO

2.1 Geral

Compreender a dindmica do metabolismo e organelas celulares da
linhagem celular de adenocarcinoma géstrico tratadas com nanoparticulas

lipidicas soélidas associadas ao Docetaxel.

2.2 Especificos

I. Analisar a producéo de espécies reativas de oxigénio pelo tratamento
das NLS-DTX;

Il. Avaliar o efeito do tratamento da NLS-DTX sobre as mitocondrias e
lisossomos;

lll. Investigar o tipo de morte apés o tratamento com NLS-DTX;

IV. Avaliar a dosagem de citocinas pro-inflamatorias (IL-12, TNF- a, IL-6),
anti-inflamatérias (TGF- B);

V. Dosagem de 6xido nitrico;

VI. Avaliar a biogénese dos corpusculos lipidicos.
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3 MATERIAL F METODOS

3.1 Ensaio de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)

Para a analise de producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) foi
utilizado o reagente CellROX (molecular probes®), sonda fluorescente utilizada
para mensurar EROs em células vivas. Células AGS foram plaqueadas na
concentracédo de 3 x10° células/pogo em placas de 12 pocos. Apos aderidas, as
células foram tratadas com NLS-DTX e DTX (10 pg/mL) por 6h e 24h. Como
controle positivo, foi utilizado perdxido de hidrogénio 10% por 30 min, antes da
incubacédo com CellROX. As células foram incubadas com 5 uM de CellROX por
30 minutos em estufa a 37°C, e em seguida lavadas com PBS. As células
aderidas e em suspensdo foram analisadas. Entdo, 10.000 eventos foram
contados por amostra em citdmetro. A fluorescéncia do CellROX foi detectada
em comprimento de onda de 520 nm. Os resultados foram analisados usando o
software FlowJo® vX 0.7.

3.2 Ensaio do Potencial de Membrana Mitocondrial

O potencial de membrana mitocondrial das células AGS, apés o
tratamento com NLS-DTX e DTX na concentragao 10 ug/mL de docetaxel e NLS
no volume equivalente ou apenas meio de cultivo (controle), foi verificado por
meio do fluor6foro Rodamina 123 (Probes — Thermo Fisher, EUA). Este
fluor6foro é empregado como corante de mitocondria. Por ser um composto
catibnico, se a membrana mitocondrial estiver despolarizada, ha o
intercalamento deste marcador na membrana da organela. Assim, agentes que
apresentam a capacidade de despolarizar a membrana mitocondrial levam a um
decaimento e, consequentemente, a uma menor fluorescéncia da Rodamina
123. Em contrapartida, agentes que promovem a hiperpolarizacdo da membrana
levam a uma maior fluorescéncia da sonda. Quando o potencial da membrana
mitocondrial estd normal, ndo héa diferenca na fluorescéncia da Rodamina 123
em comparacao a fluorescéncia normal da Rodamina 123 que nao sera

internalizada pelas células. As células AGS 3 x 10° foram plaqueadas em placas
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de 12 pocos. Apos 24 h e 48h de tratamento com 10 pg/ml de NLS-DTX, DTX,
NLS e meio de cultura (controle), as células foram tripnizadas e lavadas com
PBS. Entdo, o sobrenadante foi descartado e 500uL de PBS 1x com Rodamina
123 (5 pg/mL) adicionado ao “pellet”. Os microtubos foram armazenados por 15
minutos no escuro e em temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 300g 4°C por 5 minutos e o sobrenadante descartado. Entdo, 1
ml de PBS 1x foi adicionado em cada microtubo para que o excesso de rodamina
123 fosse retirado. A lavagem foi realizada duas vezes. Por fim, as amostras
foram armazenadas em gelo e analisadas em seguida por Citometria de fluxo
(FACSCalibur (Becton Dickinson). Foram contabilizados 10.000 eventos por
amostra e os resultados foram analisados pelo programa FlowJo® vX 0.7.

3.3 Determinacdo da densidade de mitocondrias atraveés
da marcacdo com MitoTracker Green.

As células AGS 3 x 10° foram plagqueadas em placas de 12 pogos. Apos
24 h e 48h de tratamento com 10 pg/ml de NLS-DTX, DTX, NLS e meio de cultura
(controle), as células foram tripsinizadas e lavadas com PBS. As células foram
incubadas com o fluoréforo na concentragdo 150 mM por 30 min, seguindo de
tripsinizacao, centrifugacéo e lavadas com PBS 1X. Por fim, as amostras foram
armazenadas em gelo e analisadas em seguida por Citometria de fluxo
(FACSCalibur). As amostras foram analisadas em triplicata e em cada uma foram
adquiridos 10.000 eventos e os resultados foram analisados pelo programa
FlowJo® vX 0.7.

3.4 Fluorescéncia da densidade de mitocondrias atraves

da marcacdo com MitoTracker Green.

Para avaliar a funcionalidade das mitocéndrias, as células AGS foram
semeadas em placas de 24 pocos contendo laminulas de vidro e apos 24h foram
tratadas com NLS-DTX, DTX e NLS na concentracao de 10 pg/ml por 24h. Apos
esse tempo, o tratamento foi retirado e as células foram incubadas com
MitoTracker® Green na concentragdo 150 mM por 30 min. Apds o tempo de

tratamento, meio com tratamento foram retirados e as células foram fixadas com
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formaldeido 3,7% por 15 min e permeabilizadas com 0,1% de Triton X-100 em
PBS por 20 min. Apés, as laminulas foram incubadas por 7 min com DAPI (300
nM) para marcagcdo do DNA celular. Por fim, as laminas montadas foram

analisadas em Microscopio confocal de varredura a laser (LEICA TCS SP5).
3.5 Autofagia por Laranja de Acridina

Para analisar o efeito do fluoréforo laranja de acridina nas células AGS,
as mesmas foram plaqueadas 3 x 10° em placas de 12 pogos e apés a aderéncia,
tratadas por 24 h e 48h com 10 pg/ml de NLS-DTX e DTX, em estufa a 37°C, 5%
de CO:2 e 95% de umidade. Ap6s o periodo de incubacédo, as células foram
lavadas com PBS e centrifugadas, o sobrenadante foi descartado e acrescido
500 pl de solucao de laranja de acridina (1 pg/mL) por 10 minutos. Em seguida,
as células foram lavadas com PBS e entdo, analisadas por Citometria de fluxo
(FACSCalibur (Becton Dickinson), nos canais FL1 e FL3. Foram contabilizados
10.000 eventos por amostra e os resultados foram analisados pelo programa
FlowJo® vX 0.7.

3.6 Fluorescéncia por Laranja de Acridina

As células AGS foram semeadas em placas de 24 pocos contendo
laminulas de vidro e ap6s 24h foram tratadas com NLS-DTX, DTX e NLS na
concentragdo de 10 pg/ml por 24h. Apds esse tempo, o tratamento foi retirado e
as células foram incubadas com laranja de acridina na concentracéo de 1 ug/mL
por 10 minutos. Apds, 0s meios com 0s tratamentos foram retirados e as células
foram fixadas com formaldeido 3,7% por 15 min e permeabilizadas com 0,1% de
Triton X-100 em PBS por 20 min. Por fim, as laminas montadas foram analisadas

em Microscopio confocal de varredura a laser (LEICA TCS SP5).

3.7 Determinacdo da Permeabilidade da Membrana

Lisossomal

Para analisar o efeito do Vermelho Neutro, células AGS, foram

plaqueadas 3 x 10° em placas de 12 pocos e apds a aderéncia, foram tratadas
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por 24 h e 48h com 10 pg/ml de NLS/DTX e DTX, em estufa a 37°C, 5% de CO:
e 95% de umidade. Apés o periodo de incubacéo, as células foram lavadas com
PBS e centrifugadas, o sobrenadante foi descartado e foi acrescido 500 pl de
solucéo de Vermelho Neutro (10 pg/mL) por 10 minutos. Em seguida, as células
foram lavadas com PBS e entdo, analisadas por Citometria de fluxo
(FACSCalibur (Becton Dickinson). Foram contabilizados 10.000 eventos por

amostra e os resultados foram analisados pelo programa FlowJo® vX 0.7.
3.8 Ensaio de morte celular induzida pelas NLS-DTX

A andlise do tipo de morte induzida pelo tratamento ap6s 24h e 48h com
nanoparticulas lipidicas solidas foi realizada a partir da marcacao das células
tumorais AGS com Anexina V-FITC e lodeto de Propidio (PI). Este teste permite
a identificacdo e quantificacdo de subpopula¢@es de células em apoptose inicial,
apoptose tardia ou necrose e também as células viaveis. Foram semeadas 3
x10° células de AGS em placas de 12 pocgos. Apés 24 h, as células foram
tratadas com NLS-DTX e DTX na concentracdo 10 ug/mL de docetaxel e NLS
no volume equivalente a NLS-DTX ou receberam apenas meio de cultivo
(controle). Antes de completar as 48 h de tratamento com as NLS-DTX e 0 DTX,
0 grupo controle para apoptose foi tratado com 10 mM de peréxido de hidrogénio.
Apods, tanto as células aderentes como as flutuantes foram recolhidas e
centrifugadas a 500 g por 5 min para a retirada do meio. O pellet foi lavado com
PBS e as células foram centrifugadas. Os pellets foram ressuspendidos em 100
ML de tampéo de ligagao de anexina V (10 mM HEPES, 140 mM NaCl e 2,5 mM
de CaClz — pH 7,4) e o grupo controle de necrose foi aquecido a 90°C. Foram
adicionados 3 L de anexina-V nas amostras e depois incubadas por 15 min a
temperatura ambiente e protegidas da luz. Apés este periodo, 400 uL do tampéo
de ligacdo da Anexina V foram adicionados e os tubos a partir desse momento
foram mantidos no gelo, seguido da adi¢gdo de 500 uL da solugao de Pl (PBS e
lodeto de Propidio — para concentragao final de 2 ug/mL). O grupo controle de
apoptose foi marcado somente com anexina-V e o grupo controle de necrose
somente com PI. As células foram incubadas por mais 5 min no gelo, lavadas

com PBS e a aquisi¢cdo dos dados foi feita no Citbmetro FACSCalibur (Becton
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Dickinson) com o auxilio do software CellQuest-Pro. As andlises foram

realizadas a partir de trés experimentos independentes.
3.9 Determinacdo do nivel de Ca** Intracelular

O Fluo-4 fluorescente verde ligado ao éster acetoximetilico (Fluo-4/AM)
foi usado para determinar o nivel de Caz intracelular. O AM néo fluorescente &
clivado pela esterase e torna o Fluo-4 livre para ligar Ca?* e emitir um sinal
fluorescente. As células AGS 3 x 10° foram plaqueadas em placas de 12 pogos.
Apés 24 h e 48h de tratamento com 10 pg/ml de NLS-DTX, DTX, NLS e meio de
cultura (controle), as células foram tripsinizadas e lavadas com PBS. As células
foram expostas a 2 uL de Fluo-4/AM por 30 minutos em temperatura ambiente,
protegidas da luz. O nivel de Caz? intracelular foi analisado usando o canal FL1,

no citometro FACSCalibur (Becton Dickinson).
3.10 Dosagem de Oxido Nitrico

As células AGS 3 x 10° foram plaqueadas em placas de 12 pocos e
tratadas por 24 h com 10 pg/ml de NLS-DTX, DTX, NLS e meio de cultura
(controle). A producdo de NO foi determinada pela dosagem do total de nitrito
(NO2-) nas amostras sobrenadante de cultura celular, utilizando o método de
Griess (GRISHAM et al., 1996). Para o preparo do reagente de Griess foram
misturadas quantidades iguais (1:1) sulfanilamida a 1% e N-(1-natftil)
etilenodiamina dihidrocloridrato a 0,1%, em &acido fosforico a 2,5%. Em uma
microplaca de 96 pocos foram colocados 50uL de cada amostra, em triplicata.
Foi construida uma curva padrdo com nitrito de sodio (NaNO:2) nas
concentracbes de 100 - 1,56um. Em seguida, foram adicionados 50uL de
reagente de Griess aos pog¢os que continham as amostras para a realizagéo da
curva. O controle da reagéao (branco) foi feito pela adicdo de 50uL de meio de
cultura adicionados 50uL do reagente de Griess. Essa placa foi incubada a
temperatura ambiente para permitir o desenvolvimento e a estabilizagédo do
cromoforo. A absorbéncia da reacdo foi medida por espectrofotometria no
comprimento de onda de 540nm. Apds a leitura, esses dados foram analisados

no programa SoftMax. A analise de regressao linear foi usada para calcular as
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concentracfes de nitrito nas amostras em relacdo a curva padrao de nitrito de

sodio.
3.11 Dosagem de Citocinas

As células AGS 3 x 10° foram plaqueadas em placas de 12 pog¢os. Apos
24 h de tratamento com 10 pg/ml de NLS-DTX, DTX, NLS e meio de cultura
(controle), as citocinas pro-inflamatorias (IL-12, TNF- a, IL-6) e anti-inflamatorias
(TGF- B), provenientes do sobrenadante da cultura celular de AGS tratadas,
foram analisadas por ensaio imunoenzimético (ELISA). As microplacas com 96
pocos foram sensibilizadas com anticorpos monoclonais anti-citocinas diluidos
em PBS e incubadas por 18 horas a temperatura ambiente. As placas foram
bloqueadas com Soro Fetal Bovino 5% em PBS e incubadas por uma hora a
temperatura ambiente. Em seguida, ap6s um ciclo de trés lavagens com solucao
0,05% Tween-20 em tampé&o PBS, foram adicionadas as amostras (50 L) e as
diluicbes seriadas da curva padrdo. As placas foram incubadas por 1 h a
temperatura ambiente e apds o término deste periodo, 0s respectivos anticorpos
anti-citocinas conjugados a biotina foram adicionados as placas e incubados por
1 hora a temperatura ambiente. A seguir, ap6s um ciclo de trés lavagens, foi
adicionada estreptavidina peroxidase e incubada por 20 min a temperatura
ambiente. Apds novas lavagens, substrato 3, 3’, 5, 5’ tetrametilbenzidina foi
adicionado as placas e a reacdao foi interrompida pela adicao de acido sulfarico
1M. Os niveis de citocinas foram demonstrados a partir da leitura em 450 nm no
aparelho SpectraMax. Apoés a leitura, esses dados foram analisados no

programa SoftMax.

3.12 Ensaio da Biogénese de Covpusculos Lipidicos

As células AGS 3 x 10° foram plaqueadas em placas de 12 pogos e
tratadas por 24 h com 10 pg/ml de NLS-DTX, DTX, NLS e meio de cultura
(controle). Para analisar e quantificar a biogénese de corpusculos lipidicos (CLS)
foi utilizado uma sonda fluorescente lipofilica, BODIPY 493/503 (Life
technologies), usada para a identificacdo de lipidios neutros intracelulares

(triglicerideos e ésteres de colesterol) presentes em grandes quantidades em
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CLs. Para a quantificacao de CLs, as células foram incubadas com uma solucéo
de bodipy/PBS 1 x na concentracdo de 1/5000 por 30 minutos a 4°C protegido
da luz. Apoés esse periodo as mesmas foram lavadas com PBS 1 x por 3 vezes,
ressuspendidas em 500uL de paraformaldeido 1% e mantidas a 4°C até leitura
por citometria de fluxo (FACSCalibur) no canal FL1 em escala logaritmica. O
gate, quando aplicado, foi plotado na populacdo de células viaveis, excluindo-se
0s restos celulares da andlise. Os histogramas e médias de intensidade de
fluorescéncia (MFI) foram feitos no software FlowJo V10. Experimento feito em

trés ensaios independentes.
3.13 Andlise Estatistica

Os resultados experimentais obtidos estdo expressos em valores meédios
com desvios-padrdo. As andlises foram feitas por meio de andlise de variancia
(ANOVA) pelo software Graphpad Prism®. O nivel de significAncia adotado em
todos os testes foi de 95% (p < 0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Andlise das Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)

As espécies reativas de oxigénio (EROs ou ROS) sdo subprodutos
celulares normais que desempenham um papel importante no metabolismo
celular (ZOROV et al, 2014). Diferentes tipos celulares tumorais produzem niveis
maiores de espécies reativas de oxigénio quando comparadas com suas
contrapartes normais no cancer (MOLONEY & COTTER, 2018) No céancer, as
EROs tém um papel duplo promovendo carcinogénese e proliferacdo celular e
pode causar varios danos celulares e levar a morte celular de acordo com seu
nivel intracelular. Sabe-se que um aumento na producdo de EROs esta

principalmente relacionado ao estresse mitocondrial.

Nesse estudo, utilizamos o peréxido de hidrogénio (H202) como controle
de intensidade de liberacdo de EROs, devido ao seu alto potencial danoso as
células (GIORGIO et al, 2007). Em 6h, podemos notar que os tratamentos e a
célula sem tratamento ndo produziram mais EROs que o H202, ndo ocorrendo

diferenca significativa entre os grupos (figura 34).
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Figura 34 - Producdo de espécies reativas de oxigénio por células AGS ap0Os os
tratamentos por 6h. As células de AGS foram expostas a 10 pg/ml e NLS-DTX e DTX; e a NLS
e meio de cultura em volume equivalente. Perdxido de hidrogénio (controle positivo).
*+*P<(,0001.
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Em 24h, podemos perceber que os tratamentos NLS-DTX, DTX e NLS
aumentaram a intensidade de producao de EROs, em relac&o ao tratamento de
6h (Figura 35). Conforme mencionado anteriormente, a acdo do docetaxel ocorre
no momento da divisdo celular, o qual acontece por volta de 22h, o que pode

justificar o aumento das EROs, devido a alta atividade metabdlica celular.
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Figura 35 - Producdo de espécies reativas de oxigénio por células AGS apds os
tratamentos por 6h. As células de AGS foram expostas a 10 pg/ml e NLS-DTX e DTX; e a NLS
e meio de cultura em volume equivalente. Peréxido de hidrogénio (controle positivo). * P<0.05
e ****P<(,0001.

O tratamento com NLS-DTX produziu 3x mais EROs do que H202,
enguanto o tratamento com DTX teve um aumento de 2,5x mais EROs do que
H202. O tratamento com NLS dobrou sua atividade de EROs em relacdo ao
tratamento de NLS de 6h, mas ainda foi bem menor do que os tratamentos com
DTX. Indicando que o aumento foi pela acdo do DTX e nado pela presenca de
NLS. A célula AGS manteve constante sua atividade de EROs nos dois tempos,
evidenciando que o aumento ocorreu por influéncia dos tratamentos. Varios
trabalhos utilizando docetaxel ou formulagdes contendo docetaxel comprovam o
efeito da alta atividade de EROs (FABIAN et al, 2022; FATIMA et al, 2022;
JURCZYK et al, 2022; GUPTA et al, 2023).

A elevada producdo de EROs no cancer demonstra induzir uma grande
variedade de efeitos biolégicos, que podem incluir aumento da proliferacéo

celular, dano ao DNA, instabilidade genética, adaptacdo, lesdo e morte celular,
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autofagia e resisténcia aos tratamentos quimioterapicos (AZMANOVA & PITTO-
BARRY; 2022; GANESH et al, 2022). O resultado depende do histdrico genético
do cancer, dos tipos de EROs envolvidos, seus niveis e duracdo da exposi¢do
(AZMANOVA & PITTO-BARRY; 2022).

Niveis elevados de EROs em processos carcinogénicos podem ser
resultado da reducédo de enzimas de eliminac&o de radicais livres , aumento do
metabolismo da glicose (efeito Warburg), aumento da atividade do receptor na
célula, atividade oncogénica, aumento da presenca de fatores de crescimento e
citocinas ou devido ao aumento da producdao intracelular de oxidantes a partir da
mitocondria, NADPH oxidases (NOX), ciclooxigenases (COX), lipoxigenases
e enzimas do citocromo P450 ( HEIDEN et al, 2009; HOLMSTROM & FINKEL,
2014; PANIERI & SANTORO, 2016; AZMANOVA & PITTO-BARRY, 2022;
WANG et al, 2023).

4.2 Andlise do Potencial de Membrana Mitocondrial

As mitocondrias sao organelas eucarioticas, que regulam varias funcdes
vitais na fisiologia celular, sendo o centro de atividades metabdlicas para os
principais processos bioldgicos, como funcdes bioenergéticas, biossintéticas e
de sinalizacao.

No processo oncogénico, as mitocondrias estdo envolvidas em todos os
processos, desde a transformacdo da malignidade celular, formacdo de
metastases e resisténcias aos tratamentos quimioterapicos (GUERRA et al,
2017; LEE et al, 2022). Devido as grandes diferencas estruturais e funcionais
entre mitocondrias normais e oncogénicas, como as discrepancias entre as taxas
respiratorias, potencial de membrana, mutacdes genéticas e vias de producao
de energia, essa organela destaca-se como um importante alvo na terapia
direcionada para o tratamento do cancer.

Summerhayes et al (1982), ha mais de 40 anos, relatou pela primeira vez
gue a maioria das culturas in vitro de células cancerigenas epiteliais tém um
potencial de membrana mitocondrial (PMM) muito maior (conforme avaliado pela
absorcao e retencéo de corante sensivel a PMM — p. ex. rodamina 123) quando

comparado a células saudaveis (CHEN 1988 ; CHU et al, 2021). A alteracéo do
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PMM é um evento precoce que causa a liberacdo do citocromo ¢ no citosol, o
inicio da ativacdo da caspase e a morte celular por apoptose.

Danos as mitocéndrias estdo frequentemente associados a formacao de
um canal de alta condutancia na membrana mitocondrial, chamado poro de
transicdo de permeabilidade mitocondrial. A abertura desse canal leva a perda
de potencial de membrana da mitocondria e a alteragdes de pH, comprometendo
ainda mais a fosforilacdo oxidativa. Portanto, em alto nivel de PMM, as sondas
se concentram na mitocéndria e emitem fluorescéncia fraca. Quando a PMM
diminui, algumas das sondas sao liberadas para o citoplasma celular e as
concentragdes nas mitocondrias diminuem, causando aumento na intensidade
fluorescente (SUMMERHAYES et al, 1982).

Nesse ensaio, podemos observar que ndo houve diferenca significativa
no PMM entre os grupos nos ensaios de 6h (FIGURA 36) e 24h (FIGURA 37).
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Figura 36: Avaliacdo do Potencial da Membrana Mitocondrial 6h. As células de AGS foram
expostas a 10 pg/ml e NLS-DTX e DTX; e a NLS e meio de cultura em volume equivalente. A
permeabilizacdo da membrana mitocondrial foi avaliada pela mediana da intensidade de
fluorescéncia da rodamina 123.
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Figura 37: Avaliacdo do Potencial da Membrana Mitocondrial 24h. As células de AGS foram
expostas a 10 pg/ml e NLS-DTX e DTX; e a NLS e meio de cultura em volume equivalente. A
permeabilizacdo da membrana mitocondrial foi avaliada pela mediana da intensidade de
fluorescéncia da rodamina 123.

Decorrido o tempo de 48h, podemos observar que os tratamentos com
NLS-DTX e DTX apresentaram aumento na intensidade de fluorescéncia,
evidenciando a despolarizagdo da membrana mitocondrial (Figura 38). A PMM

no tratamento com NLS permaneceu constante em todos 0s tempos.
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Figura 38: Avaliagao do potencial da membrana mitocondrial por 48h. As células de AGS
foram expostas a 10 pg/ml e NLS-DTX e DTX; e a NLS e meio de cultura em volume equivalente.
A permeabilizacdo da membrana mitocondrial foi avaliada pela mediana da intensidade de
fluorescéncia da rodamina 123. ****P<0,0001.
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Foi demonstrado em estudos com células de cancer de prostata
resistentes ao docetaxel, que o potencial de membrana mitocondrial tem papel
na promocao a metastase e invasdo no cancer de préstata (ZHANG et al, 2023).
Gupta et al, (2022, 2023) demonstraram que a hanoencapsulacao de docetaxel
apresentou ser mais eficaz em termos de geracdo de EROs e deplecdo do
potencial de membrana mitocondrial, em células de cancer de pulmé&o e cancer

oral humanos.

A maioria dos estudos que relataram observacdes de alto PMM de células
cancerigenas foi realizada usando culturas in vitro. Momcilovic et al. (2019)
usaram uma técnica de imagem de tomografia por emissdo de poésitrons (PET)
para investigar o PMM de células de cancer de pulméo in vivo. Foi encontrado
uma heterogeneidade de PMM dependente do subtipo de tumor nesses modelos
de camundongos - tumores adenocarcinomatosos tém um PMM mais alto,
enquanto pequenos tumores de carcinoma de células escamosas tém

PMM mais baixo.

Em sintese, descobriu-se que as células cancerigenas tém funcdes
mitocondriais altamente desreguladas, que podem se manifestar como
diferencas em seus PMM, em diferentes intensidades nos diversos tipos
celulares (CHEN, 1988; VYAS etal., 2016 ). Além disso, essa heterogeneidade
metabdlica emergiu como uma importante marca registrada da célula
cancerigena e um promissor potencial alvo terapéutico (WARD &
THOMPSON, 2012; ASHTON et al, 2018).

4.3 Andlise da Massa Mitocondrial

Como foi relatado no tdpico anterior, as mitocbndrias sao organelas
intracelulares importantes por causa de seu papel desempenhado no
metabolismo celular, proliferacdo e morte celular programada. O metabolismo
energético mitocondrial desempenha um papel importante no desenvolvimento
de tumores humanos, incluindo o cancer gastrico (RICKARD et al, 2023).
Portanto, medir os parametros mitocondriais nas células cancerigenas é
fundamental para entender o0s processos mitocondriais subjacentes a

progressdo do tumor e para o desenvolvimento de terapias direcionadas.


https://wires.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/wsbm.1595#wsbm1595-bib-0018
https://wires.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/wsbm.1595#wsbm1595-bib-0130
https://wires.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/wsbm.1595#wsbm1595-bib-0134
https://wires.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/wsbm.1595#wsbm1595-bib-0003
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A deteccdo da massa mitocondrial foi realizada por citometria de fluxo
utilizando-se o MitoTracker™ Green (Invitrogen™), marcador mitocondrial
permeavel as células vivas € usado para a identificacdo de mitocondrias
independente do seu potencial de membrana. A massa mitocondrial representa
o equilibrio entre as taxas de biogénese e degradacdo da mitocondria. Logo, esta
andlise foi realizada a fim de buscar compreender se a NLS-DTX possui
influéncia direta na degradacao dessas organelas.

Podemos observar que no tempo de 24h, houve reducdo da massa
mitocondrial em todos os tratamentos comparados ao grupo controle (Figura 39).
Houve uma reducéo de 24% em NLS-DTX, 28% em DTX e 12% em NLS. Essa
reducdo se reflete diretamente na capacidade das células de produzirem novas
mitocondrias e regularem sua forma e quantidade de acordo com a demanda
energética e condicdes de estresse oxidativo (COSTANZINI et al, 2019).
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Figura 39: Avaliagdo do Massa Mitocondrial 24h. As células de AGS foram expostas a 10
Hg/ml e NLS-DTX e DTX; e a NLS e meio de cultura em volume equivalente. A densidade
mitocondrial foi avaliada pela mediana da intensidade de fluorescéncia do MitoTracker Green.
**+*P<0,0001.

JA4 no tempo de 48h, NLS-DTX apresentou um aumento da massa
mitocondrial de 6% em relacdo ao grupo controle. DTX e NLS permaneceram
abaixo, com reducgéo de 16% e 24% respectivamente (Figura 40).
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Figura 40: Avaliagdo do Massa Mitocondrial 48h. As células de AGS foram expostas a 10
pg/ml e NLS-DTX e DTX; e a NLS e meio de cultura em volume equivalente. A densidade

mitocondrial foi avaliada pela mediana da intensidade de fluorescéncia do MitoTracker Green.
***P<0,001 e ****P<0,0001.

De acordo com os dados obtidos, pode-se sugerir que a célula perde parte
da funcdo de biogénese da mitocéndria e a organela tem seu formato alterado,
fazendo com que ndo seja capaz de suprir toda a demanda energética
necessaria para o bom funcionamento (Figura 41). Portanto, pode ser sugerida
uma relacao direta entre os tratamentos proposto nesse estudo e a quantidade
de mitocéndrias disponiveis no citoplasma. Adaptacées ao mau funcionamento
mitocondrial também foram associadas a resisténcia a medicamentos (GUERRA
et al, 2017; LEE et al, 2022).
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Figura 41 - Fluorescéncia da Massa Mitocondrial em células AGS por Mitotracker Green
apos os tratamentos. As células foram imunomarcadas com Mitotracker Green (verde), DNA
das células foi marcado com DAPI (azul) e combinados (sobreposicéo), para células AGS nédo
tratadas ou tratadas com NLS, NLS-DTX ou DTX 10 pg/mL por 24 h. As setas mostram a
desorganizacdo das mitocdndrias no citoplasma.
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4.4 Autofagia por Laranja de Acridina

A autofagia € um processo dindmico de degradacdo de componentes
celulares e esta reconhecidamente envolvida em processos fisiolégicos e
patolégicos. Por isso, um melhor entendimento desse processo é necessario
para se ter maior precisdo em intervengBes terapéuticas. Analise
de autofagia pela razéo de fluorescéncias do marcador laranja de acridina € uma

ferramenta para analise da evolucdo tumoral.

O fluoréforo Laranja de Acridina (LA) é um marcador basico
metacromatico, que se difunde através da membrana citoplasmatica e fica retido
nos compartimentos celular com baixos pH, resultando numa fluorescéncia
laranja brilhante dos lisossomos (organelas vesiculares acidas) (canal FL3) e
verde difusa no restante da célula (canal FL1), sendo assim, um método r4pido
e barato para a deteccdo deste tipo de organelas, que aumentam durante a
inducdo de autofagia. LA ndo se intercala com DNA de células vivas intactas e
nao se acumula em outras organelas ndo acidas, como mitocondrias, reticulo
endoplasmatico ou aparelho de Golgi (DELIC et al, 1991; KUSUSAKI et al, 2000)

Apos 24h e 48h de exposicdo as amostras, 0 processo autofagico das
células AGS foi avaliada com laranja de acridina (LA), um corante lisossomo
tropico que se acumula em organelas acidas. Aqui, foi observada nos
tratamentos com NLS-DTX e DTX aumento significativo do sinal de

fluorescéncia.

No tempo de 24h (Figura 42), podemos observar que no canal FL1 (verde)
houve aumento de 42% de intensidade de fluorescéncia de NLS-DTX,
comparado ao controle, e de 37% de aumento em DTX (Figura 43). NLS né&o
apresentou aumento significativo em relacdo aos tratamentos. No canal FL3
(Laranja), NLS-DTX e DTX tiveram o mesmo comportamento, tiveram um
aumento de 26% de intensidade de fluorescéncia (Figura 44). O NLS nao teve

aumento significativo.
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Figura 42 - Fluorescéncia de Autofagia com Marcacgao de Laranja de Acridina em células
AGS. As células foram imunomarcadas com o fluoréforo laranja de acridina em dois canais de
espectro (Verde e Vermelho) e combinados (sobreposi¢ao), para células AGS nao tratadas ou
tratadas com NLS, NLS-DTX ou DTX 10 pg/mL por 24 h.
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Figura 43: Marcacdo com Laranja de Acridina por 24 h Canal FL1. Tratadas com NLS-DTX
por 24h. Intensidade Relativa do canal FL1. * P<0.05 e **P<0.01.
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Figura 44: Marcacdo com Laranja de Acridina por 24 h Canal FL3. Tratadas com NLS-DTX
por 24h. Intensidade Relativa do canal FL3. **P<0.01.

No tempo de 48h, podemos observar que no canal FL1 (verde) houve
aumento de 47% de intensidade de fluorescéncia de NLS-DTX, comparado ao
controle, e de 100% de aumento em DTX (Figura 45). NLS ndo apresentou
aumento significativo em relag&o aos tratamentos. No canal FL3 (Laranja), NLS-
DTX apresentou um aumento de 51%, DTX teve um aumento de 112% e NLS
teve aumento de 34% (Figura 46).
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Figura 45: Marcacdo com Laranja de Acridina por 48 h Canal FL1. Tratadas com NLS-DTX
por 48h. Intensidade Relativa do canal FL1. **P<0.01, ****P<0.0001.

250 -
Hm Controle
T mm NLS-DTX 48h
S 200+ mm DTX 48h
E =3 NLS 48h
£ 150+ ox
© —
3]
<
8 100-
_I'U
=
i
j 50—
0= T
Controle NLS-DTX 48h DTX 48h NLS 48h

Figura 46: Marcacdo com Laranja de Acridina por 48 h Canal FL3. Tratadas com NLS-DTX
por 48h. Intensidade Relativa do canal FL3. ***P<0.001 e ****P<0.0001.

O aumento da fluorescéncia verde (canal FL1) nos tratamentos de NLS-
DTX e DTX, podem estar relacionados aos danos as membranas lisossémicas
gue resultam num extravasamento das suas enzimas para o0 citoplasma e a

ativacao de hidrolases acidas em pH intracelular acido da célula lesionada.

A autofagia € um processo conservado de reciclagem de organelas
celulares e proteinas mal dobradas, sendo definida como a degradacao
lisossdmica intracelular e é fortemente regulada por genes relacionados a
autofagia (MIZUSHIMA & KOMATSU, 2011; RAKESH et al, 2022). E uma das
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primeiras defesas contra o dano do estresse oxidativo, mostrando ser regulada
em resposta a niveis elevados de EROs (TAUCHER et al, 2022).

A importancia dos microtubulos no fluxo autofagico € reconhecida ha
muito tempo, e seu papel na iniciagdo da autofagia, trafego e fusdo lisossémica
tem sido continuamente estudado nas Ultimas décadas (BORHANI, 2023;
SKUBNIK et al, 2023). A ligacéo entre quimioterapicos alvos de microttbulos e
autofagia sdo extremamente complexas, a resisténcia a esses medicamentos
pode se desenvolver por meio da promoc¢ao da forma citoprotetora da autofagia
(XU et al, 2022).

Foi demonstrado que o 3-MA em combinagdo com o DTX, superou a
autofagia induzida por DTX e melhorou a sensibilidade das células de
adenocarcinoma pulmonar ao DTX (PAN et al, 2014). Células de cancer de
prostata resistentes ao docetaxel aumentam o fluxo autofégico via regulacéo
positiva da expressao da proteina FOXM1. Além disso, o knockdown do FOXM1
sensibiliza as células ao DTX tanto in vitro quanto in vivo, associado a uma
diminuicao do fluxo autofagico e a um menor nimero de autofagossomos (LIN
et al, 2020).

NPs PLGA foram usados para entregar o DTX, que foram internalizados
utilizados juntamente com inibidores de autofagia, o que aumentou o efeito
terapéutico do DTX no modelo de camundongos portadores de tumor MCF-7
(ZHANG et al 2014a). Resultados semelhantes foram observados em NPs H40-
PLA carregados com DTX, onde NPs DTX-H40-PLA induziram autofagia in
vitro e in vivo em modelo de cancer de mama. A adicdo de inibidores de
autofagia aos NPs DTX-H40-PLA bloqueou a autofagia e inibiu de forma
impressionante o crescimento do tumor (ZHANG et al 2014b).

No entanto, a auséncia de experimentos de inibicdo da autofagia mais
especificos e rigorosos, como o0 silenciamento de genes relacionados a
autofagia, deixa lacunas nas conclusbes em questdo e nos mostra ser um
importante nicho de estudos em oncologia e perspectivas no desenvolvimento
de terapias alvo (WEIJUN et al 2019; BORHANI et al 2023).
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4.5 Andlise da Permeabilidade da Membrana Lisossomal

Por muito tempo, os lisossomos foram considerados apenas como
compartimentos de reciclagem e descarte de residuos metabdlicos celulares
(BALLABIO & BONIFACINO 2020). Mas, atualmente, vem sendo reconhecido o
seu papel como importante regulador da homeostase de nutrientes, apoptose,
autofagia e traéfego de membrana, processos dos quais estdo envolvidos na
manutencao da energia no cancer (FENNELLY & AMARAVADI 2017; OTOMO
& YOSHIMORI 2017; FARIS et al 2018; BALLABIO & BONIFACINO 2020).

Parametros lisossmicos que abrangem alteragcbes na expressédo e/ou
atividade das enzimas lisossdbmicas, tamanho, volume, numero, pH,
posicionamento, motilidade e propriedades da membrana lisossémica, sao
alterados durante a transformacao cancerosa (WANG et al 2018). Dado seu
ambiente 4cido interno e o grande niumero de enzimas catabdlicas contidas no
[imen lisoss6mico, a manutencao da barreira da membrana lisossémica € crucial

para garantir a saude e a sobrevivéncia celular (WANG et al 2018).

Foi observado neste estudo aumento da permeabilidade do lisossomo em
células tratadas com NLS-DTX e DTX nos tempos de 24h (Figura 47) e
aumentando consideravelmente em 48h (Figura 48), indicando sinal de apoptose

ou autofagia e complementando o resultado de PMM.
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Figura 47: Avaliagcdo da Permeabilidade da Membrana Lisossomal por 24h. As células de
AGS foram expostas a 10 pg/ml e NLS-DTX e DTX; e a NLS e meio de cultura em volume
equivalente. A permeabilizacdo da membrana lisossomal foi avaliada pela mediana da
intensidade de fluorescéncia do corante Vermelho Neutro
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Figura 48: Avaliacdo da Permeabilidade da Membrana Lisossomal por 48h. As células de

AGS foram expostas a 10 pg/ml e NLS-DTX e DTX; e a NLS e meio de cultura em volume
equivalente. A permeabilizacdo da membrana lisossomal foi avaliada pela mediana da
intensidade de fluorescéncia do corante Vermelho Neutro. ****P<0,0001.

Os lisossomos danificados séo seletivamente degradados pela lisofagia,
ou seja, a remocdo autofagica dos lisossomos para evitar as consequéncias
potencialmente perigosas (OTOMO & YOSHIMORI 2017; WANG et al 2018).
Quando ocorrem casos graves de PML, as células ndo sdo mais capazes de
sustentar a lisofagia e 0s mecanismos de resposta ao estresse sdo incapazes
de reparar os lisossomos danificados (WANG et al 2018; PAPADOPOULOQOS et
al 2020).

Catepsinas especificas sao liberadas dos lisossomos permeabilizados,
resultando em dano mitocondrial e apoptose (WANG et al 2018; KILLACKEY et
al 2020). Nessa situacéo, o lisossomo se rompe resultando em liberacdo macica
de enzimas lisossdmicas e morte celular descontrolada. Observando os dados
dos tratamentos envolvendo NLS-DTX e DTX, podemos observar que houve,
aumento do volume dos lisossomos observados por MET (Figura 31), uma maior
Permeabilizacdo de Membrana Lisossomal, Potencial Membrana Mitocondrial,
aumento de acidez do citoplasma e morte celular, sugerindo uma forte ligacao

com disfuncao lisossémica grave.

J& nos tratamentos com NLS podemos observar um aumento da PML
comparada com o grupo controle, mas néo houve alteragcdes na PMM e nem foi
constatada morte celular neste grupo. Em contraste com a PML induzida pelos

tratamentos NLS-DTX e DTX, as células aparentemente néo entraram no ciclo
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de "PML-lisofagia-PML", mas foram capazes de se livrar dos lisossomos
danificados sobrecarregados, ou adaptar a capacidade para atingir um novo
ponto de ajuste alostético (SHIN 2020). Embora a lisofagia sirva para aliviar o
estresse lisossdmico, ela obviamente depende da presenca de uma fracdo
lisossbmica intacta para garantir a manutencao do fluxo autofagico nas células
saudaveis (SHIN 2020).

4.6 Tipo de morte celular causada pelos tratamentos

A morte celular € um processo fisioldgico que mantém o desenvolvimento
biolégico, a homeostase do meio interno e ocorre quando o processo de lesao
celular é irreversivel. Durante muito tempo, acreditava-se que era resultado de
apenas dois processos distintos: apoptose (conhecida como morte celular

programada) ou necrose (morte celular descontrolada).

No entanto, nos Uultimos anos varios estudos voltados para a
compreensdao de toda a dindmica envolvida nesse processo, varias outras
formas de morte celular foram descobertas, destacando que uma célula pode
morrer por varios caminhos diferentes. Acreditava-se que existia uniformidade
morfologica, estudos recentes mostraram que tipos morfoldégicos semelhantes
de morte celular escondem um alto grau de heterogeneidade funcional,

bioquimica e imunoldgica.

Os tipos de morte celular sédo classificados como morte celular
programada (MCP) e ndo programada (necrose), de acordo com as diferentes
caracteristicas morfolégicas da morte. Algumas alteracdes morfoldgicas e
moleculares ocorrem durante o processo de apoptose nas células, sendo elas a
perda de aderéncia com a matriz extracelular, encolhimento celular, formacéo de
corpos apoptoticos, fragmentacdo nuclear, condensacdo da cromatina,
fragmentacdo do DNA e ativacdo de caspases, ndo induzindo uma resposta
inflamatoria. Muitos tratamentos antitumorais possuem atividades sobre esses
mecanismos, como é o caso do Docetaxel (ALBANO et al 2019). Ja a necrose €
caracterizada pelo extenso inchaco celular, colapso de organelas, aglomeracéao

e degradacéo aleatoria do DNA nuclear, extensa leséo e/ou arrebatamento da
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membrana plasmatica, que geralmente induzem uma resposta inflamatéria local

OuU mesmo sistémica.

Durante muito tempo, a apoptose foi considerada o Unico tipo de MCP e
a necrose era considerada como um mecanismo acidental de morte celular. Nas
duas ultimas décadas, ap0s varios trabalhos e pesquisas, sabe-se atualmente
gue a necrose pode ocorrer de forma regulada e generalizada nas células (YU
et al 2020). Representando uma classe significativa de morte celular e uma
grande familia que inclui necroptose, piroptose, ferroptose e outras formas
menos comuns, como morte celular dependente de lisossomos (MCDL), necrose
causada pela transicdo de permeabilidade mitocondrial (TPM), morte celular
necrotica induzida por liberacdo de armadilhas extracelulares dos neutréfilos
(NETosis) e morte celular entética (Entose) (TANG et al, 2019; VOROBJEVA &
CHERNYAK, 2020). E outros com mecanismos desconhecidos de necrose
celular programada. E possivel que esses MCPs incomuns ndo sejam processos
independentes de morte programada, mas sim um fenbmeno concomitante das

quatro primeiras mortes celulares principais.

Ao analisar os resultados dos ensaios de viabilidade celular realizados
neste trabalho, no tempo de 24h (Figura 49), podemos visualizar que 0s
tratamentos NLS-DTX e DTX apresentaram 88,2% e 76,9%, respectivamente,
de marcacéo para Anexina V, mostrando que houve exposi¢cao de fosfatidilserina
na camada externa das suas membranas plasmaticas, sendo este um dos mais
importantes sinais de células com a morte apoptéticas. O tratamento com NLS
nao apresentou alteracdo do padréo de viabilidade quando comparada a célula

nao tratada.
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Figura 49 — Morte Celular pelo tratamento com as NLS-DTX em células AGS por 24h.
Controle: (Q4) quadrante inferior esquerdo corresponde as células viaveis; Q1: quadrante
superior esquerdo as células marcadas com Pl; Q2: quadrante superior direito as células com
dupla marcacdo e o Q3: quadrante inferior direito as células marcadas com Anexina V. A-
Histograma B- Andlise estatistica dos tratamentos. *P<0.05 e ****P<0,0001. Os dados
representam a média =+ SEM, comparados ao controle nao tratado.

No tempo de 48h (Figura 50), podemos visualizar que houve uma
alteracdo no padrao de morte celular, comparada ao tempo de 24h, o tratamento
com NLS-DTX apresentou 87,9% das células mortas, sendo que desse total,
55,4% de células foram marcadas somente com Anexina V, mostrando que
houve exposicéo de fosfatidilserina na camada externa das suas membranas
plasmaticas, sendo este um dos mais importantes sinais de células apoptéticas;
e apresentou 32,5% de marcacdo tanto para Anexina V e quanto para PI,
indicando que houve danos a membrana plasmatica que geralmente estao

associadas a necrose. No entanto, estudos relatam ruptura da membrana

plasmatica nos estagios finais de apoptose.

Ja o DTX apresentou um total de 85,7% células mortas, das quais 52,3%

de células foram marcadas somente com Anexina V e 33,4 % de marcagao tanto
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para Anexina V quanto para PIl. O tratamento com NLS néo apresentou alteracao

do padréo de viabilidade quando comparada a célula ndo tratada.

Figura 50 — Morte Celular pelo tratamento com as NLS-DTX em células AGS por 48h.
Controle: (Q4) quadrante inferior esquerdo corresponde as células viaveis; Q1: quadrante
superior esquerdo as células marcadas com Pl; Q2: quadrante superior direito as células com
dupla marcacdo e o Q3: quadrante inferior direito as células marcadas com Anexina V. A-
Histograma B- Analise estatistica dos tratamentos. *P<0.05, **P<0.01 e ****P<0,0001. Os dados
representam a média £+ SEM, comparados ao controle néo tratado.

Em nosso trabalho também foram avaliados os parametros de Potencial
de Membrana Mitocondrial (PMM), Permeabilidade da Membrana Lisossomal
PML, EROs, célcio intracelular e autofagia, que apresentaram alteraces
significantes nos tratamentos com NLS-DTX e DTX. A necrose induzida por
transicdo de permeabilidade mitocondrial (TPM) refere-se a morte celular
induzida por alteragbes no microambiente intracelular, como sobrecarga de
calcio na mitocondria e acumulo de EROs (1ZZO et al, 2016). A morte celular
dependente de autofagia (MCDA) € causada pela ativagcdo excessiva da
autofagia celular, com indutores especificos para esse tipo de morte (TANG et
al, 2019). Outro tipo de MCP que é mediado por hidrolases ou calcio liberado
dos lisossomos e é caracterizado pela ruptura dos lisossomos (MCDL) (TANG et

al, 2019).
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Existem muitas semelhancas bioquimicas e estruturais entre os eventos
de apoptose, necrose e autofagia. Como a relagéo precisa entre autofagia e
morte celular e entre lisossomos e morte celular permanece néo definida, ndo é
possivel determinar se os resultados obtidos pelo tempo de 48h nos tratamentos
de NLS-DTX e DTX, séo necroptose, apoptose tardia ou ferroptose causada por
autofagia, ruptura e liberacdo de conteddo lisossdmico ou uma forma
completamente nova de MCP.

Wang et al. (2022), exploraram a relacdo entre treze tipos de morte
celular e cancer gastrico para melhorar o seu manejo clinico. Nesse artigo foi
fornecido uma revisdo detalhada dos varios tipos de morte celular, que
influenciam a progressdo do cancer gastrico e seus efeitos na proliferacéo,
invasdo, migracao e papel da resposta imune que pode agir diretamente nas

células tumorais ou modular o seu microambiente tumoral.
4.7 Determinacdo do nivel de Ca * intracelular

O célcio intracelular (Ca?*) é indiscutivelmente o sinal celular mais
importante para que a informagéo biolégica seja transmitida intracelularmente e
podem codificar diversos processos fisioldgicos, desde a divisdo celular,
transcricdo e diferenciacdo de genes, fosforilagdo de proteinas, contratilidade e
motilidade celular, neurotransmissdo, secrecdo de fluidos e proteinas,
proliferacéo e morte celular (BRINI et al, 2013; PINTO et al, 2015; BOOTMAN &
BULTYNCK, 2022).

O Ca?* é armazenado em organelas intracelulares para manter uma baixa
concentracgdo citosolica e liberado mediante estimulos especificos para produzir
um aumento local de ions que servem como cofatores para eventos de
sinalizacdo (CREMER et al. 2020). A maior parte do célcio armazenado é
sequestrada na rede membranosa do reticulo endoplasmatico (ER), mas
também os lisossomos e as mitocondrias servem como organelas de retencao
de calcio (CHRISTENSEN et al. 2002; BAGUR et al. 2017; GARBINCIUS &
ELROD, 2022).
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A desregulacdo do Ca?* esta envolvida em numerosas patologias, como
insuficiéncia cardiaca, acidente vascular cerebral, neurodegeneracéo, disturbios
neuromusculares, diabetes e cancer (KAVALALI, 2020; VALLESE et al 2020). Os
primeiros trabalhos fazendo ligacao direta entre canais de calcio e cancer, foram
publicados na década de 80, quando estudos confirmaram a inibicdo do
crescimento do cancer usando bloqueadores de canais de célcio especificos
(LEE et al, 1988; BATRA & ALENFALL, 1991; TAYLOR & SIMPSON, 1992).

A remodelacéo das vias fluxo de Ca?* favorece a mudanca fenotipica do
estado normal para o estado altamente proliferativo, a sinalizacdo aberrante
pode aumentar a proliferacédo celular e a angiogénese, enquanto interrup¢cdes na
homeostase do Ca?* estdo associadas ao aumento da apoptose e autofagia nas
células cancerigenas (DELIERNEUX et al, 2020; MARCHI et al, 2020;
MISSIROLI et al, 2020 TAJADA & VILLALOBOS, 2020).

Sao regulados de formas diferentes em alguns tipos de cancer, podemos
citar como exemplo, os canais de PIEZO, que desempenham papel importante
em processos de transducdo mecanica, aparecem superexpressos no
estbmago, mama, prostata e glioma, onde regulam a proliferacdo celular,
migracao/invasao e angiogénese, mas sdo oncossupressores no pulmao e no
osteossarcoma, indicando que a desregulacdo do Ca?* pode produzir efeitos em
ambas as extremidades do espectro (RIDONE et al, 2019; DE FELICE &
ALAIMO 2020).

Nesse estudo foi observado que os tratamentos NLS-DTX e DTX induziu
a liberacédo dependente de tempo de Ca?* no citosol (Figura 51 e 52). No entanto,
nenhuma alteracdo no nivel de Ca?" foi observada apdés a exposicdo aos
tratamentos de NLS. Sabe-se que a remodelagcdo da sinalizagdo de
Ca?* contribui para processos fisiopatolégicos graves. As alteragées da PML e
PMM podem desestabilizar as trocas de Ca?*.
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Figura 51: Avaliacéo de nivel de Ca?* intracelular por 24h. As células de AGS foram expostas
a 10 pg/ml e NLS-DTX e DTX; e a NLS e meio de cultura em volume equivalente. Peréxido de
hidrogénio (controle positivo). **P<0.001 e ****P<0,0001.
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Figura52: Avaliacdo de nivel de Ca?* intracelular por 48h. As células de AGS foram expostas
a 10 pg/ml e NLS-DTX e DTX; e a NLS e meio de cultura em volume equivalente. Peréxido de
hidrogénio (controle positivo). ***P<0.001 e ****P<0,0001.

A relacdo entre o metabolismo alterado no cancer e sua regulagéo da
sinalizacdo de Ca?* permanece relativamente inexplorada, frequentemente
associa-se aspectos-chave da progressao do cancer, como proliferacédo tumoral,
transformacdo maligna, escape da morte celular e resisténcia a agentes
anticancerigenos. Portanto, a compreensdo desses mecanismos é uma grande

promessa para o sucesso do tratamento.
4.8 Dosagem de Oxido Nitrico por Nitrato

A sinalizagdo aberrante de NO é uma caracteristica central de muitos
distarbios importantes, incluindo doencas cardiovasculares, diabetes e cancer
(SCHIFFER et al, 2020; CARLSTROM, 2021; LUNDBERG & WEITZBERG,
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2022). A familia das sintases de Oxido nitrico (NOS) compreende as NOS
induzivel (iNOS), NOS endoteliais (eNOS) e NOS neuronais (nNOS) (XU & LIU;
1998). Vale ressaltar, que varios estudos mostraram que todas as trés isoformas
podem estar envolvidas na promocdo ou inibicdo da etiologia do cancer
(VANNINI et al, 2015; HU et al, 2020).

Em nosso estudo, podemos observar que a NLS-DTX e NLS obtiveram
um aumento de 37% em relagdo ao grupo controle (sem tratamento), enquanto
DTX teve reducdo de 14% em relacdo ao grupo controle (Figura 53). Nos
mostrando que o aumento da expressédo de NO pode ter sido ocasionado pela
presenca NLS, o que pode ser algo muito positivo a ser explorado a nivel
terapéutico, funcionando como doador de NO, que pode promover a
vasodilatacao, facilitando a entrega de drogas e um aumento na infiltracdo de

células T CD8*"e células dendriticas, que sao essenciais para efeitos

antitumorais.
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Figura 53: Dosagem de Oxido Nitrico em AGS. As células de AGS foram expostas a 10 pg/ml
e NLS-DTX e DTX; e a NLS e meio de cultura em volume equivalente. **P<0,01.

Por exemplo, foi demonstrado que o paclitaxel inibe o efeito de
intensificacdo da metastase da galectina-3, estimulando a producdo de NO em
células de cancer hepatico humano, HepG2 (SAYED-AHMAD & MOHAMAD,
2005). Xu et al. (2021) encapsularam o paclitaxel em nanoparticulas, que
romperam 0S vasos sanguineos e permitiram que as células T se infiltrassem

nos locais do tumor.


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/paclitaxel
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/paclitaxel
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/paclitaxel
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A molécula de NO tem um papel complexo no cancer, pode promover a
vasodilatacdo e estimular a angiogénese, a0 mesmo tempo em que pPOSSui
propriedades citotoxicas e imunomoduladoras (MIRANDA et al., 2021; JIANG et
al, 2022). Altas concentracdes de NO (geradas por macrofagos ativados) mostra
ter efeitos citotoxicos, podendo mediar a apoptose de células cancerigenas e a
inibicdo do crescimento do céancer (JIANG et al, 2022; LI et al, 2023;
SOUNDARARAJAN et al, 2023).Em contraste,em concentracdes
(relativamente) baixas de NO, pode promover a angiogénese, favorecer o
crescimento,  proliferacdo, progressdo tumoral e a metastase
(SOUNDARARAJAN et al, 2023).

Em um pequeno ensaio clinico de fase 1/2, foram examinados
recentemente os efeitos do L-NMMA, um inibidor ndo especifico da NOS, em
combinacdo com DTX em mulheres com cancer de mama triplo negativo
quimiorresistente. Foi descoberto que a combinacdo foi bem tolerada e
observaram indicacées de uma resposta quimioterapica melhorada, conforme
avaliado pela reducédo no tamanho do tumor e uma diminuicdo nos neutréfilos

fenotipicamente promotores de tumor ( CHUNG et al., 2021).

Sung et al. (2019) criaram um sistema de nano entrega que permite a
liberacdo direcionada de NO em camundongos com carcinoma hepatocelular
experimental. O tratamento com este sistema normalizou os vasos tumorais, o
gue melhorou a entrega e a eficacia de varias modalidades de tratamento, ao
mesmo tempo em que reprogramou O Sistemaimunossupressor do

microambiente do tumor em direcdo a um fenétipo imunoestimulador.

O efeito apoptético do NO também esta relacionado ao tipo celular (LIM,
et al, 2009; Jl et al, 2016). Estudos demonstraram que o NO promove a apoptose
em células de carcinoma hepatocelular (LIU et al, 2017) , enquanto o NO inibe a
apoptose em células de melanoma (HE et al, 2014).

Numerosos desafios permanecem ao tentar modular os eventos de
sinalizacdo de NO no tratamento do cancer (BASUDHAR et al, 2017; KHAN et
al., 2020; PAUL et al, 2021; JIANG et al, 2022). Dado o papel central do NO em
uma variedade de sistemas da fisiologia humana, qualquer droga que interfira

nesses sistemas deve ser direcionada com precisdo, tanto espacialmente,


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0092867422007152#bbib230
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0092867422007152#bib50
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/immunosuppressive-drug
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/melanoma
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0092867422007152#bib171
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0092867422007152#bib171
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temporariamente, quanto em termos de concentracédo (CINELLI et al, 2020; HU
et al, 2020; CARLSTROM, 2021). A maioria dos estudos, concordam que o papel
de NO no cancer dependeréa de onde e em que momento ele é gerado, por quais
células, sua concentracdo celular, o meio redox, a abundancia de elementos-
alvo do NO, bem como o microambiente tumoral (HU et al, 2020; MIRANDA
et al., 2021).

4.9 Dosagem de Citocinas

O microambiente tumoral pode gerar uma inflamacédo crbnica que
impulsiona a iniciacdo, proliferacdo, progressao, metastase e resisténcia
quimioterapica. Esse ambiente tumoral promove a secre¢do de citocinas, em
diferentes etapas da progressdo do cancer. Essas citocinas podem inibir o
desenvolvimento do tumor (citocinas anti-inflamatérias), mas, em contraste,
pode favorecer o processo inflamatério crénico (citocinas pré-inflamatérias) que
tolera o crescimento tumoral de forma autécrina e paracrina e tem sido associado

ao mau prognostico do cancer (CALDER,2015).

Esses conjuntos de citocinas presentes no microambiente tumoral podem
ser detectados na circulacao, sendo potencialmente Gteis como biomarcadores
tumorais, que podem auxiliar na deteccao, previsdo de resultados e orientar nas

escolhas terapéuticas.
Citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, I-6, IL-12)

O TNF-a é uma citocina e adipocina que funciona como um importante
mediador inflamatorio e da resposta imune celular, induzindo o recrutamento e
ativacdo de células inflamatérias. Podem estar envolvidas na diferenciacao
celular, proliferacdo de células tumorais, invasdo tumoral e metastase e
participar da transicao epitélio-mesenquimal (SETHI & HOTAMISLIGIL, 2021).

E produzido principalmente por macréfagos e em menor quantidade por
células B e T (citotoxicas CD8 * e CD4 * Th1l), células Natural Killer, mastacitos,
fibroblastos, osteoclastos, células endoteliais e musculares. Pode atuar tanto na
sinalizacdo autécrina como paracrina (WU & ZHOU, 2010; SETHI &


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0092867422007152#bbib230
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0092867422007152#bbib230
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HOTAMISLIGIL, 2021). A secrecao de altas concentracfes desta citocina pode
resultar em citotoxicidade (WEBSTER & VUCIC, 2020). Além disso, o TNF-Q tem

sido referido como um fator inflamatério relacionado a promoc¢édo do cancer

gastrico (OSHIMA et al, 2014). Em nosso estudo, podemos ver que o tratamento
com NLS-DTX teve reducao de 40% da expresséao da citocina TNF-a (FIGURA

54). Enquanto os tratamentos com DTX e NLS néao tiveram reducéo significativa.
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Figura 54. Modulacédo da secrecao da citocina TNF-a 24 horas. Ap6s os estimulos, os
sobrenadantes de cultura foram coletados e a quantidade de TNF-a foram dosadas por ELISA.
Os dados representam a média £+ SEM.*P<0.05.

A IL-6 € uma citocina multifuncional e uma adipocina que desempenha
um papel significativo na indug¢éao do crescimento do tumor, que claramente tem
efeitos promotores de tumor e pré-inflamatérios (VGONTZAS et al, 1997;
IBRAHIM, 2010). Originalmente, foi identificado como fator estimulador de
células B-2 (BSF-2) e o indutor da producédo de imunoglobulina (MURAGUCHI
et al, 1988). A transcricdo de IL-6 € induzida por varios estimulos, como TNF-a
e EROs (YOON et al, 2010; MURAKAMI et al, 2019). Promove a sinalizagdo Wnt,

que contribui para a tumorigénese gastrica.

Quando a IL-6 é altamente expressa por células cancerigenas, pode-se
observar a resisténcia multipla a drogas (RMD), possivelmente através da
inducdo autdcrina de células tronco cancerigenas, sugerindo um papel da
citocina na evaséao das células tumorais para a morte celular induzida por drogas
(CONZE et al, 2001; Yl et al, 2013; LEE et al, 2014; JIA et al, 2017). Enquanto a
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inibicdo pode ressensibilizar o tumor contra as drogas quimioterapicas (HE et al,
2011; SHI et al, 2012).

Em nosso estudo, podemos observar que os tratamentos com DTX e NLS
obtiveram uma regulacdo negativa de 30%, enquanto o tratamento com NLS-
DTX teve um efeito terapéutico melhor, apresentando uma regulagéo negativa
de 40% (Figura 55).
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Figura 55. Modulagdo da secregcdo da citocina IL-6 24 horas. ApOs os estimulos, os
sobrenadantes de cultura foram coletados e a quantidade de IL-6 foram dosadas por ELISA. Os
dados representam a média + SEM. *P<0.05 e ***P<0,001.

A IL-12 € um membro de uma pequena familia de citocinas pro-
inflamatorias heterodiméricas, produzidas e expressas principalmente pela
célula apresentadora de antigeno, como células dendriticas e macrofagos
ativados, dependendo do contexto imunolégico (VIGNALI & KUCHROO,
2012; TENG & BOWMAN, 2015; ZHENG et al, 2016). Amplifica a resposta imune
tipo 1 em cancer gastrico. Em nosso estudo, podemos observar que ocorreu uma
regulacéo negativa maior no tratamento com NLS-DTX de 46%, enquanto DTX
foi de 14 % e NLS de 32% (Figura 56).
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Figura 56. Modulacdo da secrecdo da citocina IL-12 24 horas. Apés os estimulos, os
sobrenadantes de cultura foram coletados e a quantidade de IL-12 foram dosadas por ELISA.
Os dados representam a média + SEM.*P<0.05.

Citocinas anti-inflamatorias (TGF-B)

A sinalizacéo de TGF-B contribui para a transicéo epitelial-mesenquimal
(EMT), que induz a regulagcdo positiva da capacidade metastatica e quimio-
resisténcia em células cancerigenas (CHUNG & LIM, 2014). Estimula a sintese
de colageno em fibroblastos e células cancerigenas, o que leva a fibrose difusa

no caso de cancer gastrico cirroso (WANG et al, 2017).

No cancer de mama triplo negativo e ovario, o TGF-p induz a resisténcia
a taxanos e as medicfes do nivel de TGF-B podem ser usadas para prever as
respostas ao tratamento com quimioterapicos (BHOLA et al, 2013; ZHU et al,
2018). Em nosso estudo, ndo encontramos diferenca significativa entre os
tratamentos quando comparada ao grupo controle, ocorrendo apenas uma

pequena reducdo de 14% no grupo tratado com NLS (Figura 57).
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Figura 57. Modulacédo da secre¢do da citocina TGF-B 24 horas. Apos os estimulos, os
sobrenadantes de cultura foram coletados e a quantidade de TGF-B foram dosadas por ELISA.
Os dados representam a média + SEM.*P<0.05.

A morte celular esta envolvida em diversos niveis na progressao do
cancer gastrico. Podemos citar que a inibicdo do processo apoptético € uma
causa da extensa proliferacédo de células de cancer gastrico, mas a morte celular
anormal de células imunes, como macrofagos, linfocitos regulados por citocinas
secretadas por tumores e receptores de superficie, pode ser vital para que as
células do cancer gastrico escapem da resposta imune (LAZAR et al, 2018;
CHEN et al, 2020).

As citocinas, os receptores de citocina e a quantificacdo de proteinas
especificas do cancer na circulagdo tem uma aplicacdo potencial para o
diagndstico e progndostico do cancer e tornaram-se 0s tdpicos atuais de pesquisa.
Isso porque séao relativamente faceis de medir e podem fornecer uma alternativa

nao invasiva para o diagnaostico.

Entretanto, a pesquisa atual sobre imunidade tumoral do cancer gastrico
€ consideravelmente menor do que a do pulméao, célon e outros canceres, e
varios mecanismos classicos de agdo ndo foram confirmados no cancer gastrico.

Isso pode estar relacionado com as caracteristicas anatomicas, fisiologicas e

histolégicas Gnicas do tecido gastrico (LIU et al, 2022).



128

4.10 Andlise da Biogénese dos Corpusculos Lipidicos

Os lipidios sdo uma classe de biomoléculas bastante diversificada, que
podem ser implicadas numa série de cenarios fisiopatoldgicos (AMEER et al,
2014; CRUZ et al., 2020; YOON et al., 2021; VASSEUR & FABIENNE, 2022;
ZADOORIAN et al, 2023). Em células normais, a biogénese lipidica, o
armazenamento de goticulas lipidicas e a oxidacdo de A&cidos graxos,
normalmente, estardo em equilibrio dindmico (KANE & LYNCH, 2019). Enquanto
durante a tumorigénese, a oxidacéo lipidica pode afetar a progresséao do tumor,
favorece o0 processo metastético e esta diretamente ligado a resisténcia aos
tratamentos quimioterapicos, bem como na recorréncia da doenga (RAK et al,
2014; SHYU et al, 2019; BUTLER et al, 2020; DUBEY et al, 2020).

As alteragbes no metabolismo da glicose estdo bem reconhecidas durante
0 processo tumoral. Mas, as células cancerigenas também séo capazes de
alterar outros processos, como € o caso do metabolismo lipidico, causando um
aumento significativo no contetdo lipidico, por meio da ativacdo excessiva a
sintese enddgena ou a absorc¢ao de lipideos e lipoproteinas exdgenas (BAENKE
et al, 2012; LIU et al, 2017; TIRINATO et al, 2017; DHIMAN et al, 2020).

A presenca de corpusculos lipidicos (CLs) nas células tumorais tem sido
relacionada com processos neoplasicos e inflamatdérios, estando ligada a muitos
aspectos da producdo de mediadores inflamatorios, ativacdo, sinalizacéo,
proliferacéo, motilidade e diferenciacdo celular (ACCIOLY et al, 2008; BOZZA,
2010; HERSHEY et al., 2020; SU et al, 2020; WANG et al, 2022).

CLs sao organelas citoplasmaticas constituidas por uma monocamada
fosfolipidica, de tamanho nano a micro que armazenam lipidios neutros (por
exemplo, ésteres de colesterol) e proteinas, apresentam papel importante na
homeostase lipidica e energética, comunicacdo entre organelas distintas
(estando intimamente associada ao reticulo endoplasmatico) e possivel
contribuicdo em outros processos vitais celulares, como na degradacédo de
proteinas (NIAVARANI et al, 2019; DHIMAN et al, 2020; ZHANG et al, 2022).
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Supostamente os CLs aprisionam drogas anticancerigenas, que os torna
incapazes de atingir seus alvos terapéuticos, que em muitos casos, Sao
especificos para acdo no nucleo celular, levando a diminuicdo da sua eficacia
(BALDO et al, 2022). A inibicdo da formacdo dos CLs poderia diminuir o
aprisionamento do farmaco e seria Util para a diminuicdo da progressdo do
cancer e pode ser realizado por trés principais abordagens: bloqueio da captacao
de lipidios, bloqueio da sintese de lipidios ou bloqueio da lipolise intracelular
(SNAEBJORNSSON et al, 2020).

Analisamos a biogénese de CLs em células de AGS. O tratamento com
NLS-DTX apresentou uma maior expressao, representando um aumento de 3x
em relacdo ao controle ndo tratado, o tratamento com DTX teve um aumento de
2x em relagdo ao controle ndo tratado e o tratamento NLS ndo apresentou
alteracéo significativa em relagéo ao grupo controle (Figura 58).
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Figura 58. Analise da Biogénese dos Corpusculos Lipidicos em células AGS. As células de
AGS foram expostas a 10 pg/ml e NLS-DTX e DTX; e a NLS e meio de cultura em volume
equivalente. ***P<0,001 e ****P<0,0001.

Foi demonstrado que células precursoras B transformadas foram
incubadas em meio de contendo soro deficiente em lipoproteinas e foi observado
uma inibicdo significativa do crescimento e aumento de morte celular; quando
houve a reposi¢cdo da suplementacdo do soro com lipoproteinas, o crescimento

foi restaurado; sugerindo que o crescimento, proliferagdo e sobrevivéncia das
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células dependem do metabolismo lipidico (HUANG et al, 2016; LIU et al, 2017).
A presenca de CLs em canceres também tem sido relacionada com a presenca
de células natural killer e com 0 aumento da metastase (NIAYARANI et al, 2019).

Embora seja pouco estudada, a lipofagia parece desempenhar um papel
duplo no céancer, indicando ser dependente do tipo de célula ou do tipo de
proteina estudada (ZHANG et al, 2022). A degradacdo de CLs por lipofagia
aumenta a viabilidade das células de hepatocarcinoma e protege as células de
cancer de prostata sensiveis a androgenos (KAINI et al, 2012; LU et al, 2015). A
inibicéo farmacologica da lipélise na linhagem celular de cancer colorretal induziu
acumulo de CLs e a morte celular, enquanto alterava o perfil das células-tronco
tumorais em favorecimento de um fenotipo mesenquimal mais agressivo
(ASSUMPCAO et al, 2017). A superexpressdo de uma proteina reguladora da
autofagia, aumentou a lipofagia de CLs enquanto sensibilizou as células HeLa a
apoptose (MUKHOPADHYAY et al, 2017).

Vérias vias regulatérias do metabolismo lipidico foram identificadas e
estdo associadas a resisténcia ao Docetaxel no cancer de préstata, destacados
0os que controlam o metabolismo de glicerofosfolipidos, sinalizacdo de
esfingolipidos e ferroptose (INGRAM et al, 2021). Foi demonstrado que perfis
lipidicos foram elevados em pacientes pos-operatérios de cancer de mama,
especialmente em mulheres na pré-menopausa, em decorréncia do tratamento
com taxanos (HE et al, 2020). Enfatizando que o monitoramento lipidico, a
prevencado e tratamento da dislipidemia devem ser levados em consideracao
durante a quimioterapia (HE et al, 2020). Em estudos com tecidos de tumor
mamario de camundongos BRCA1, com mutacado resistente ao docetaxel, foi
demonstrado que o conteddo de colina foi maior em comparacdo com 0s
controles sensiveis ao docetaxel (VAN ASTEN et al, 2015).

Diferentes tipos de neoplasias apresentam a lipogénese aumentada como
fator comum, sendo esta alteragéo mais observada em canceres de célon, mama
e prostata. O metabolismo lipidico no cancer gastrico demonstra uma sintese
aumentada de lipidios, B-oxidacéo regulada positivamente e a decomposicao
oxidativa de acidos graxos (XIAO & ZHOU, 2017). Enjoji et al. (2016) relataram
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um acumulo significativo de CLs em células de cancer gastrico, principalmente
na lipogénese e no armazenamento de lipidios. Futuramente, espera-se que a
compreensao do metabolismo lipidico anormal durante a progressédo do cancer

gastrico, seja um caminho determinante para a eficacia do seu tratamento.
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5 CONCLUSAO

A aplicacao clinica do DTX apresenta um amplo espectro de beneficios
associados, mas ainda é limitada devido aos seus efeitos colaterais, decorrentes
do seu comportamento ndo direcionado especificamente. Técnicas baseadas em
nanotecnologia podem ajudar esses medicamentos, melhorando a sua
farmacocinética e biodistribuicdo, contribuindo para aumentar os seus efeitos

terapéuticos.

Compreender as vias envolvidas na reprogramacao metabdlica do cancer
€ de suma importancia para o desenvolvimento de quimioterapicos eficientes.
Como parte do metabolismo celular, a mitocondria auxilia na sobrevivéncia ou
morte das células; assim como o vazamento lisossdmico causa aumento da
acidez citosodlica, quebra descontrolada de componentes celulares e morte
celular por necrose. Os estudos aprofundados em entender como essas
organelas funcionam no processo tumoral, estdo emergindo como uma nova
estratégia terapéutica para sensibilizar as células tumorais e superar a

resisténcia aos medicamentos.

Os organismos vivos estdo constantemente sujeitos a algum grau de
estresse oxidativo, induzido principalmente por espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio. Recentemente, ficou claro que existem varios subtipos de apoptose
e que ha uma sobreposicao entre apoptose, necrose e autofagia, que parece
depender do tipo de cancer, contexto genético e/ou estagio da doenca. Assim
como, destacamos a importancia de conhecer a interconexdo de ions como
Ca 2* no cancer, perfil das citocinas que medeiam o processo inflamatério e o

papel do metabolismo lipidico.

Comecar a explorar e destacar a importancia dessas interconexdes,
analisando o perfil metabdlico removera varias lacunas remanescentes Nno N0Sso
campo de estudo, ajudard a entender melhor os mdultiplos mecanismos
moleculares que afetam o desenvolvimento e manutengéo tumoral, metastase
do tumor e ajudara a projetar e desenvolver medicamentos de nova geragéao,

com o objetivo de fornecer mais orientacées sobre a estratificacdo de risco,
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terapia individualizada para tumores e quebrar todas as barreiras de defesa do

cancer.
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6 CONSIDERACOES FINAIS
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Figura 59: Esquema conclusivo sobre os resultados obtidos no trabalho. (Criado pela
autora)

Com os dados obtidos nesse trabalho, podemos concluir que o tratamento
com NLS-DTX e DTX causou a superproducao de EROs, o mau funcionamento
mitocondrial e lisossomal, o acimulo de corpusculos lipidicos e célcio, processos
gue estdo intimamente associados a morte celular induzida pelos tratamentos
com NLS-DTX e DTX (Figura 59).

Por consequéncia, o tratamento causou alteracbes nas proteinas
estruturais presentes nas células AGS (B-tubulina e B-catenina), levando a
alteracdes em sua morfologia, perda de adeséao, perda do potencial de formacao
de colbnias, perda do potencial proliferativo e de migracdo, bem como a
modulacdo do perfil de citocinas (diminuicdo das citocinas pro-inflamatérias)
(Figura 59).

Enquanto a formulacéo de NLS, ndo apresentou alteragdes significativas
quando comparada ao grupo controle, ndo nos indicando associagdo com 0s

processos envolvidos na morte celular, mostrando-se eficiente na sua funcéo de
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entrega de farmacos e nos mostrando um efeito terapéutico a ser explorado pelo

aumento da dosagem de 6xido nitrico.

Considerando as descobertas citadas, é clara a necessidade de otimizar
a terapia do céncer gastrico; seja isto feito por meio da busca por novas
moléculas ou com o emprego de nanoparticulas, que podem permitir maior
eficiéncia do tratamento. A ampliacdo desse conhecimento é de suma
importancia, na aplicacéo pratica das doencas em que, sua patogénese, envolve
o desequilibrio homeostatico das células teciduais, como o cancer, sem
comprometer os demais tecidos.

A encapsulacao do docetaxel em nanoparticulas lipidicas sélidas podera
reduzir os efeitos colaterais, melhorar a sua eficacia e o tratamento do tumor
(MARTINS et al., 2010; ZHAO et al., 2012, MCKEAGE, 2017). As nanoparticulas
lipidicas solidas tém se apresentado como estruturas promissoras na conducao
de véarios compostos, uma vez que podem ser adaptados a diversas vias de
administracdo e transportam os farmacos citotoxicos diretamente para interagir
com as células especificas dos tumores (DANHIER, 2010; WONG, 2010;
MCKEAGE, 2017, ROCHA et al, 2020).
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7 CONCLUSOES GERAIS

Com os dados obtidos nesse trabalho, podemos concluir que:

O efeito citotoxico das NLS-DTX nas células AGS foi maior do que na
linhagem de fibroblasto;

O efeito das NLS-DTX influenciou na capacidade de formar colonias, na
adesao, proliferacao celular e migracédo das células AGS;

Houve alteragdes estruturais das proteinas 3- tubulina e B-catenina;

A dindmica da internalizacdo da NLS-AIPc, iniciou no tempo de 30min e
atingiu seu pico as 9h de tratamento. Enquanto que a Unica via de
internaliza¢ao que obtivemos inibi¢ao, foi a de 4°C;

Houve aumento da producado de espécies reativas;

Houve alteracbes no comportamento das mitocéndrias e lisossomos
guando tratadas com NLS-DTX e DTX;

Houve mudanca do perfil de morte celular entre os tempos de 24h e 48h,
onde primeiramente ocorreu somente e exposi¢ao de fosfatildiserina e no
segundo momento houve dupla marcacao, indicando rompimento da
membrana da célula AGS;

A dosagem de 6xido nitrico demostrou aumento na presenca de NLS;
Houve diminui¢édo do perfil das citocinas pré-inflamatorias;

Com os tratamentos de NLS-DTX, ocorreu aumento da biogénese dos

corpusculos lipidicos.
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PERSPECTIIVAS PROPOSTAS PARA

CONTINUIDADE DESSE TRABALHO

O comportamento da NLS-DTX deve ser investigado adequadamente, em
diferentes tipos celulares de tumores.

Compreender como a interacdo das NLS-DTX pode contribuir para a
plasticidade da AGS, especialmente trocas fenotipicas entre os estados de

proliferacéo, migracéo e diferenciacao.

Uma estratégia que busca unir as vantagens da terapia alvo e farmacos
citotdxicos sdo a conjugacédo das nanoparticulas com anticorpos que se ligam
especificamente a receptores das células tumorais, melhorando a

seletividade da terapia e melhorando a sua eficacia.

Estudar os componentes do citoesqueleto, como os filamentos de actina e
tubulina, que séo cruciais para a migracao celular. Essas proteinas formam
polimeros dindmicos altamente versateis, capazes de organizar organelas
citoplasmaticas e compartimentos intracelulares, definindo a polaridade

celular e gerando forgas de protrusdo e contracao.

E necessario que haja uma maior investigacdo com relacéo aos seus efeitos
das NLS-DTX sobre os fibroblastos, apesar de estarem envolvidos no
crescimento tumoral e metastatico, sdo células normais, que estao

distribuidas por todas as partes do corpo.

Explorar novas vias de administracdo para a formulacdo de NLS-DTX. O
tratamento de diversos tipos de cancer, tem sido avaliado por meio da entrega
por diferentes vias como oral, intravenosa, intraperitoneal, retal e
transdérmica. As diferentes rotas empregadas para a entrega de DTX estéo
associadas as suas respectivas vantagens e diminuicao de suas deficiéncias

terapéuticas.

Investigar a via de apoptose. Func¢do das caspases e as proteinas anti e pro

apoptoticas na acado das NLS-DTX.

Estudos in vivo, para compreender o mecanismo de biodistribuicdo das NLS-

DTX no organismo, metabolismos e sua eficacia.

A
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