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RESUMO

O cancer epitelial de ovario aparece como o tipo de cancer ginecolégico com maior
mortalidade em todo o mundo. Atualmente, o tratamento padrdo € baseado na
combinacao de cisplatina com um taxano, porém tem como principal obstaculo para sua
eficiéncia o desenvolvimento de resisténcia aos tratamentos pelas células tumorais. O
docetaxel é um importante antineoplasico hidrofébico amplamente utilizado na clinica
no tratamento de tumores como mama, ovario, prostata e outros.Entretanto, sua
toxidade sistémica é alta devido ao solvente utilizado na administracdo, o Tween 80,
responsavel por agravar os efeitos adversos e provocar reagdes alérgicas. A associagdo
do docetaxel com nanoparticulas lipidicas s6lidas mostra-se como uma opcao para
diminuir os problemas relacionados & aplicagdo bioldgica do docetaxel, pois permite um
maior nivel de absorcdo pelas células tumorais, além de protegé-lo da degradacéo
dentro do organismo antes que chegue ao alvo. Esse trabalho teve como objetivo avaliar
a atividade antitumoral de duas formulacGes de nanoparticulas lipidicas solidas (NLS)
associadas ao docetaxel (DTX) nas linhagens de carcinoma de ovario humano sensivel
A2780 e resistente ao docetaxel A2780-MDR#2 e A2780-MDR#3. Para obtencédo das
linhagens resistentes A2780-MDR#2 e A2780-MDR#3 foi feito a transducdo das
células A2780 com VLP contendo o plasmideo retroviral com gene MDR (pHaMDR).
As linhagens obtidas possuem morfologia alterada, com células maiores e crescimento
em colonias, caracteristicas diferentes da linhagem parental e apresentam
sensibilidadereduzida ao DTX. Foi avaliado a acéo citotoxica de trés nanoformulaces:
(1) NLS-BRANCA, para verificacdo da citotoxidade do sistema; (2) NLS-DTX-1,
formulagdo contendo 1 mg/mL de docetaxel; (3) NLS-DTX-2, formulagéo contendo 2
mg/mL de docetaxel. Como controle positivo foi utilizado o DTX livre. Com o0s
resultados obtidos foi possivel observar que as NLS-DTX-1 e NLS-DTX-2 possuem
atividade citotoxica a partir de 10 ng/mL nos tempos de tratamento de 24, 48 e 72 horas
e seu veiculo, a NLS-BRANCA, ndo apresentou toxicidade significativa tanto na
linhagem tumoral sensivel (A2780) como nas resistentes a docetaxel (A2780-MDR#2 e
A2780-MDR#3). Por microscopia de luz foi possivel visualizar que o tratamento com as
NLS-DTX alterou a morfologia das células A2780, tornando-as arrendondadas e
menores, além de desorganizar o citoesqueleto das células, causando danos aos
microtubulos, fato esse observado por microscopia confocal a laser. Esses danos a
morfologia e ao citoesqueleto se da pela atividade estabilizadora de microtubulos de
docetaxel, 0 que promove a desorganizacdo do citoesqueleto. Foi avaliado a capacidade
clonogénica das células A2780 apds 24 horas de tratamento com as NLS-DTX e foi
visto que as células ndo foram capazes de se proliferar e formar colénias como ocorre
naturalmente a essa linhagem. A atividade antimitética de DTX presente nas
formulacdes foi observada pelo impedimento da progressao do ciclo celular em G2/M.
A interrupcdo do ciclo celular levou as células A2780 a morte celular. Portanto, com
esse trabalho foi possivel concluir que a associacdo de DTX com o nanossistema NLS é
eficiente pois mostrou acdo citotoxica em celulas de carcinoma de ovério sensiveis e
resistentes a docetaxel, além de preservar a atividade antimit6tica caracteristica do
farmaco.

Palavras-chave: cancer de ovario; resisténcia a multifarmacos; nanoparticulas lipidicas
solidas; docetaxel.
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ABSTRACT

The epithelial ovarian cancer is the most common cause of women deaths among
gynecological cancers worldwide. Currently, the standard treatment is based on the
combination of cisplatin with a taxane, however the efficacy of this combination faces a
main obstacle: the development of resistance to treatments by tumor cells. Docetaxel is
an important hydrophobic antineoplastic applied in clinical treatment for breast, ovary,
prostate and solid tumors in general, but it shows high systemic toxicity due to the
utilization of Tween 80 as solvent. The use of Tween 80 is responsible to increase the
side effects and to cause allergic reactions. The association of docetaxel with solid lipid
nanoparticles is shown as an option to enhance biological application of docetaxel,
because it provides a better absorption by the tumor cells besides preventing the drug
degradation within the organism before it arrives at the target. The aim of this study was
to evaluate the antitumor activity of two solid lipid nanoparticle (NLS) formulations
associated with docetaxel (DTX) in sensitive human ovary carcinoma A2780 cell line
and resistant to docetaxel A2780-MDR#2 and A2780-MDR#3 strains. A2780-MDR#2
and A2780-MDR#3 strains were generated by transduction of A2780 cells with VLP
containing retroviral plasmid with MDR gene (pHaMDR). Transduced cell lines
showed altered morphology presenting bigger cells growing in colonies, different from
the parental cells and were less sensitive to DTX. Cytotoxicity assay for three
nanoformulations was performed: (1) NLS-WHITE, to evaluate cytotoxicity caused by
the system; (2) NLS-DTX1, formulation with Img/mL of docetaxel; (3) NLS-DTX-2,
formulation with 2 mg/mL of docetaxel. Free docetaxel was used as a positive control.
The results demonstrated that NLS-DTX-1 and NLS-DTX-2 have cytotoxic activity
beginning from 10 ng/mL concentration within 24, 48 and 72 hours of treatment and
their vehicle, NLS-WHITE showed no significant toxicity both in the sensitive (A2780)
and in resistant cell lines (A2780-MDR#2 e A2780-MDR#3). Also, the treatment with
NLS-DTX altered the morphology of A2780 cells, making them rounded and smaller.
This morphology damage is due to the stabilization of microtubules by the DTX, which
promotes the cytoskeleton disorganization, observed by confocal microscopy.
Clonogenic assay was performed with A2780 cell after 24h of treatment with NLS-
DTX and it was seen that these cells were not able to proliferate and make colonies, as
naturally occurs in this cell line. The antimitotic activity of DTX present in the NLS-
DTX formulations was observed by the prevention of cell cycle progression in G2/M
leading cells to death. Finally, it was possible to conclude that the association of DTX
with the NLS nanosystem is an efficient treatment since it shows cytotoxic activity in
sensitive ovarian tumor cells as well as in docetaxel resistant cells and keeps the
antimitotic activity presented by free docetaxel.

Key words: ovarian cancer; multi drugs resistance; solid lipid nanoparticles; docetaxel.
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1.INTRODUCAO

1.1. Cancer

O céancer ¢ um termo genérico para um grupo de mais de duzentas doengas que
podem afetar qualquer parte do corpo. O surgimento e estabelecimento de um céancer
tém varias etapas, onde as células passam por processos de transformacédo até se tornar
uma célula tumoral (WHO, 2016). Das caracteristicas que definem o céancer, a
proliferacdo desenfreada das células tumorais é a principal, e uma das mais
preocupantes é a capacidade que essas células possuem de invadir tecidos adjacentes e
se estabelecer em novos 6rgaos, processo denominado de metastase (HANAHAN &

WEINBERG, 2000; CAIRNS& MAK, 2016).

Essa desordem na fisiologia celular esta relacionada a anomalias na expressao
génica basica das células e na resposta celular a estimulos internos ou externos ao
organismo. Os fatores internos representam de 5 a 10% de todos os cénceres e se
referem a predisposi¢des genéticas (mutacdes danosas ao DNA que aumentam as
chances do desenvolvimento do céncer), desarranjos hormonais, fatores imunes e
epigenéticos (DESANTIS et al., 2014; YU et al.,2016; FLAVAHAN et al., 2017). Os
fatores externos sao os relacionados com comportamentos individuais, como tabagismo,
sedentarismo, alcoolismo, ma alimentacdo e outros, ou por exposicdo a agentes
mutagénicos, tais comoluz ultravioleta ou compostos quimicos (HANAHAN &

WEINBERG, 2011; LAUBY-SECRETAN et al., 2016.; GHARIBVAND et al., 2017).

O desenvolvimento do cancer, na maioria dos casos, ocorre de maneira lenta e
progressiva, devido a necessidade de varias mutagcdes propicias no DNA das células

para que se inicie todo o processo. Estudos recentes sugerem que é necessario de trés a



dez eventos genéticos no surgimento e proliferacdo de células tumorais (MCCREERY &
BALMAIN, 2017). As duas classes de genes mais envolvidos no processo de
carcinogénese sdo 0S proto-oncogenes e 0s genes supressores de tumores, onde 0s
primeiros estdo ativos como oncogenes e 0s segundos aparecem inativados. Porém, ndo
€ necessario s6 mecanismos mutagénicos intrinsecos para o desenvolvimento do cancer.
Produtos quimicos alteram mecanismos epigenéticos e podem aumentar a expansao
clonal das células alteradas (HANAHAN & WEINBERG, 2011; OUYANG et al.,

2012; CAIRNS& MAK, 2016).

O aumento da incidéncia de casos de cancer esta relacionado ao crescimento e
ao envelhecimento da populacdo, como também a crescente prevaléncia de fatores de
risco, como tabagismo, excesso de peso, sedentarismo, alimentos industrializados,
alcool entre outros (HEITZet al.,2017; ELLISON et al., 2017). Atualmente o cancer é
uma das principais causas de morte e incapacidade no mundo, contabilizando mais de
14 milhdes de pessoas acometidas a cada ano. Os paises em desenvolvimento sdo 0s
mais afetados, representando57% dos casos e 65% das mortes por cancer em todo o
mundo (TORRE et al., 2015; WHO, 2016). No Brasil, a estimativa para os anos de

2018-2019 indicou a ocorréncia de 600 mil novos casos (Tabela 1).



Tabela 1 - Estimativas para o ano de 2018 das taxas brutas e ajustadasde incidéncia por 100 mil
habitantes e do nimero de casos novos de cancer, segundo sexo e localizagcdo primaria*. Fonte:
INCA, 2018.

Estimativa dos Casos Novos
Homens Mulheres

Localizacao Primaria
Neoplasia Maligna Estados Capitais Estados Capitais

Taxa Taxa Taxa Taxa Cacos Taxa Taxa Taxa Taxa
Bruta | Ajustada Bruta  Ajustada Bruta  Ajustada Bruta | Ajustada

Prostata 68.220 | 66,12 | 67,82 | 15.720 | 70,76 | 66,31 - - - - - -
Mama Feminina - - - - - - 59.700 | 56,33 | 51,29 | 19.920 | 80,33 | 63,98
Colo do Utero = = - - - - s || ek | wl 4620 | 1866 17,58
RIELTEREIVDITOGRT VI 18.740 | 18,16 | 1697 | 4520 | 20,33 | 21,05 | 12530 | 11,81 9,22 3710 | 1506 | 11,44
Colon e Reto 17.380 | 16,83 | 20,03 | 5630 | 2534 | 25716 | 18.980 | 17,90 | 18,40 | 6.820 | 2749 | 20,84
Estomago 13.540 | 13,11 | 1498 | 3240 | 1455 | 1095 | 7.750 7,32 596 | 2.210 8,92 5,34
Cavidade Oral 11.200 | 1086 | 11,22 | 2770 | 12,38 | 12,03 | 3500 | 328 2,86 | 1.010 3,89 2,80
Laringe 6.390 6,17 6,31 1.540 6,86 8,44 1.280 1,20 0,96 420 1,30 0,92
Bexiga 6.690 6,43 7,79 | 1920 8,59 920 | 2790 | 263 221 890 342 2,61
Esdfago 8.240 7,99 6,73 | 1450 6,46 704 | 2550 | 2,38 1,67 540 1,85 1,38
Ovério - - - - - - 6.150 5,79 4,80 2.140 8,46 6,54
Linfoma de Hodgkin 1.480 143 1,14 550 219 1,93 1.050 | 0,9 0,92 400 1,33 1,19
Linfoma ndo Hodgkin 5.370 5,19 5,42 1.480 6,59 6,81 4.810 4,55 419 1.520 6,10 5,44
Glandula Tireoide 1.570 1,49 1,50 500 1,87 1,76 | 8.040 7.57 588 2.490 | 10,01 7,02
Sistema Nervoso Cenfral 5.810 5,62 5,49 1.340 6,10 6,55 5510 517 517 1.400 5,63 4,70
Leucemias 5.940 5,75 551 1.480 6,69 6,58 | 4860 | 456 429 | 1190 | 472 4,59

Casos

Corpo do Uitero g ) - - - - oEm || B | am [ Emn || 0% || %
Pele Melanoma 2020 | 282 | 269 | 800 | 334 | 331 | 3340 | 316 | 215 | 880 | 342 | 274
Outras Localizagdes 41480 | 40,17 | 3526 | 9470 | 4262 | 4345 | 36230 | 3417 | 2004 | 8.920 | 36,00 | 28,39
;“E‘I’;’f;:j N",'lgfa‘;'gﬁ;"f SUHE 514 970 | 208,32 | 217.27 | 52.410 | 235,91 | 22691 | 202.040 | 190,61 | 191,78 | 61.450 | 247,95 | 199.05
Pele ndo Melanoma 85.170 | 82,53 - 17.020 | 76,60 - 80410 | 75,84 - 17.230 | 69,60 -
ROLESERERWENEERTEIGIEISE 300.140 | 290,86 312,52 - 282.450 | 266,47 - 78.680 | 31747 -

Todas as Neoplasias Malignas

Corrigidas para Sub-Registro 18300

*NUmeros arredondados para multiplos de 10.

O perfil epidemioldgico atual do pais mostra que 0s canceres mais incidentes em
homens sdo: préstata, pulmdo, intestino, estbmago e cavidade oral; e em mulheres séo:
mama, intestino, colo do Utero, pulmao e estdmago (Figura 1) (INCA, 2018). O cancer
de ovario ndo figura como um dos tipos principais no Brasil, com a estimativa para
biénio 2018-2019 de 6.150 novos casos (INCA, 2016). Porém, é o cancer ginecoldgico

com maior incidéncia de morte (JAYSON et al., 2014;VARSHOSAZet al., 2018).
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Figure 1 - Estimativas para o ano de 2018 das taxas brutas de incidéncia por 100 mil habitantes e
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do nimero de casos novos de cancer, segundo sexo e localizagdo priméaria*. Fonte: INCA, 2018.

1.2. Cancer de ovario

O ovério ¢ a glandula genital feminina localizada na parte inferior da cavidade
pélvica, possui forma oval, com 2 a 5 cm de comprimento, 1,5 a 3 cm de largurae 0,5 a
1,5 cm de espessura e pesa entre 5 a 10 g durante os anos reprodutivos e possui
organizacdo morfologica semelhante ao esquema da Figura 2. O 6rgéo € divididoem trés
partes: () regido cortical externa, que contém o epitelio germinal e os foliculos; (I1)
regido medular, formada por tecido conjuntivo formado por células contrateis tipo

mioide e células intersticiais e (I11) hilo, regido que contém 0s vasos sanguineos, vasos

linfaticos e nervos (HOFFMAN et al., 2014; DECHERNEY et al., 2016).
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Figura 2 - llustracdo esquematica da anatomia do ovarioe as varias etapas sequenciais do
desenvolvimento folicular. Fonte: HOFFMAN et al., 2014.

As duas funcdes dos ovarios estdo inter-relacionadas, sendo uma a geracdo de
odcitos maduros e producdo de hormdnios esteroides e peptideos que criam o ambiente
ideal para a fertilizagdo e subsequente implantacdo no endométrio. O ovario em
funcionamento normal sintetiza e secreta os hormonios esteroides sexuais estrogénios,
androgénios e progesterona. A dinamica de sintese e secre¢do desses hormonios é
determinada pelas gonodotrofinas hipofisaria, horménio foliculo estimulante(FSH) e
hormonio luteinizante(LH). As fungdes enddcrinas do ovario estdo correlacionadas com
o ciclo menstrual e na preparacdo do Utero para implantacdo do Ovulo fertilizado

(HOFFMAN et al., 2014).

As neoplasias que podem acometer o0 ovario sdo um grupo heterogéneo de
tumores que possuem caracteristicas clinicopatoldgicas e moleculares distintas
(HOFFMAN et al., 2014). Existem trés principais classes de tumores malignos que
podem surgir no ovario (Figura 3): os canceres epiteliais ovarianos, 0s tumores

ovarianos de células germinativas e do estroma do corddo sexual. Esses tipos de



tumores sdo divididos com base nas estruturas anatdmicas das quais 0s tumores se

originam (CHEN et al., 2003; WEBB & JORDAN, 2017)

Epitélio superficial-estroma
* Seroso

¢ Mucinoso Células germinativas
* Endometrioide  Cordao sexual-estroma  ° Disgerminoma
* De células claras e De células da granulosa  * Saco vitelino
e De células ¢ Tecoma * Carcinoma embrionério
transicionais « Fibroma * Coriocarcinoma
* De células de Sertoli * Teratoma
* De células de Sertoli-Leydig
* Esteroide

Figura 3 - Origem dos trés principais tipos de tumores de ovario. Fonte;: HOFFMAN et al., 2014.

Os canceres epiteliais de ovario correspondem a cerca de 90-95% dos casos de
tumores malignos ovarianos, e os tumores de células germinativas e do estroma do
corddo sexual juntos correspondem cerca de 5-10% dos casos,e possuem caracteristicas
singulares que exigem manejo especifico (ROSEN et al., 2009; STEWART et al.,

2017).

Os tumores ovarianos de células germinativas sdo diversos e derivados das
células germinativas primitivas das gbnadas embrionarias. Representam 20-25% dos
casos de tumores de ovario, porém tumores malignos sao raros, cerca de 2,6% dos casos
de tumores malignas de ovario (SHAABAN et al., 2014). S&o diagnosticados
tipicamente na adolescéncia e seus principais sintomas sdo dores abdominais,

surgimento de uma massa palpavel e elevados niveis de marcador tumoral sérico. Os
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tumores malignos de células germinativas engloba os disgerminomas, teratomas
imaturos, tumores de saco vitelineo e tumores mistos de células germinativas

(DECHERNEY et al., 2016).

Os tipos de neoplasias malignas ovarianas com menor incidéncia séo os tumores
do estroma do corddo sexual (TECSs), cerca de 0,2 casos a cada 100.000 demulheres.
Sdo originados de células da matriz do ovério, e possuem potencial de produzir
hormonios. Quase 90% dos casos de tumores que produzem horménios séo TECSs.
Uma caracteristica que portadores desse cancer possuem € sintomas de

hiperestrogenismo e hiperandrogenismo (HOFFMAN et al. , 2014).

O cancer epitelial de ovario (CEO), ou carcinoma de ovario, é o sétimo tipo de
cancer mais comum no mundo (OZA et al. , 2015). Ele aparece como o tipo de cancer
ginecologico que mais causa morte de mulheres em todo o mundo (Figura 4), mesmo
possuindo uma das menores taxas de incidéncia. Os CEOs séo sub-divididos de acordo

com suas caracteristicas morfologicas e clinicas (MATZ et al. , 2017).

Incidéncia versus mortalidade do cancer

Utero Mama Colo do utero Qvirio

73854 458.503 275.008 140,163

Figura 4 - Esquema comparativo da Incidéncia versus Mortalidade dos canceres ginecoldgicos,
dados da Organizacdo Mundial da Salde. Nimeros em verde referentes a incidéncia e nimeros em
rosa  referentes &  mortalidade.Fonte:  Site do Dia Mundial do  Cancer de
Ovario<http://ovariancancerday.org/pt/>, acesso fevereiro de 2018.



1.2.1. Céancer Epitelial de Ovério (CEO)

Atualmente, 240.000 mulheres sdo diagnosticadas com cancer epitelial de ovario
no mundo todos os anos. E o sétimo tipo de cancer mais incidente em mulheres e 0
oitavo com maior taxa de mortalidade, causando mais de 140.000 mortes por ano (LA
VECCHIA, 2017). Quando diagnosticadas nos primeiros estagios de CEO, as pacientes
possuem cerca de 45% de chances de sobreviver enquanto que as mulheres que sdo
diagnosticadas em estagios avancados possuem de 15-25% de chances de
sobrevivéncia. Esse fato € um dos principais agravantes desse tipo de cancer (WEBB &

JORDAN, 2017).

Diversos fatores de risco genéticos, ambientais e reprodutivos estdo relacionados
ao desenvolvimento de CEO (Tabela 2). A histdria familiar de cancer de mama ou de
ovario da paciente é de extrema importancia, pois de 5 a 10% dos casos estdo
relacionados com predisposi¢do genética (HOFFMAN et al., 2014). A idade média em
que as mulheres sdo diagnosticadas com cancer de ovario € de 63 anos, porém as
mulheres com predisposicdo genetica sdéo comumente diagnosticadas na faixa etéria de

50 anos (JAYSON et al., 2014; LA VECCHIA, 2017).

Tabela 2 - Fatores de risco para cancer epitelial de ovario. Fonte: HOFFMAN et al., 2014.

Nuliparidade

Menarca precoce

Menopausa tardia

Raca branca

Idade crescente

Residéncia na América do Norte ou Europa setentrional
Histdria familiar

Antecedente pessoal de cancer de mama

Etnia (judeu europev, islandés, hingaro)




Aproximadamente 70% dos tumores de ovario sdo diagnosticados em estagio
avancado e apenas 30% desses casos tem chances de sobreviver cinco anos (JAYSON
et al., 2014; AUNE et al., 2015). Estudos epidemioldgicos recentes demonstraram
redugdo no risco de cancer de ovario em mulheres que tem a ovulagdo interrompida,

como em casos de gravidez ou anticoncepcionais orais (TSILIDIS et al., 2011).

A patogénese do CEO ainda ndo é totalmente elucidada. A teoria mais aceita
atualmente é que o epitélio da superficie do ovario (ESO) ou o seu cisto de inclusdo sdo
considerados como as Unicas fontes provaveis de CEO (Figura 5). A hip6tese da
ovulacdo incessante postula que o processo ciclico de ruptura e o reparo dos ovarios
durante a ovulacdo aumenta a proliferacdo celular e consequentemente o acimulode
mutacgdes somaticas deletérias. Como resultado, formam-se cistos de inclusdo cortical
no cortex superficial do ovario, e a exposicdo das celulas ESO retidas no cisto ao meio
estromal ativadoe o produto secretado por ESO dentro do Iumen cistico causa a sua

transformacdo (NG &BARKER, 2015; MATZ et al., 2017).
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8- -4 8-V B-o
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Figura 5 - Modelo proposto para o surgimentodo cancerde ovario epitelial (CEO) conduzido por
células-tronco.E mostrada uma célula tronco de epitélio de superficie do ovério (ESO) como célula de
origem CEOQ. Durante a ovulacdo incessante, uma célula tronco ESO normal ou mutada (rosa escuro) nas
margens da ferida ovulatoria é aprisionada dentro do cértex do ovério para formar um cisto de inclusdo
cortical. A célula-tronco aprisionada é exposta a sinais paracrinos aberrantes do cisto estromal ativado
(area laranja) e/ou sinais autécrinos dentro do limen cistico (area azul). Ao longo do tempo, a célula-
tronco aprisionada sofre metaplasia Milleriana, seguida de transformagdo maligna. Dependendo da
natureza dos sinais de nicho e da aquisicdo de mutagdes criticas, a célula tronco ESO transformada
diferencia-se ao longo de diferentes linhagens Miillerianas para gerar os diferentes tipos de células CEO.
(Adaptada de Ng & Backer, 2015).

Ao contrario de muitos canceres epiteliais, nos quais a carcinogénese €
acompanhada por um bloqueio na diferenciacdo, o epitélio do ovario sofre
metaplasia,ou seja, essas células alteram seu tipo celulare adquirem caracteristicas
histologicasde outros tipos de tecidos provenientes da mesma linhagem germinativa,
comoas trompa de Falopio para adquirir histologia altamente complexa que se
assemelha a trompas de Faldpio derivada do ducto de Mauller (tumor seroso), ao
endométrio (tumor mucinoso), endocervix (endometrioide) ou vagina (CEO de célula

transparente) (DUBEAU, 2008; CHO & SHIH, 2009; NG &BARKER, 2015).

CEO ¢é uma doenca heterogénea, apresenta diferentes subtipos histoldgicos como
comportamento biologico e perfis genéticos diferentes (NIK et al., 2014). Os tumores

de ovarios sdo divididos em Tipo | e Tipo Il. Os tumores Tipo | tém os genes BRAF,
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KRAS e PTEN frequentemente mutados, e geralmente s&o do tipo serosos de baixo grau,
endometridides e mucinosos; os tumores do Tipo Il sdo os serosos de alto grau e 0s
carcinossarcomas, com frequente mutacdo nos genes p53, BRCAL e BRCA2. MutagOes
nos genes NF1 e CDK12 também estdo presentes na grande maioria dos tumores de

ovério (BARRETT, 1993; JAYSON et al., 2014).

A maioria dos diagnésticos de cancer de ovario é feita quando o tumor ja esta
em estagios avangados, isso porque 0s estdgios iniciais da neoplasia, geralmente ndo
apresentam sintomas. As pacientes sintomaticas apresentam de 3-4 meses de dores ou
distensdes abdominais, entretanto os sintomas s&o comumente confundidos com
sindrome de intestino irritavel (JAYSON et al., 2014). Atualmente, as metodologias
mais usadas para a deteccdo sdo a dosagem de CA-125 (principal marcador tumoral

para cancer de ovario) e o exame de imagem ecografia endovaginal.

A cirurgia para a retirada do tumor seguida por quimioterapia com uma platina
(carboplatina ou cisplatina) e um taxano (paclitaxel ou docetaxel) é o padrdo
internacional de atendimento para mulheres com cancer de ovario (OZA et al., 2015). A
quimioterapia de primeira linha utilizando platina e seus derivados no tratamento de
CEO tem sido padrdo por quase 40 anos, porém estudos comprovaram que a
combinacéo de cisplatina com um taxano (paclitaxel ou docetaxel) melhora a sobrevida
das pacientes. Esse padrdo de tratamento se tornou global e vem sendo utilizado nos
Gltimos 20 anos (JAYSON et al., 2014). Essa estratégia de tratamento possui alta
eficacia, com cerca de 80% das pacientes tendo remissdo completa apos tratamento
primario, porém a maioria desses casos reiniciard e quando tratados novamente com a
combinacéo platina-taxano ird desenvolver resisténcia a quimioterapia (HEMBRUFF et

al., 2008; COSTI et al., 2011).
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1.2.2. Resisténcia a multifarmacos em cancer de ovario

A resisténcia a mdaltiplos farmacos é a capacidade de tumores exibirem
resisténcia simultanea a varios agentes quimioterapéuticos estruturais e funcionalmente
ndo relacionados (ABDALLAH, 2015). E um processo complexo que modifica
completamente o comportamento das células tumorais, gerando alterac6es nos alvos do
farmaco, desenvolvimento de caminhos alternativos para ativacdo das vias de
crescimento celular, alteragdo da dindmica farmacologica celular como, por exemplo,
aumento do efluxo dos quimioterapicos, mudancas regulatérias nas vias de
diferenciacéo e alteracdo na dindmica do microambiente tumoral (GOTTESMAN et al.,

2016).

Esse comportamento € resultado de uma variedade de fatores incluindo
variagdes individuais, diferencas genéticas de células tumorais e microambiente
tumoral. Véarios mecanismos moleculares vém sendo associados ao aumento de
multirresisténcia em modelos celulares de cancer de ovario, como mutagdes em genes
responsaveis por reparos no material genético, como BRCA1/BRCA2, MLH1/3 e
ERCC1 e superexpressao de genes de transportadores de efluxo (SORRENTINO et al.,

2008; COSTl et al., 2011; YIN et al., 2013).

O desenvolvimento de resisténcia a quimioterapicos em tumores de ovario é
tardia, pois inicialmente o cancer responde a diversos tipos de farmacos, porém todos 0s
tratamentos perdem eficiéncia no decorrer da doenca (COSTI et al.,, 2011). O
mecanismo mais comum para a multirresisténcia adquirida em cancer de ovario é a
superexpressdo de transportadores de efluxo ATP-dependente (transportadores da
familia ABC). Esses transportadores sdo proteinas transmembranares que utilizam a

energia da hidrdlise de ATP para transferir varios substratos através da membrana
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celular. Os membros mais comuns sdo P-glicoproteina, MRP2/ABCC2 e
BCRP/ABCG2, que expelem farmacos e xenobioticos para a parte externa das células
(DONG & MUMPER, 2010; KATHAWALA, 2015; PATCH et al., 2015; CHEN et al.,

2016).

A P-glicoproteina (glicoproteina de permeabilidade — P-gp) ou ABCB1 é uma
das proteinas de efluxo mais estudada em cancer de ovario. Essa proteina é resultado da
expressdo do gene MDR1, e sua atividade transportadora (Figura 6) é dependente de
energia, ATP, e o efluxo de substratos para o meioextracelular (MARKMAN et al.,
2013). Essa glicoproteina é naturalmente encontrada em células do epitélio intestinal,
nos hepatécitos, células tubulares proximais renais, glandula adrenal e células
endoteliais da barreira hematoencefalica. Quando expressa em tumores, a P-gp afeta
vario parametros farmacocinéticos dos medicamentos como absorcdo, distribuicdo e
excregdo, 0 que pode levar a mudangas na biodisponibilidade desses farmacos (TIPS&

PHARMA, 2011).

Meio Extracelular -

P-glicoprotéina

.‘ _ Membrana Celular
R

Meio Intracelular ATP ADP . Substrato

Figura 6 - Esquema do funcionamento da P-glicoproteina no efluxo de substrato. (Adaptado de
MARKMAN et al., 2013).
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1.3. Docetaxel

O agente antineoplasico docetaxel, comercialmente chamado de Taxotere®
(Sanofi Aventis, Bridgewater, NJ, USA), é um taxano semissintético com a formula
quimica Cys3Hs3NOy4 e peso molecular de 807,9 g/mol (Figura 7) derivado de um
precursor ndo toxico isolado do teixo europeu Taxus Baccata (CLARKE & RIVORY,
1999; CHOUDHURY et al., 2017). Sua acdo € antimitdtica, promovendo a hiper-
estabilizacdo dos microtubulos, interrompendo a dindmica dos mesmos(MONTERO et
al., 2005; CHO et al., 2014). A molécula de docetaxel se liga preferencialmente ao
mondmero PB-tubulina nos microtibulos, o que causa a estabilizagdo dos mesmos
enguanto simultaneamente inibe sua despolimerizacdo. A formacdo de feixes estaveis
de microtlbulos pertuba o equilibrio dinamico de polimerizacdo e despolimerizacao
dentro do sistema, e isso ocasiona parada do ciclo celular na fase G2/M acarretando na

morte celular (ZHANG & ZHANG, 2013).

0 O\\\‘\\ \,/'
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X
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Figura 7 - Estrutura quimica do docetaxel. (Adaptado de Zhang &Zhang, 2013)
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J& foi comprovada a atividade antitumoral do docetaxel em diversos tipos de
cancer, incluindo os de mama, pulmdo, cabeca e pescogo, ovario e prostata
(HENDRIKX et al., 2016; OH et al., 2016). Esse medicamento é aprovado como Unico
agente terapéutico no tratamento de pacientes com tumores locais avan¢ados de mama
ou metastaticos depois de falha de quimioterapia prévia, porém a forma mais comum de
utilizacdo é associada com outro agente quimioterapico (NABHOLTZ et al., 1999;

CHOUDHURY et al., 2017).

A posologia utilizada para tratamento com docetaxel acarreta em diversos
efeitos adversos, sendo a neutropenia (reducdo do nivel de neutréfilos) o efeito mais
prevalente. Outros incomodos relatados sdo alopecia (queda de cabelo), astenia (falta de
energia e forca), reaces dermatoldgicas, retencdo de liquido, neuropatias motoras e
sensoriais, problemas estomacais e diarreia (CLARKE & RIVORY, 1999; ZHAO &

ASTRUC, 2012).

A molécula de docetaxel possui baixa solubilidade em meio aquoso (4,93
pug/mL), e devido a isso a versdao comercial desse medicamento € solubilizada no
surfactante ndo-iénico polissorbato 80 (Tween 80), na quantidade de 26 miligramas por
miligrama de docetaxel e requer diluicdo adicional de etanol a 13% antes da adi¢do em
uma solucdo de infusédo intravenosa (CHO et al., 2014; CHOUDHURY et al., 2017). A
ocorréncia de reacdes de hipersensibilidade foi atribuida, em parte, aos efeitos toxicos
caracteristicos do Tween 80, e mais precisamente, aos produtos da oxidacdo do acido
oleico presentes nas moléculas de polissorbato 80 que sdo conhecidos por causar

reacOes alérgicas (BERGH et al., 1997; AHMAD et al., 2017).

Estudos in vitro demonstraram que docetaxel tem afinidade e se liga a albumina

e a glicoproteina acida alfa-1 (GPA). A GPA é uma proteina que tem seu nivel
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plasméatico aumentado em decorréncia de uma variedade de condicGes patoldgicas, tais
como inflamacdo cronica, infarto do miocéardio e cancer em estagios avangados. A
interacdo do docetaxel com a GPA é o principal determinante na variacdo da
concentracdo de farmaco no plasma sanguineo (URIEN et al., 1996). Em pacientes com
cancer, os niveis séricos de GPA variam de caso para caso, 0 que pode contribuir para
as diferencas individuais na depuracdo sisttmica do farmaco (CLARKE & RIVORY,

1999).

Ha alguns anos a nanobiotecnologia vem sendo estudada para minimizar os
problemas que diversos farmacos possuem entre eles insolubilidade em meio aquoso,
toxidade do solvente utilizado, baixa concentracdo na corrente sanguinea e outros
(SAFARI & ZARNEGAR, 2014; SUN et al., 2016; CHOUDHURY et al., 2017). O
docetaxel por ser um farmaco eficiente, porém com baixa especificidade e varios efeitos
adversos &€ um candidato promissor no uso de nanoparticulas associadas a

quimioterapicos.

1.4. Sistemas de Entrega de Farmacos — Nanoparticulas

Desde o inicio dos anos de 1970, os sistemas controlados de administragdo de
medicamentos vém atraindo bastante interesse dos pesquisadores. Esses sistemas tém
como objetivo entregar moléculas de tratamento com concentracdo predeterminada e
periodo de tempo predefinidos (SAFARI & ZARNEGAR, 2014). Nas Ultimas duas
décadas houve um aumento nos estudos de sistemas coloidais, resultando em mais de
32.000 artigos sobre o tema (GORAIN et al., 2016). Entre os sistemas de entrega de
farmacos, as nanoparticulas vem se destacando tanto pela variedade de particulas
possiveis como a eficiéncia que varios modelos demonstram (JAHANGIRIAN et al.,

2017).
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Nanoparticulas possuem o tamanho de 1-1000 nm dependendo do tipo de
particula, possuem quimica e arquitetura varidvel e vem sendo estudadas ndo somente
como sistemas de entrega de farmacos, mas também como agentes diagnosticos, na
bioengenharia e na Otica.Varias nanoparticulas com relevancia biomédica estdo
disponiveis, incluindo nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas metélicas, lipossomas,
nanoparticulas lipidicas sélidas, micelas, pontos quéanticos, dendrimeros (DARAEE et
al., 2016). O uso de nanoparticulas no cancer tem duas aplicacGes: diagndstico e/ou
terapia. Quando possui finalidade de diagndstico, as nanoparticulas sdo elaboradas para
identificar células tumorais e assim possibilitar a visualizacdoda neoplasia. Elas sdo
associadas a agentes de contrastes que auxiliam no diagnéstico funcional e molecular
por diversas técnicas de exames de imagem, como ressonancia magnética, tomografia
computadorizada, ultrassom, tomografia por emissdo de positrons (PET — Positron
Emission Tumography) e tomografia computadorizada por emissdo de foton Unico
(SPECT - Single Photon Emission Computed Tumography) (BRIGGER et al., 2012;

MISHRA et al., 2017).

A primeira nanoparticulas terapéutica aprovada pelo FDA (EUA) no ano de
1983foi o lipossoma, nanoestruturados constituidos de uma bicamada lipidica que
envolve um nucleo aquoso onde se encontra dildido a molécula de interesse, que no
caso desse nanossistema foi a antraciclina doxorrubicina - Doxil® (BARENHOLZ,
2012). Desde entdo varios nanocarreadores tém sido desenvolvidos e testados na clinica
com bons resultados, como aumento da eficiéncia da molécula associada e reducdo dos

efeitos adversos (MISHRA et al., 2017).

As nanoparticulas sdo projetadas para se associar de maneira eficaz com

farmacos ou outras moléculas, atingirem seu alvo com seguranca e liberar sua carga no

17



local da doenga, aumentando assim a biodisponibilidade do farmaco. Essa atividade
permite que o tratamento seja localizado, diminuindo assim os efeitos colaterais
(WANG & THANOU, 2010). As nanoparticulas possuem a vantagem de entrar e se
acumular no microambiente tumoral por difusdo simples através nas fenestras dos
capilares sanguineos que nutrem o tumor, fendmeno conhecido por efeito de permeacéo
e retencdo aumentado (EPR). Isso ocorre pois 0S vasos sanguineos que surgem da
angiogénese promovida pelo tumor possuem fenestras anormais, além de vazamento e
drenagem linfatica pobre, o que propicia a passagem de macromoléculas e
nanoparticulas para a regido tumoral, aumentando a concentracdo em tumores em
comparagcdo com os tecidos normais (PEREZ-HERRERO & FERNANDEZ-

MEDARDE, 2015).

1.4.1 Nanoparticulas lipidicas sdlidas

O uso das nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) vem sendo estudado como um
sistema de entrega de farmaco eficiente na quimioterapia do cancer desde o inicio dos
anos de 1990, por ser um sistema que mescla caracteristicas positivas de emulsoes,
lipossomas e nanoparticulas poliméricas (ABBASALIPOURKABIRREH et al., 2011;
BAHARI& HAMISHEHKAR, 2016). As NLS sdo nanoestruturas coloidais
nanometricas (50-1000 nm) constituida por uma matriz lipidicacompostade lipidios
fisiologicamente tolerados e de baixa toxidade que permanecem no estado solido a
temperatura ambiente e estabilizados por um surfactante (Figura 8)(CHO et al., 2014;

DOLATABADI et al., 2015).
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Nanoparticulas Lipidicas Solida (NLS)
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Figura 8 - Esquema da composicdo e organizacdo geral de nanoparticulas lipidicas soélidas.
(Adaptado de Lin e colaboradores, 2017)

Dentre as caracteristicas interessantes para medicina, as principais sdo: a
capacidade de sistemas NLS de serem associadas a farmacos hidrofilicos e lipofilicos, o
que possibilita o uso de farmacos pouco sollveis em agua; e a capacidade depromover o
acimulo no tecido tumoral e proporcionar uma liberacdo controlada dos farmacos
incorporados na matriz (NARVEKAR et al.,, 2014; BAHARI&HAMISHEHKAR,
2016). Outra caracteristica que vém despertando interesse € o uso de NLS via
administracdo oral, pois além das vantagens ja descritas, os farmacos hidrofdébicos
guando associados a esse nanossistema possuem maior estabilidade no ambiente
gastrointestinal, melhor permeabilidade no epitélio gastrointestinal e aumenta a
biodisponibilidade. Além de ser uma via de administragdo menos invasiva e mais barata
economicamente, facilitando a aderéncia dos pacientes ao tratamento (CHO et al., 2014

LIN et al.,2017).

Na formulacdo de nanoestruturas lipidicas podem ser utilizados lipidios
biocompativeis de origem natural ou sintéticos e podem ser sélidos ou liquidos. Lipidios

solidos contém glicerideos (por exemplo: acido palmitico e monoestearato de glicerila),
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acidos graxos (&cido esteérico), esteroides (colesterol) e ceras (cera microcristalina). Os
lipidios liquidos mais comumente usados sdo triglicerideos de cadeia média, acido
oleico, 6leo de soja e 6leo de oliva (ZHANG & ZHANG, 2013: DOLATABADI et al.,

2015).

O uso desse sistema de nanocarreadores como veiculo de farmacos que possuem
lipofilicidade alta e baixa solubilidade em agua vem sendo amplamente estudado
(ANNOVAZZI et al., 2017; DESHPANDE et al., 2017). As nanoparticulas lipidicas
solidas vém sendo estudadas como uma alternativa ao uso de tensoativos e solventes
toxicos usados como diluentes desses tipos de farmacos. Devido aos materiais lipidicos
e & estrutura biomimética, as NLS tém sido amplamente utilizadas para o carreamento
de docetaxel, uma vez que oferecem compatibilidade com sistemas bioldgicos,
aumentando de forma eficiente a solubilidade do farmaco em agua, melhorando
significativamente a permeabilidade da membrana celular a entrada dos quimioterapicos
e permitindo uma liberacdo prolongada do tratamento (ZHANG & ZHANG, 2013;

PAWAR et al., 2016)

A associacao de docetaxel com NLS tem sido descrita com sucesso em diversos
trabalhos (SHI et al., 2016; ANWAR et al., 2017). Mosallaei e colaboradores (2013)
descreveu o preparo e caracterizacdo de NLS com estrutura basica de compritol e
precirol associada ao docetaxel e asua eficiéncia nas linhagens de cancer colo retal e
melanomas. Zhang et al. (2010) descreve a farmacocinética e eficacia in vivo do
docetaxel associado a NLS (lecitina de soja/ triestearato de glicerol) em ratos Sprague-

Dawley.

Estudos ja relataram que as NLS por conterem surfactantes lipofilicos ou

hidrofilicos como estabilizadores tém sido capazes de inibir o efluxo mediado por P-
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glicoproteina (DONG et al., 2009; CHOWDHURY et al., 2017). As NLS possuem o
potencial de melhorar o indice terapéutico, pois promovem o desvio do mecanismo de
efluxo de farmacos mediado por transportadores ABC além de promover
direcionamento seletivo para células tumorais, células de cancer estaminais, células
iniciadoras de cancer ou para 0 microambiente tumoral (KAPSE-MISTRY et al., 2014).
Os mecanismos descritos para superar a acao de P-gp incluem o aumento de captacédo
celular do farmaco atraves da endocitose e formacéo de pares de ions, deplecdo de ATP,
influéncia na funcéo e expressdo de P-gp ou mudanca nas vias de sinalizacdo (DONG &
MUMPER, 2010). Devido as suas propriedades, esse sistema ja vem sendo utilizado
com sucesso como Vveiculo de alguns tratamentos utilizados por via oral, como
ciclosporina A, nitrendipina, testosterona e outros (ALEX et al., 2011; CHO et al.,

2014).

2. JUSTIFICATIVA

A incidéncia de carcinoma de ovario é inferior a de outros canceres, porém esse
tipo de cancerpossui grande importancia na oncologia e se destaca no &mbito de novas
pesquisas e tratamentos. Isso ocorre pela agressividade caracteristica desse tumor,
responsavel pela maior taxa de mortalidade na categoria de canceres ginecoldgicos

(JAYSON et al., 2014; OZA et al., 2015).

As estratégiasquimioterapicas usadas atualmente no tratamento desses tumores,
dentre elas o uso do docetaxel, apresentam varias reacdes adversas, tais como:
neutropenia, alopecia, astenia, reagdes dermatoldgicas, retencdo de liquido, neuropatias
motoras e sensoriais, problemas estomacais e diarreia (CLARKE & RIVORY, 1999;

CHO et al., 2014). Outra barreira enfrentada pelos tratamentos atuais é o aparecimento
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de resisténcia das células tumorais aos farmacos (HEMBRUFF et al., 2008; YIN et al.,

2013).

O docetaxel é um importante antineoplasico hidrofébico com bons resultados em
tumores sélidos, porém sua toxidade sistémica é alta devido ao Tween 80, principal
solvente utilizado para diluicdo do farmaco (BERGHet al., 1997; CHO et al., 2014).
Sistemas nanoestruturados vém sendo desenvolvidos com objetivo de diminuir os
pontos negativos de varios quimioterdpicos usados atualmente (SHI et al., 2016;

ANWAR et al., 2017).

As nanoparticulas lipidicas sélidas mostram-se como uma opcao para melhorar
os problemas relacionados a aplicacdo biol6gica do docetaxel, pois permitem um maior
nivel de absorcao pelascélulas tumorais, além de protegé-lo contra a degradacao dentro

do organismo antes que chegue no alvo (WISSING et al., 2004; CHU et al., 2013).

Outro aspecto interessante do uso de nanoparticulas lipidicas solidas associadas
ao docetaxel é a capacidade de serem usada em tumores que apresentam resisténcia a
multiplos farmacos. O farmaco quando associado a esse nanossistema passa a nao ser
mais substrato para P-glicoproteina, protegendodocetaxel do efluxo promovido pela

mesma (MARKMAN et. al, 2013).

Tendo em vista 0 melhoramento dos medicamentos ja existentes, a associacdo
do docetaxel com o nanossistema de nanoparticulas lipidicas solidas é de sumo interesse
para a aérea. Com 0 uso do docetaxel como farmaco padrdo no tratamento do cancer de
ovario, é importante uma avaliagdo da capacidade antitumral do sistemade
nanoparticulas lipidica solida associada a docetaxel (NLS-DTX) nos modelos celulares
in vitro de cancer epitelial de ovario sensivel e resistente a docetaxel, além de

caracterizar a acao citotoxica da formulacao.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar a atividade antitumoral das formulacGes de nanoparticulas lipidicas
solidas (NLS) associadas ao docetaxel (DTX) nas linhagens de carcinoma de ovario

humano normal (A2780) e resistente ao docetaxel (A2780-MDR) in vitro.

3.2. Objetivos especificos

e Estabelecer a linhagem de A2780-MDR atraves da transformacdo de A2780
com plasmideo contendo o gene MDR e caracterizar sua morfologia celular;

e Avaliar os indices de viabilidade das células A2780, de células ndo tumorais e
das células A2780-MDR in vitro em decorréncia dos tratamentos com as
NLS-DTX;

e Descrever as alteracdes morfologicas e modificacGes no citoesqueleto apds o
tratamento com as NLS-DTX nas células A2780;

e Investigar os efeitos das NLS-DTX sobre a capacidade de formar colonias, o

ciclo celular etipo de morte nas células A2780.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Reagentes e equipamentos

Os reagentes (Tabela 3) utilizados para a realizagdo desse projeto seguem

listados abaixo.
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Tabela 3 - Materiais utilizados nos experimentos.

Fabricante

Materiais

Abcam, EUA

Anticorpo anti-glicoproteina-P (ab3038)

Addgene, EUA

Plasmideo pHaMDR (#10957)

Diagnostic Biosystem,
EUA

Kit Amersham ECL Prime Western Blotting Detection

Dinamica, Brasil

Etanol Absoluto >99,9%

GIBCO, EUA

DMEM; RPMI; Soro Fetal Bovino (SFB); Tripsina 0,25%
em EDTA

Invitrogen, EUA

Anexina-V cj a Alexa 680; Anticorpo anti-p-actina;
Anticorpo anti-GAPDH; Anticorpo anti-mouse cj Alexa-
546; Anticorpo anti-tubulina; DAPI; Kit CellTrace™ CFSE
Cell Proliferation; Lipofectamine 2000;0pti-MEM; PLUS
Reagent; RNAse livre de DNAse

Laborclin, Brasil

Tampao fosfato salino (PBS)

Macherey-Nagel, EUA

NucleoBond® Xtra Nucleic Acid Purification

Molecular Probes, EUA

MTT; lodeto de Propideo

Promega

Enzimas de restricdo Sacll e Xhol
Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System,

Sigma-Aldrich, EUA

Azul de tripan; Bicinchoninic Acid Protein Assay Kit;
Colchicina; DMSO; Docetaxel Triidratado; Solugdo
Antibiotica (penincilina e estreptomicina)

Vetec, Brasil

Paraformaldeido 37%

Para analise da morfologia celular foi utilizado o Microscopio de luz Axiovert

eas imagens foram capturadas com o auxilio do software AxioVision 100 — ambos
daZeiss, Alemanha. Para leitura de absorbancias e fluorescéncia foi utilizado o
equipamento Spectramax M5 e os dados analisados pelo programa SoftMax Pro 6.2,
ambos da Molecular Devices, LLC,EUA.O citdbmetro de fluxo utilizado foi
FACSCalibur, BD Biosciences, Inc., San Jose,CA e a analise dos dados foi realizada no
programa FlowJo v.9.9.4, Tree Star, Inc.Analises estatisticas e graficos foram feitos no
programa GraphPad Prism 5, GraphPadSoftware, Inc. Aanalise da imunomarcacgédo foi

realizada em Microscopio Confocal de Varredura a Laser TCS SP5 (Leica,Wetzlar, HE,

Alemanha).As col6nias foram analisadas no Estereoscopio LEICA M205 C (Leica —
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Alemanha) e as imagens foram obtidas pela camera LEICA DFC295 (Leica —
Alemanha) com auxilio do software Leica Application Suite (Leica — Alemanha). A
morfologia detalhada das células foi analisadano Microscopio Eletronico de Varredura

JSM-7001F (Jeol — Japéo).

4.2. Nanoparticulas lipidicas solidas

As nanoparticulas lipidicas s6lidas (NLS) utilizadas foram desenvolvidas no
Laboratério de Nanobiotecnologia da Universidade de Brasilia (UnB) pela doutoranda
Marcia Cristina Rocha sob a orientacdo dos professores Sénia Nair Bao e Jodo Paulo
Longo. Foram utilizadas trés formulac6es diferentes: (1) NLS branca (NLS-BRANCA)
com tamanho médio de 141 nm, (2) NLS associada com 1mg/mL de docetaxel (NLS-
DTX-1) com tamanho médio 124 nm e (3) NLS associada com 2mg/mL dedocetaxel
(NLS-DTX-2) com tamanho médio de 120 nm. As trés formulagdes possuem o indice
de polidisperssdo (PDI) semelhantes e em torno de 0,338 + 0,04. A quantidade
realmente internalizada pelas formulagdes NLS-DTX-1 e NLS-DTX-2 € objetivo de
estudo da aluna responsavel pelas formulagdes e estdo sendo confirmadas. A matriz das
NLS é composta pelo lipidio sélido behenato de glicerila (Compritol® 888. ATO) e
como surfactantes foram utilizados sorbitano 80 (Span®80) e poloxamero (Pluronic
P127®).Foi feito um estoque de docetaxel na concentragcdo de 8 mg/mL diluido em
etanol puro (DTX). Para os ensaios realizados, as formulacdes e o estoque de docetaxel
foram diluidos em meio de cultura nas concentracdes utilizadas para a realizacdodos

experimentos.

4.3. Cultura celular

A linhagem A2780foiobtida do banco de células do Rio de Janeiroe cultivada no

meio RPMI suplementado com 1% de solucéo antibidtica e 10% de SFB. As células de
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cultivo primario de tecido conjuntivo composta prioritariamente de fibroblastos foram
extraidas de polpa dentéaria no Laboratério de Microscopia Eletrénica do Departamento
de Biologia Celular da Universidade de Brasilia e cultivada em meio DMEM
suplementado com 1% de solucéo antibiotica, 10% de SFB. As linhagens de carcinoma
de ovério resistente a multifarmacos (A2780-MDR#2 e A2780-MDR#3) foramobtidas
por meio de transducdo com plasmideo retroviral contendo o gene MDR no Laboratério
de Microscopia Eletronica do Departamento de Biologia Celular da Universidade de
Brasilia ecultivadas em meio RPMI suplementado com 1% de solugdo antibidtica, 10%
de SFB. A linhagem de rim embrionério contendo antigeno T de SV40 HEK-293Tfoi
cedida pela Dra. Karoline dos Anjos, do Laboratério de Virologia do Departamento de
Biologia Celular da Universidade de Brasiliae cultivada em meio RPMI suplementado
com 1% de solucdo antibittica, 10% de SFB. Todas as células foram mantidas em

incubadora Umida a 37°C com 5% de CO..

4.4. Delineamento experimental

Os experimentos com a linhagem A2780 sdo descritos resumidamente no

diagrama da Figura 9.

26



1 Morfologia

— Imunomarcacao P-gp

— Transducao pHaMDR A2780-MDR -

Sensibilidade a
docetaxel

—  Viabilidade Celular

— Viabilidade Celular

Morfologia Celular e
Citoesqueleto

A2780
I

Capacidade de Formar

Colonia

= Ciclo Celular

— Morte Celular

Figura 9 - Diagrama esquematico do delineamento experimental com A2780.

4.5. Obtencéo de linhagem de carcinoma de ovario resistente A2780-MDR

A linhagem de carcinoma de ovario resistente ao docetaxel foi obtida pela
transducdo de vetor retroviral contendo o gene MDR (pHaMDRwt Plasmideo Addgene
#10957). A metodologia foi baseada em Pastan et al. (1988), onde primeiro é
necessario que o plasmideo seja empacotado em uma particula semelhante a virus

(VLP), contendo um capsideo infectivo para poder infectar a célula de interesse.

4.5.1 Plasmideos pHaMDR, GaG-Pol e VSV-G

O plasmideo pHaMDRwt foi construido por Pastan e colaboradores (1988) e
contém o gene de multirresisténcia MDR1, e ja vem sendo usado em outros estudos

para causar a superexpressdo de P-glicoproteina e por consequéncia uma resisténcia a
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multiplos farmacos (LI et al., 2014; TURAKOVA et al., 2015). O cDNA de MDRL1 foi
inserido em um vetor retroviral pCO1 contendo dois LTRs (Long Terminal Repeats) de
Ha-MuSV (Virus de sarcoma murinho) como descrito em Pastan et al., 1988. O
esquema do plasmideo utilizado pode ser visto na Figura 10. O pHaMDR foi obtido do
repositério internacional de plasmideos Addgene em bactéria E. colicepaDH50 em

meio LB (Luria-Bertani) agar.
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Figura 10 - Vetor retroviral pHaMDR de Pastan e colaboradores (1988)

As bactérias foram semeadas em placa de petri contendo meio LB &gar
suplementado com ampicilina (100 mg/mL) e incubada overnight em estufa a 37°C.
Foram selecionadas 24 coldnias ao longo da placa de forma aleatéria, inoculadas em
meio LB liquido suplementadocom antibiotico para posterior extracdo de DNA
plasmidial e incubadas em shaker a 37°C e 130 rpm overnight. Antes de extrair o DNA
plasmidial das coldnias selecionadas, 500 pL das culturas foram crioconservadas em
glicerol. Para a purificagdo de pHaMDR das coldnias selecionadas foi utilizado o Kit
Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega), segundo as
instrugOes do fabricante. O DNA obtido foi corrido em gel de agarose 1% para ver o

tamanho padréo e integridade.

As amostras que obtiveram o tamanho proximo ao padrdo esperado foram

digeridas com enzimas de restricdo Sacll e Xhol para a separagcdo do gene MDR do
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vetor pHa, conforme sugerido pelo fornecedor. Apds confirmacdo, a coldnia
selecionada foi crescida em 100 mL de meio liquido LB com ampicilina (100 mg/mL)
deixadas em incubadora shaker & 37°C e 130 rpm overnight. Para obtencdo de grande
quantidade de DNA plasmidial, foi utilizado o Kit NucleoBond® Xtra Nucleic Acid
Purification (Macherey-Nagel) e posteriormente foi corrido um gel de agarose 1%. O
DNA foi quantificado por espectrofometria no equipamento NANOVUE PLUS (GE

Healthcare) e depois armazenado a -20°C.

Os plasmideos PVRGag-Pol (contendo o gene gag-pol de HIV) e PLVSV-G
(contendo o gene G de VSV) foram utilizados para expressdo de proteinas do capsideo
da VLP e proteina indutora de endocitose clatrina-dependente, respectivamente. Ambos
os plasmideos foram doados pela Prof® Dr® Thatiane Sampaio do Instituto Federal de
Brasilia. Os DNAs foram corridos em gel de agarose 1% para verificar a integridade
afim de serem utilizados na transfec¢do (Figura 11), depois foram quantificados por
espectrofometria no equipamento NANOVUE PLUS (GE Healthcare) e armazenado a -

20°C.
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MDR GaG-Pol VSV-G

Figure 11 - Gel de agarose 1% com pHaMDR obtido por midiprep, GaG-Pol e VSV-G.

4.5.2 Transfeccdo de HEK-293T com os plasmideos PVRGag-Pol,

PLVSV-G e pHaMDR

Para a obtencdo das VLP contendo pHaMDR foi feita a co-transfec¢do dos
plasmideos PVRGag-Pol (Gag-Pol), PLVSV-G (VSV-G) e pHaMDR (MDR) nas
células HEK-293T. A co-transfeccéo foi feita com Lipofectamine® 2000 Transfection

Reagent e PLUS™ Reagent (Thermo Fisher) seguindo as instrucdes do fabricante.

No primeiro dia, foram semeadas 1x10° células HEK-293T em garrafas de
cultivo de 50 mL. No dia seguinte foi realizada a co-transfeccdo. Foram usadas
proporcdes de 1:2 e 1:3 de DNA e Lipofectamina 2000 para a co-transfeccéo.
Inicialmente foram misturados 2ugde cada plasmideo com 6ulL, respectivamente, de
PLUS Reagente e depois foram acrescentados 12uL (1:2) ou 18uL (1:3) de
Lipofectamina 2000. O meio das células foi retirado e as garrafas foram lavadas uma
vez com PBS 1X e depois colocados 5mL de meio Opti-MEM | Reduced Serum Media
(Thermo Fisher) e acrescentado 1mL da solucdo de transfeccdo e depois incubados por

6 horas. O meio foi substituido por 5mL de RPMI suplementado sem antibidtico e
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retornou para a estufa por 24 horas e 48 horas. Dado o tempo, 0 sobrenadante foi

recolhido e filtrado em filtros de seringa com poro de 0,45um e armazenado a -80°C.
4.5.3 Transdugdo de A2780 com VLP contendo pHaMDR

Para a infecgdo de A2780 com a VLP obtida, foi feita a transducéo utilizando o
sobrenadante obtido das duas transfeccOes. Foram feitas duas garradas para cada
proporgéo testada, sendo MDR#1 e MDR#3 referentes a propor¢édo 1:2 e MDR#2 e
MDR#4 para a 1:3. 2,5x10° células foram semeadas em garrafas de cultivo de 50 mL.
No dia seguinte, 0 meio das garrafas foi retirado e cada garrafa foi lavada uma vez com
PBS 1X e depois foram colocados 2,5 mL de meio RPMI suplementado sem antibidtico.
Foram adicionados 20 pg/mL de polibreno aos sobrenadantes e depois 2,5mL foram
adicionados na garrafa. Ap6s 24 horas, foi retirado o meio da transducdo e foi
acrescentado meio seletivo (RPMI suplementado com 10% SFB + 1% solucéo
antibidtica + 60 ng/mL de colchicina) nas garrafas de MDR#1 e MDR#2. As garrafas
MDR#3 e MDR#4 tiveram 0 meio da transducdo trocado apds 48 horas. O meio seletivo
era renovado a cada 48 horas e as células foram mantidas em cultivo com esse meio por
20 dias. Durante esse periodo as células das garrafas MDR#1 e MDR#4 morreram e
foram descartadas. As células de MDR#2 e MDR#3 que sobreviveram a esse processo
foram mantidas em meio RPMI normal apos esse periodo para que elas proliferassem.
Apos cerca de 20 dias de recuperacao, as células voltaram a crescer na taxa semelhante

a normal, porém com a morfologia alterada.

4.6. Analise damorfologia das células A2780-MDR#2 e A2780-MDR#3 por

microscopia de luz

Para analisar a morfologia das A2780 e as A2780-MDR #2 e #3 em diferentes

confluéncias, foram plaqueadas 1x10° ou 3x10°células de cada linhagem em placas de
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12 pogos e apos 24 horas foram obtidas imagens com o auxilio do software AxioVision

(Zeiss) no Microscépio de luz Axiovert.

4.7 Andlise damorfologia das celulas A2780-MDR#2 e A2780-MDR#3 por

microscopia eletrénica de varredura

Para visualizar as diferencas na morfologia da membrana celular das células
transformada, as células A2780-MDR e A2780 foram analisadas em microscopio
eletronico de varredura (MEV). 5x10° células das linhagens A2780, A2780-MDR#2 e
A2780-MDR#3 foram semeadas sobre laminulas 18x18 mm colocadas no fundo da
placa de 6 pocos. Apos 24 horas, as celulas aderidas na laminula foram processadas para
analise em MEV. O meio de cultivo foi descartado, e as células foram lavadas duas
vezes com PSB 1X, e depois fixadas com a solugdo fixadora Karnovisky (2% de
paraformaldeido, 2% de glutaraldeido em tamp&o cacodilato de sodio 0,1M, pH 7.2)
overnighta 4°C. No dia seguinte, o fixador foi descartado e as células foram lavadas
com tampéo cacodilato de sodio 0,1M. As células foram fixadas por 30 minutos no
vapor de tetroxido de dsmio 2%. Depois as células foram lavadas com agua destilada, e
desidratadasem série com acetona (50-100%). As células passaram por secagem
aoponto critico e depois foram metalizadas para serem analisadas no MEV (Jeol —

Japdo).
4.8. Ensaio de Imunomarcacéo de P-glicoproteina

Para visualizar a organizacéo e distribuicdo de P-glicoproteina na membrana celular de
A2780-MDR#2 e A2780-MDR#3 em comparacdo as células A2780 foi realizado a
imunomarcacdo da P-gp. 1x10%s células das linhagens A2780, A2780-MDR#2 e
A2780-MDR#3 foram semeadas sobre laminulas redondas em placas de 24 pog¢os. Apés
a adesdo, o meio de cultura foi retirado e as células foram fixadas com formaldeido
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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
apos, as células foram incubadas a 4°C overnight com o anticorpo primarioanti-p-
glicoproteina (1:100) produzido em camundongo. No dia seguinte, foi adicionado o
anticorpo secundario Anti-Mouse 1gG Alexa-546 (5 pg/mL) e incubado por 1 h,
depoisas laminulas foram incubados por 7 minutos com DAPI (300 nM) para marcagao
do DNA celular. Por fim, as laminas montadas foram analisadas em Microscdpio

Confocal de Varredura a Laser (Leica Microsystems).

4.9. Determinacdo da viabilidade celular apos tratamento com as NLS-DTX

nas linhagens A2780, fibroblasto, A2780-MDR#2 e #3 pelo método de MTT

A viabilidade das células A2780, fibroblastos, A2780-MDR#2 e A2780-MDR#3
tratadas com (1) NLS-BRANCA, (2) NLS-DTX-1, (3) NLS-DTX-2 e (4) DTX (5)
Etanol Absoluto foi determinada através doensaio padrdo por brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium  (MTT) segundo as recomendacOes
dofabricante. A toxicidade do docetaxel livre na linhagem A2780 ja é relatada na
literatura e mostra uma variacdo de valores, porém h& uma predominancia de
concentracBes que ficam na faixa de 1 ng/mL até 1 pg/mL (CHEN et al., 2014;
CHOUDHURY et al., 2017). Com base nessa faixa de variacdo, as concentracOes
testadas para as formulacdes de NLS-DTX e DTX foram estabelecidas. 3x10% células
das trés linhagens foram semeadas em placas de 96 pocos. Apds aderidas, foram
tratadas com DTX, NLS-DTX-1 e NLS-DTX-2 nas concentragdes 1 ng/mL, 10 ng/mL,
100ng/mL, 1 pg/mL, 10 ug/mL de farmaco presente na formulacdo completa e com os
veiculos NLS-BRANCA e Etanol Absoluto nos volumes equivalentes a cada

concentracdo utilizada. Passadas 24, 48 ou 72 horas, o tratamento foi retirado e foi
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acrescentado 150 pL da solugdo de MTT (0,5 mg/mL em meio de cultura) e incubado
por trés horas. Apos incubacdo, esta solucdo foi retirada e foi adicionado 200puL DMSO
para a dissolucdo dos cristais de formazan. As placas foram lidas no espectrofotdmetro
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 concentracdo utilizada, e ainda, trés

experimentos independentesforam realizados.

4.10. Analise damorfologia das células A2780 apds tratamento com NLS-

DTX por microscopia de luz

As anélises das alteragbes morfologicas nas ceélulas A2780 ocasionadas em
decorréncia do tratamento com a NLS-BRANCA, NLS-DTX-1, NLS-DTX-2 e DTX,
como diminuicdo do tamanho das células e reducdo da densidade celular, foram
avaliadas por microscopia de luz (Microscopio Zeiss Axiovert 100) com magnificacéo
de 32x e as imagens foram capturadas com o auxilio do software AxioVision (Zeiss).
Para isso, 10° células foram semeadas em placas de 12 pocos e apds sua adesdo, foram
tratadas com 1pg/mL de docetaxel com NLS-DTX-1, NLS-DTX-2 e DTX por 24 horas

e por fim foram obtidas as imagens.
4.11. Ensaio de Imunomarcacédoda a-tubulina

Para visualizar os efeitos das NLS-DTX nos microtubulos, foi realizada a
imunomarcacéo das células com o anticorpo anti-a-tubulina. As célulasA2780 (1x10°)
foram semeadas sobre laminulas redondas em placas de 24 pocos. Apos a adesao, as
células foram tratadas com NLS-DTX-1, NLS-DTX-2 e DTX na concentragdo 1pg/mL
de docetaxel e NLS-BRANCA no volume equivalente a NLS-DTX-1 ou receberam
apenas meio de cultivo (controle) por 24 horas. Apos o tempo de tratamento, o meio de
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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 solugdo 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 apds, as células foram incubadas a 4°C overnight com o anticorpo primarioanti-a-
tubulina (1:500) produzido em camundongo. No dia seguinte, foi adicionado o
anticorpo secundario Anti-Mouse 1gG Alexa-546 (5 pg/mL) e incubado por 1 h,
depoisas laminulas foram incubados por 7 minutos com DAPI (300 nM) para marcagao
do DNA celular. Por fim, as laminas montadas foram analisadas em Microscdpio

Confocal de Varredura a Laser (Leica Microsystems).

4.12. Ensaio de formacéao de col6nia

O ensaio de formacdo de coldnia é um teste de sobrevivéncia celular onde é
possivel analisar a capacidade das células em se proliferarem e de formarem col6nias
ap6s algum tipo de tratamento. Para esse teste, primeiro as células A2780 (1x10° por
poc¢o) foram semeadas em placas de 24 pocos e ap6s sua adesdo foram tratadas com
1pg/mL de docetaxel presente nas formulagbes NLS-DTX-1 e NLS-DTX-2, DTX e
com NLS-BRANCA no volume equivalente as NLS-DTX, por 24 horas. Passado o
tempo de tratamento, a solucédo foi retirada dos pocos e as células sobreviventes foram
lavadasduas 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 1x10° foram semeadas em placas de 6 pocos com
meio RPMI comum. As células ficaram em cultivo por 12 dias, com o meio de cultivo

sendo renovado a cada quatro dias.

35



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

lavados com &gua corrente.

As imagens das col6nias foram observadas no estereoscépio LEICA M205 C
(Leica — Alemanha) no aumento de 8x e as imagens foram obtidas pela camera LEICA
DFC295 (Leica — Alemanha) com auxilio do software Leica Application Suite (Leica —

Alemanha).

4.13. Analise do contetdo de DNA por marcacdo com iodeto de propidio

(P1)

Foi feita a analise do conteudo de DNA através da marcacao intracelular com
lodeto de Propidio (P1), afim de quantificar as populagdes que estdo em GO/G1 (2N de
DNA); em G2/M (4N de DNA); e as que estdo na fase S (quantidades intermediarias de
DNA). Pl é usado como marcador por ser um intercalante de DNA, e com isso a
marcacdo presente na célula é diretamente proporcional a quantidade de DNA que essa
célula possui. As células A2780 (3x10°) foram semeadas em placas de 12 pogos.
Depois de sua adesdo, as células foramtratadas com NLS-DTX-1, NLS-DTX-2 e DTX
na concentracdo 1 pg/mL de docetaxel e NLS-BRANCA no volume equivalentea NLS-
DTX-1 ou receberam apenas meio de cultivo (controle). Apods 24, 48 ou 72h, as células
foram desaderidas e recolhidas em tubos de 15 mL e centrifugadas a 300g por 5 min
para a retirado do meio.O pellet foi resuspendido em 500uL de PBS 1X, acrescentado

4,5 mL de etanol 70% e mantido por 2 h no gelo para fixacdo. Passadas as 2h, as
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células foram centrifugas, o pellet foi lavado com PBS e novamente centrifugado. As
células foram ressuspendidas em solucdo de iodeto de propidio (0,1% de Triton X-100,
10 pg/mL de Pl e 100 pg/mL de RNase livre de DNase) diluido em PBS, por 10 min a
37°C. Apds a incubacdo, as amostras foram centrifugadas, ressuspendidas em PBS e
8.000 eventos de cada amostra foram analisados por citometria de fluxo. O contetdo de
DNA das células nas diferentes fases do ciclo celular foi determinado utilizando-se a
plataforma de ciclo celular do software FlowJo. As analises foram feitas a partir de 3

experimentos independentes.

4.14. Caracterizacdo da morte celular induzida pelas NLS-DTX

A analise do tipo de morte induzida pelos tratamentos ap6s 72 horas com as
NLS-DTX foi feita pela marcacao das células tumorais A2780 com Anexina V-FITC e
lodeto de propidio (PI). Este teste permite a identificacdo e quantificacdo de
subpopulacdes de células em apoptose inicial, apoptose tardia ou necrose e também as
células viaveis. 5x10° células de A2780 foram semeadas em placas de 12 pogos. Apds
24h, as células foramtratadas com NLS-DTX-1, NLS-DTX-2 e DTX na concentracdo
1ug/mL de docetaxel e NLS-BRANCA no volume equivalente a NLS-DTX-1 ou
receberam apenas meio de cultivo (controle). 30 minutos antes de completar as 72 horas
de tratamento com as NLS-DTX e o DTX, o grupo controle de apoptose foi tratado com
10 mM de perdxido de hidrogénio. Apds isso, tanto as células aderentes como as
flutuantes foram recolhidas e centrifugadas a 500g por 5 min para a retirada do meio. O
pellet foi lavado com PBS e as células foram centrifugadas. Os pelletsforam
resuspendidos em 100uL de tampédo de ligacdo de anexina V (10 mM HEPES, 140 mM
NaCl e 2,5 mM de CaCl2 — pH 7,4) e o grupo controle de necrose foi aquecido a 60°C.
Foram adicionados 3 pL de anexina-V nas amostras e depois incubadas por 15 min a

temperatura ambiente e protegidas da luz. Apos este periodo, 400 pL do tampdo de
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ligacdo da Anexina V foram adicionados e os tubos a partir desse momento foram
mantidos no gelo, seguido da adi¢do de 500 pL da solucdo de PI (PBS e lodeto de
Propidio — para concentra¢do final de 2 pug/mL). O grupo controle de apoptose foi
marcado somente com anexina-V e o grupo controle de necrose somente com Pl. As
células foram incubadas por mais 5 minutos no gelo, lavadas com PBS e a aquisi¢do dos
dados foi feita no citdmetro FACSCalibur (Becton Dickinson) com o auxilio do
software CellQuest-Pro. As andlises foram realizadas a partir de 2 experimentos

independentes.

4.15 Andlise estatistica

Os resultados experimentais obtidos estdo expressos em valores médios com
desvios-padrdo. As analises foram feitas por meio de andlise de variancia (ANOVA)e o
pos teste Dunnet pelo software Graph Pad Prism®. O nivel de significancia adotado em

todos os testes foi de 5% (p<0,05).

5. RESULTADOS

5.1.Selecdo do plasmideo pHaMDR para ser utilizado na obtencdo das

linhagens de A2780-MDR#2 e A2780-MDR#3

Apols o crescimento de coldnias isoladas a partir da amostra enviada pela
Addgene, foram selecionadas 24 coldnias ao longo da placa de forma aleatoria e delas
extraido o DNA plasmidial (Figura 12). As amostras das colénias 2, 16, 17, 18, 19, 20 e
21 tiveram o tamanho esperado da construcdo do plasmideo (Figura 13A e B
destacadas em amarelo). Para a confirmacdo como sugerido pelo fabricante foi

utilizados o DNA 2 (Figura 12A seta branca) que apesar de ter o tamanho esperado, ndo
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seguiu o padrdo dos outros, e 0 DNA 19 (Figura 12B seta branca) e depois digeridas

com enzimas de restrigdo Sacll e Xhol para a separagdo do gene MDR do vetor pHa.

B
t

A
567 89101 1213 14

1516 17 18 19 2021 22 23 24

Figura 12 - DNA plasmidial obtido por miniprep das col6nias isoladas de E. coli. 24 col6nias de E.
coli cepa DHS5a foram selecionadas aleatoriamente e lisadas para obtencdo do DNA plasmidial e depois
corrido em gel de agarose1% para determinar o tamanho.

Apos a digestdo, na amostra 19 foi visto duas bandas do tamanho aproximado
11.000 pb do vetor plasmidial e outra com aproximadamente 4.000 do gene MDR
(Figura 13 destacado em amarelo). Apo6s confirmacdo, a col6nia 19 foi utilizada para

obtencdo do DNA utilizado para os experimentos de transfeccao.
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Figura 13 - Digestdo do DNA plasmidial 2 e 19 com as enzimas de restrigdo Sacll e Xhol.

5.2 Morfologia das células A2780-MDR #2 e A2780#3

Apos o processo de transducdo e selecdo com meio de cultura contendo
colchicina, as células sobreviventes mudaram completamente sua morfologia (Figura 15
e 16). Tanto as células A2780-MDR#2 quanto as A2780-MDR#3 aumentaram de
tamanho e passaram a crescer em col6nia, comportamento ndo observado nas células
A2780 (Figura 14 setas pretas). As células A2780 possuem uma morfologia mais
alongada quando a confluéncia é mais baixa e ela se torna menor quando a confluéncia
aumenta, porém as células nao se tornam unidas com aspecto de colonia (Figura 14). As
A2780-MDR#2 e A2780-MDR#3 quando em menor confluéncia ndo se espalham pelo
poco, como a A2780, e quando em maior confluéncia preenchem todo o fundo da placa,
unindo todas as col6nias (Figura 14 coluna de maior confluéncia). Por microscopia de
luz, ndo é possivel delimitar facilmente as células A2780-MDR#2 e A2780-MDR#3 na

massa em que elas estdo localizadas.
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Para melhor visualizar as diferencas morfoldgicas entre as linhagens, foram
feitas micrografias com microscopio eletronico de varredura (Figura 15). No aumento
de 1000 vezes é possivel ver o crescimento em coldnia nas células A2780-MDR
observado por microscopia de luz (Figura 14 setas). As células A2780 crescem
dispersas sobre a laminula e possuem diferentes morfologias dependendo do espaco em
que se encontram. Em A2780-MDR#2 e A2780-MDR#3 é possivel ver um grupo de
células bem organizadas e de tamanho maior que as A2780. Foi realizado um maior
aumento (4.500 vezes) em cada amostra afim de observar as diferencas na superficie
celular. Todas as linhagens possuem a superficie celular com a presenca de
prolongamentos, e nas duas A2780-MDR € possivel ver uma quantidade maior de

detalhes na superficie celular do que na célula A2780 (Figura 15 setas amarelas).
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Figura 14- Morfologia das linhagens A2780, A2780-MDR#2 e A2780-MDR#3 em diferentes confluéncias. Foram semeadas 1x10° ou 3x10° células das diferentes linhagens em placas de
12 pocos e apds 24 horas a morfologia foi analisada por microscopia de luz. As imagens foram obtidas no aumento de 10x e 20x, barras de 100 um e 50 pum, respectivamente. As setas pretas
indicam a organizacéo de col6nia das células.
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Figure 15 - Micrografia das linhagens A2780, A2780-MDR#2 e #3 por microscopia eletrénica de varredura. A morfologia das linhagens estudadas foi analisada por MEV nos aumentos
de 1.000 e 4.500 vezes para observacdode detalhes na morfologia e na membrana celular. Barra de 100 e 1 pm. Setas amarelas indicam os detalhes da membrana celular.
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5.3 Imunomarcacéo de P-glicoproteina em A2780 e A2780-MDR

A fim de visualizar p-glicoproteina (P-gp) na membrana das células e checar sua
organizacdo, foi realizada a imunomarcagdo dessa proteina de membrana nas células
A2780, A2780-MDR#2 e A2780-MDR#3 e depois a analise feita em microscépio
confocal de varredura a laser. As células A2780 naturalmente possuem essa proteina
(Figura 16 setas brancas) concentrada em regido bem delimitada sugerindo a formagéo
de dominios citoplasmaticos. Em A2780-MDR#2 é possivel ver que P-gp estd mais
espalhada pela membrana da célula, tendo poucas regides de concentragdo como em
A2780 (Figura 16 setas amarelas). A distribuicdo de P-gp na membrana de A2780-

MDR#3 é semelhante a vista em A2780 (Figura 16 setas brancas).
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DAPI p-glicoproteina Sobreposi¢cao

A2780
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Figura 16 - Distribuicdo e organizacédo de p-glicoproteina nas membranas celulares de A2780, A2780-MDR#2 e #3. As
células A2780, A2780-MDR#2 e #3 foram imunomarcadas com anticorpo anti-p-glicoproteina (vermelho) e 0 DNA das células
foram corados com DAPI (azul). As imagens foram adquiridas em microscépio confocal de varredura a laser. Barra de 10um.
Setas brancas indicam p-gp concentrada na regido perinuclear da membrana celular e setas amarelas indicam p-pg espalhada por
pela membrana celular.
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5.4 Andlise da toxidade de docetaxel nas células A2780-MDR

O aumento da expressdo de P-gp estd relacionado com a multirresisténcia a
farmacos. J& é descrito que células resistentes pelo aumento dessa proteina diminuem
sua sensibilidade ao docetaxel. Para verificar a toxicidade de DTX foram testadas as

concentracBes usadas anteriormente em A2780 nas células transformadas A2780-MDR.

A linhagem A2780-MDR#2 foi sensivel ao solvente utilizado para solubilizar o
farmaco docetaxel. No tempo de 24 horas (Figura 17A) é possivel observar toxidade do
etanol superior a 25% nessa linhagem, o que ndo aconteceu com a MDR#3 (Figura 19).
O DTX causou mortalidade semelhante ao etanol, ndo sendo possivel assim distinguir o
que realmente foi toxico para as células. Em 48 horas (Figura 17B) a viabilidade das
células MDR#2 tratadas com DTX é inferior ao solvente nas concentragfes de 1-100
ng/mL, porém nas demais doses a mortalidade induzida pelo fa&rmaco é semelhante a
induzida pelo etanol. Em 72 horas (Figura 17C) ha o aumento da viabilidade nas
concentracOes de 1 ng/mL - 1 pg/mL dos tratamentos com etanol e DTX, sugerindo que
as células que resistiram ao tratamento até o tempo de 48 horas voltaram a se proliferar

aumentando assim a viabilidade mensurada no tempo de 72 horas.

46



A2780-MDR#2 B ETANOL
24 horas B DTX

-
(3] ~ (=
(=] (5] (=]
1 1 1

N
(F
1

Viabilidade Celular (%)

o

125+

-
(=4
<

[3.] =~
o (3.
1 1

N
[3.]
1

Viabilidade Celular (%)

(=]
L

125+

100+

g ¢

Viabilidade Celular (%)
N
(4]
L

(=
1

Figure 17 - Citotoxidade de DTX e ETANOL nas células transformadas A2780-MDR#2.A célula
A2780-MDR#2 foram tratadas com DTX nas concentra¢fes de 1 ng/mL, 10 ng/mL, 100 ng/mL, 1 pg/mL
e 10 pg/mL e com etanol no volume correspondente a DTX por 24, 48 e 72 horas e a viabilidade celular
foi mensurada pelo ensaio de MTT. Os dados representam a média = SEM de trés experimentos
independentes em triplicata. *P<0.05, **P<0.01 e ****P<0,0001. *tratamentos comparados ao controle
NT e # tratamentos comparados entre si.

47



Para verificar se as células A2780-MDR#2 estavam ou voltando a proliferar ou
néo respondendo mais ao tratamento com DTX, foram comparadas as absorbancias dos
experimentos realizados (Figura 18). Foi possivel ver que as células quando tratadas
com Etanol foram sensiveis em 24 horas demonstrando reducdo da viabilidade porém
depois desse tempo ha um aumento na mesma (Figura 17), e analisando a absorbéncia
dos experimentos foi constatado que apo6s 48 horas a populacdo de células expostas ao
etanol volta a crescer em todos os volumes testados (Figura 18). Quando tratadas com
DTX, as células mostraram reducdo da viabilidade no tempo de 24 horas menor do que
em 48 horas (Figura 17A e B) e depois um aumento da viabilidade em 72 horas (Figura
17C), ao analisar as absorbancia foi visto que as células tratadas com concentracdes a
partir de 10 ng/mL de DTX no tempo de 48 horas ndo tiveram reducéo da sua populacao
bruta quando comparada ao tempo de 24 horas e sim se mantiveram iguais. Em 72 horas
essas mesmas populacdes tem absorbancias maiores que nos demais tempos, indicando

assim uma recuperacao e proliferacdo dessas células (Figura 18).
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Figura 18 — Absorbéancia das células A2780-MDR#2 tratadas com ETANOL e DTX. As células
A2780-MDR#2 foram tratadas com DTX nas concentra¢fes de 1 ng/mL, 10 ng/mL, 100 ng/mL, 1 pg/mL
e 10 pg/mL e com etanol no volume correspondente a DTX por 24, 48 e 72 horas e absorbancia foi
mensurada pelo ensaio de MTT. Os dados representam a média + SEM das absorbancias de trés
experimentos independentes em triplicata. *P<0,05, ***P<0,001, e ****P<(,0001. *absorbéancias
comparadas ao tempo de 24 horas e #absorbancias comparadas ao tempo de 48 horas do tratamento
correspondente.

A linhagem A2780-MDR#3 ndo mostrou sensibilidade ao etanol como a outra
célula transformada (A2780-MDR#2) (Figura 19). Em 24 horas as viabilidades de todos
os tratamentos foram superiores a 60% (Figura 19A). No tempo de 48 horas, houve
reducdo de aproximadamente 50% na viabilidade induzidas pelos tratamentos a partir da
concentracdo de 10 ng/mL, porém ndo houve reducdo superior a 60% como é possivel
ver nas células A2780 nesse tempo (Figura 19B). Em 72 horas, a viabilidade das células

dos grupos tratados diminui até cerca de 20% (Figura 19C).
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Figura 19 - Citotoxidade de DTX e ETANOL nas células transformadas A2780-MDR#3. As células
A2780-MDR#3 foram tratadas com DTX nas concentra¢fes de 1 ng/mL, 10 ng/mL, 100 ng/mL, 1 pg/mL
e 10 pg/mL e com etanol no volume correspondente a DTX por 24, 48 e 72 horas e a viabilidade celular
foi mensurada pelo ensaio de MTT. Os dados representam a média =+ SEM de trés experimentos
independentes em triplicata. **P<0.01 e ****P<0,0001. * tratamentos comparados ao controle NT e #
tratamentos comparados entre Si.
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Como foi observada citotoxidade de etanol nas células A2780-MDR#2, as
viabilidades dos tratamentos com DTX foram recalculadas descontando a toxidade de
etanol para podermos comparar o efeito somente do farmaco nas linhagens
transformadas e A2780. Na figura 20 € possivel ver as viabilidades das trés linhagens
nos diferentes tempos estudados. Em 24 horas de tratamento (Figura 20A), a linhagem
A2780 teve a viabilidade reduzida em aproximadamente 40% em todas as
concentracOes, e as células transformadas A2780-MDR#2 e A2780-MDR#3 tiveram
aproximadamente 25% e 20% de reducdo, respectivamente, sendo a viabilidade da
A2780-MDR#3 significativamente maior que a parental. Em 48 horas (Figura 20B), os
tratamentos a partir de 10 ng/mL causaram reducdo de mais de 50% nas linhagens
A2780 e A2780-MDA#2, a viabilidade da linhagem A2780-MDR#3 ndo atingiu 50%
em nenhuma concentragdo testada. Na A2780, a viabilidade foi inferior as demais
células em todas asconcentragdes a partir de 10 ng/mL. Quando comparadas entre si, as
a linhagem A2780-MDR#3 foi menos sensivel aos tratamentos em todas as
concentracOes testadas.Em 72 horas (Figura 20C) é possivel ver o aumento da
viabilidade de A2780-MDR#2 nas quatro primeiras concentracdes, esse aumento
chegando até aproximadamente 40% em relacdo ao tempo anterior nas concentracdes de
10 ng/mL — 1 pg/mL. Em comparacdo a A2780, a viabilidade de MDR#2 nessas
concentracOes € cerca de oito vezes maior. O tratamento na linhagem A2780-MDR#3
causou mortalidade de 80% nas concentracdes testadas, porém a viabilidade dessa

célula é significativamente maiordo que a de A2780.
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Figura 20 - Viabilidade de A2780 e A2780-MDR#2 e #3 ap0s tratamento com docetaxel nos tempos
de 24, 48 e 72 horas normalizados com o tratamento apenas com o solvente. As viabilidades dos
tratamentos com DTX foram recalculadas para desconto da toxidade do etanol e mostradas nos graficos
separados por tempo e comparativo entre as trés linhagens. Os dados representam a média + SEM de trés
experimentos independentes em triplicata. *P<0.05 e ****P<0,0001. *comparado a A2780 e #comparado
a A2780-MDR#2.
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Foram calculados os ICs, de DTX nos trés tempos estudados nas trés linhagens
A2780 (Tabela 4), porém em alguns tempos ndo foi possivel ter uma concentragao
determinada porque ou o ICs ficou fora do intervalo de concentracGes testadas. Em 24
horas ndo foi possivel calcular o ICso de DTX nas linhagens transformadas pois nesse
tempo ndo houve dose capaz de causar reducdo préximo a 50%, o que indica um ICsg
superior a 10 pg/mL. Mesmo ndo tendo a concentracdo determinada, o fato de ser
necessaria uma dose maior que 10 pg/mL indica que o ICso nesse tempo € no minimo 25
vezes maior que 0 ICsp de DTX em A2780. No tempo de 48 horas foi possivel calcular
a concentracdo somente nas células A2780-MDR, pois em A2780 a dose necessaria é
menor que 1 ng/mL, o que significa que o ICso de MDR#2 é no minimo trés vezes
maior que de A2780 e o de MDR#3 é superior a 100 vezes maior. Em 72 horas somente
a dose de MDR#2 foi calculada, e como houve o comportamento de recuperagdo na
populacdo de células tratadas, o 1Csq foi superior de todos os outros tempos e de todas

as linhagens.

Tabela 4 — Concentracao inibitdria de 50% de docetaxel das linhagens A2780 e A2780-MDR nos
tempos de 24, 48 e 72 horas.

Tempos ICs

A2780 A2780-MDR#2  A2780-MDR#3
24 horas 350 ng/mL >10 pg/mL >10 pg/mL
48 horas < 1ng/mL 3,6 ng/mL 135 ng/mL
72 horas < 1ng/mL 2,4 pg/mL < 1ng/mL
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5.5 Analise da citotoxidade de NLS-BRANCA, NLS-DTX-1 e NLS-DTX-

2nas linhagens A2780, fibroblasto, A2780-MDR#2 e A2780-MDR#3

Um dos primeiros parametros bioldgicos a ser analisado em uma formulacgéo de
nanoparticulas € o seu potencial citotoxica. Para isso,doses de 1ng/mL a 10pg/mL
foram testadas nos tempos de 24, 48 e 72 horas para avaliacdo da citotoxidade das
nanoparticulas estudadas naslinhagem A2780, fibroblastos, A2780-MDR#2 e A2780-

MDR#3.

Ao analisar os resultados obtidos na linhagem A2780 foi possivel observar que
as duas NLS-DTX (Figura 21A e B)e o DTX (Figura 21C) tiveram citotoxicidade >
50% nas concentrac@es a partir de 100 ng/mL. Nas células tratadas com NLS-BRANCA
(Figura 21A e B) ocorreu variacdo de viabilidade, onde a esta diminui com o aumento
da dose. Nas concentragfes 1 e 10 pg/mL, a citotoxidade das NLS-DTX e de NLS-
BRANCA séo semelhantes, ndo podendo ser possivel concluir se a redugdo das células

ocorreu devido ao farmaco da formula¢do ou aos componentes surfactantes.
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Figura 21 - Efeitos das NLS-DTX e DTX na viabilidade celular de A2780 em 24 horas de
tratamento. As células A2780 foram tratadas com NLS-DTX-1, NLS-DTX-2 e DTX nas concentraces
de 1 ng/mL, 10 ng/mL, 100 ng/mL, 1 pg/mL e 10 pg/mL por 24 horas e a viabilidade celular foi
mensurada pelo ensaio de MTT. Os dados representam a média + SEM de trés experimentos
independentes em triplicata.**P<0.01, ***P<0,001 e ****P<0,0001. * comparados ao controle e #
comparados aos solubilizantes correspondente.
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No tempo de 48 horas (Figura 22), a reducdo da viabilidade é mais acentuadas,
de aproximadamente 70% a partir de 10 ng/mL em NLS-DTX-1 (Figura 22A) e NLS-
DTX-2 (Figura 22B). Nas concentragdes de 10 ng/mL e 100 ng/mL, a mortalidade
causada pelaNLS-DTX-1 foi significativamente superior que a causada por NLS-
BRANCA, enquanto que em NLS-DTX-2 esse fato ocorreu nas concentragdes de 1
ng/mL e 10 ng/mL. O perfil de mortalidade de DTX (Figura 22C) se assemelhou com o
da NLS-DTX-2, com a primeira concentracdo matando 50% da populacéo e as demais

mais de 70%.
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Figura 22 - Efeitos das NLS-DTX e DTX na viabilidade celular de A2780 em 48 horas de
tratamento. As células A2780 foram tratadas com NLS-DTX-1, NLS-DTX-2 e DTX nas concentracfes
de 1 ng/mL, 10 ng/mL, 100 ng/mL, 1 pg/mL e 10 pg/mL por 48 horas e a viabilidade celular foi
mensurada pelo ensaio de MTT. Os dados representam a média + SEM de trés experimentos
independentes em triplicata. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0,001 e P<0,0001. * comparados ao controle e #
comparados aos solubilizantes correspondente.
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Em 72 horas (Figura 23), ocorreu uma redugéo de 90% em todos os tratamentos
contendo docetaxel a partir de 10 ng/mL. A NLS-BRANCA (Figura 24A e B) causou
70-75% de mortalidade na maior concentragdo e 15% na menor. Quando comparada a
viabilidade de NLS-BRANCA, houve uma reducéo significativa nas concentracdes de
Ing/mL até 1 pg/mL nas duas NLS-DTX (Figura 23A e B). Nesse tempo todos 0s
tratamentos com as NLS-DTX e DTX (Figura 23C) nas concentragdes a partir de 10

ng/mL causaram toxidade > 90%.

A toxidade do solvente etanol ndo ultrapassou 25% nas concentragdes e tempo
testados. Em todos os tempos estudados, as viabilidades dos tratamentos contendo
docetaxel atingem um platd a partir das concentracfes de 10 ou 100 ng/mL, variando
somente a morte causada pelos veiculos na proporcao das concentracdes. Comparando
as viabilidades das duas NLS-DTX com o farmaco livre, ndo houve diferenca
significativa. Com esses resultados foi possivel concluir que as formulacdes testadas
foram tempo dependente e tiveram o perfil de citotoxicidade semelhante ao controle

com DTX.
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Figura 23 - Efeitos das NLS-DTX e DTX na viabilidade celular de A2780 em 72 horas de
tratamento. As células A2780 foram tratadas com NLS-DTX-1, NLS-DTX-2 e DTX nas concentraces
de 1 ng/mL, 10 ng/mL, 100 ng/mL, 1 pg/mL e 10 pg/mL por 72 horas e a viabilidade celular foi
mensurada pelo ensaio de MTT. Os dados representam a média + SEM de trés experimentos
independentes em triplicata. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0,001 e ****P<0,0001. * comparados ao controle
e # comparados aos solubilizantes correspondente.
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Com as viabilidades obtidas, foi calculado o 1Csy (concentragdo inibitoria de
50% da populagéo) dos tratamentos testados na linhagem A2780 (Tabela 5). Para NLS-
DTX-2 e DTX so foi possivel calcular o ICsy para o tempo de 24 horas, pois a
concentracdo inibitéria € menor que 1 ng/mL o que inviabiliza o célculo pelo
programa.Para a NLS-BRANCA foi calculada a porcentagem do volume de formulacgéo
para que fosse possivel comparar com as duas NLS-DTX, sendo que o valor maximo
utilizado de NLS-BRANCA nos tratamentos foi 1%. Os valores correspondem: 0,35% =
3,5 pg/mL de NLS-DTX-1 e 7 pg/mL de NLS-DTX-2; 0,25% = 2,5 pg/mLde NLS-
DTX-1 E 5 pg/mL de NLS-DTX-2; 0,08% = 800 ng/mL de NLS-DTX-1 e 1,6 ug/mL
de NLS-DTX-2. Essas concentragfes sdo expressivamente superiores aos [Csg

encontrados para as NLS-DTX.

Tabela 5 - Concentracéo inibitdria de 50% (1Cs) da populacéo de A2780 .

Tratamento ICs9 (ng/mL)
24 horas 48 horas 72 horas
NLS-BRANCA 0,35% 0,25% 0,08%
NLS-DTX-1 129,1 9,58 2,02
NLS-DXT-2 82,91 <Ing/mL <Ing/mL
DTX 350,3 <Ing/mL <Ing/mL

Outro parametro importante para avaliar de um nanossistema é toxidade em
células ndo tumorais. Para isso, 0 mesmo padrédo de tratamento e de tempos foi utilizado

em células de cultivo primario de tecido conjuntivo constituida de fibroblastos.

A nanoparticula vazia NLS-BRANCA nos volumes correspondentes a NLS-
DTX-1 (Figura 24A) no tempo de 24 horas ndo apresentou diferenca na reducdo da

viabilidade entre fibroblasto e A2780, porém nos tempos de 48 e 72 horas a
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citotoxidade foi superior em fibroblasto do que em A2780, demonstrando que as células
ndo tumorais sdo mais sensiveis ao veiculo no sistema estudado. Quando tratadas com
NLS-DTX-1 as células apresentaram outro padrdo (Figura 24B), com a viabilidade do
fibroblasto maior que da A2780 na maioria dos tratamentos, com excecdo da

concentracdo 1 ng/mL nos tempos de 48 e 72 horas.
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Figura 24 - Efeitos das NLS-BRANCA-1 e NLS-DTX-1 na viabilidade celular de células de cultivo
primario de tecido conjuntivo constituido prioritariamente de fibroblasto comparado a viabilidade
de A2780 apo0s 24, 48 e 72 horas de tratamento. As células fibroblasto e A2780 foram tratadas com
NLS-BRANCA e NLS-DTX-1 nas concentracBes de 1 ng/mL, 10 ng/mL, 100 ng/mL, 1 pg/mL e 10
pg/mL por 24, 48 e 72 horas e a viabilidade celular foi mensurada pelo ensaio de MTT. Os dados
representam a média = SEM de trés experimentos independentes em triplicata. *P<0.05 e **P<0.01 se
refere as linhagens comparadas entre si.
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Os volumes de NLS-BRANCA utilizados como equivalente a NLS-DTX-2
(Figura 25A) tiveram uma toxicidade semelhante nas duas linhagens, porém os volumes
correspondentes a 1 pg/mL e 10 pg/mL causaram maior mortalidade em A2780 do que
em fibroblasto em todos os tempos. O tratamento com NLS-DTX-2 causou reducéo
drastica nas duas linhagens, porém foi mais acentuada em A2780 (Figuras 25B), fato

também observado em NLS-DTX-1.
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Figura 25 - Efeitos das NLS-BRANCA-2 e NLS-DTX-2 na viabilidade celular de células de cultivo
primario de tecido conjuntivo constituido prioritariamente de fibroblasto comparado a viabilidade
de A2780 apos 24, 48 e 72 horas de tratamento. As células fibroblasto e A2780 foram tratadas com
NLS-BRANCA e NLS-DTX-2 nas concentracBes de 1 ng/mL, 10 ng/mL, 100 ng/mL, 1 pg/mL e 10
pg/mL por 24, 48 e 72 horas e a viabilidade celular foi mensurada pelo ensaio de MTT. Os dados
representam a média + SEM de trés experimentos independentes em triplicata.
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O etanol utilizado como solvente de DTX ndo mostrou redugéo significativa em
nenhuma das linhagens (Figura 26A), enquanto 0 DTX ja em 24 horas mostrou redugdo
de aproximadamente 30% nas células fibroblastos e 50% nas células tumorais (Figura
26B). Com 48 horas, em todas as concentracOes testadas a reducédo foi de mais de 50%
por cento nas duas linhagens e em 72 horas a reducdo em fibroblasto foi de em média

70% e em A2780 de 90%.
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Figura 26 - Efeitos do ETANOL e DTX na viabilidade celular de células de cultivo primério de
tecido conjuntivo constituido prioritariamente de fibroblasto comparado a viabilidade de A2780
apos 24, 48 e 72 horas de tratamento. As células fibroblasto e A2780 foram tratadas com ETANOL e
DTX nas concentracfes de 1 ng/mL, 10 ng/mL, 100 ng/mL, 1 pg/mL e 10 pug/mL por 24, 48 e 72 horas e
a viabilidade celular foi mensurada pelo ensaio de MTT. Os dados representam a média + SEM de trés
experimentos independentes em triplicata.
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Com intuito de verificar se as NLS-DTX sdo capazes de reduzir a viabilidade
das células A2780-MDR, as nanoparticulas foram testadas nestas células e analisadas
sua viabilidade apos 24, 48 e 72 horas de tratamento. O modelo de tratamento foi igual

ao realizado com A2780.

Como observado com o etanol, a célula A2780-MDR#2 foi mais sensivel a
NLS-BRANCA (Figura 27A, D e G) do que a A2780 e a A2780-MDR#3. No tempo de
24 horas (Figura 27A-C) as NLS-DTX causaram uma mortalidade maior que o farmaco
livre, com redugdo de mais de 50% na viabilidade das células tratadas a partir da
concentracdo de 100 ng/mL, porém a diferenca entre toxicidade de NLS-BRANCA e as
NLS-DTX foi inferior a 15% nessas doses. Desse modo ndo se pode dizer ao certo se a
reducdo foi causada pelos componentes da formulagdo ou se pelo farmaco nela presente.
Em 48 horas, a toxicidade de NLS-DTX-1 e a NLS-BRANCA correspondente (Figura
27D) causou mais de 50% de mortalidade em todas as concentrac¢des, porém novamente
nédo foi observado diferenca entre as viabilidades desses dois tratamentos. A NLS-DTX-
2 (Figura 27E) reduziu em mais de 50% a viabilidade a partir da concentragdo de 10
ng/mL e a NLS-BRANCA a partir de 1 pg/mL. As NLS-DTX continuaram sendo mais
toxicas que DTX nesse tempo. No tempo de 72 horas, a mortalidade causada por NLS-
BRANCA (Figura 27G e H) ndo seguiu a mesma taxa que a das NLS-DTX, sendo
significativamente menor em todas as concentracdes de NLS-DTX-2 e nas quatro
primeiras doses de NLS-DTX-1. Na NLS-DTX-1 (Figura 27G) a viabilidade teve
reducdo de 80% a partir da concentracdo 100 ng/mL. NLS-DTX-2 (Figura 27H) teve
reducdo de mais de 70% na viabilidade em todas as concentracdes testadas. As células
tratadas com as nanoparticulas ndo tiveram a recuperacdo da viabilidade observada

quando o tratamento é DTX.
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Figura 27 - Efeito citotdxico das NLS-DTX e DTX na viabilidade celular de A2780-MDR#2 em 24, 48 e 72 horas de
tratamento. A célula A2780-MDR#2 foi tratada com NLS-DTX-1, NLS-DTX-2 e DTX nas concentragcbes de 1 ng/mL, 10
ng/mL, 100 ng/mL, 1 pg/mL e 10 pg/mL por 24, 48 e 72 horas e a viabilidade celular foi mensurada pelo ensaio de MTT. Os
dados representam a média + SEM de trés experimentos independentes em triplicata. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0,001 e
****pP<0,0001. * comparados ao controle e # comparados aos solubilizantes correspondente.
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A linhagem A280-MDR#3 no tempo de 24 horas teve sua populagdo < 75%
depois do tratamento com as duas NLS-DTX (Figura 28A e B) a partir da concentragdo
de 10 ng/mL e com DTX (Figura 28C) a partir da concentracdo de 100 ng/mL. Em 48
horas, NLS-DTX-1 (Figura 28D) levou a cerca de 60% de reducdo das células tratadas
com doses a partir de 100 ng/mL. NLS-DTX-2 (Figura 28E) reduziu a
aproximadamente 50% de células nos tratamentos a partir de 10 ng/mL. DTX (Figura
29F) teve 0 mesmo perfil de mortalidade de NLS-DTX-2. Em 72 horas, todas as doses
de NLS-DTX-1 (Figura 28G) causaram grande mortalidade, com a menor concentragéo
reduzindo mais de 60% a populagdo e as demais concentragdes reduziram mais de 80%.
Em NLS-DTX-2 (Figura 28H) todas as concentragdes reduziram mais de 80% da
viabilidade. DTX (Figura 281) causou 75% de morte em todas as concentragfes
testadas. Nessa linhagem a toxidade das NLS-DTX foi maior que DTX, porém ndo foi

expressiva como na linhagem A2780-MDR#2.
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A2780-MDR#3
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Figura 28 - Efeito citotoxico das NLS-DTX e DTX na viabilidade celular de A2780-MDR#3 em 24, 48 e 72 horas de
tratamento. A célula A2780-MDR#3 foi tratada com NLS-DTX-1, NLS-DTX-2 e DTX nas concentragbes de 1 ng/mL, 10
ng/mL, 100 ng/mL, 1 pg/mL e 10 pg/mL por 24, 48 e 72 horas e a viabilidade celular foi mensurada pelo ensaio de MTT. Os
dados representam a média + SEM de trés experimentos independentes em triplicata. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0,001 e
****p<0,0001.* comparados ao controle e # comparados aos solubilizantes correspondente.
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Em resumo, foi feito um apanhado dos tratamentos com as NLS-DTX-1 e NLS-
DTX-2 nas trés linhagens de carcinoma de ovario para que seja melhor visualizada a
diferenca entre elas. A linhagem A2780-MDR#3 nos tempos de 24 horas (Figura 29A,
D e G) foi menos sensivel a todos os tratamentos em todas as concentracfes testadas
tanto quando comparada com a célula parental quanto com a outra linhagem
transformada. Em 48 horas (Figura 29B, E e H) a A2780-MDR#3 continou sendo mais
resistentes porém quando comparada com a A2780. Em 72 horas (Figura 29C, Fe I) a
linhagem A2780-MDR#2 foi a menos sensivel a todos os tratamentos quando
comparada a A2780 e A2780-MDR#3, sendo sua viabilidade maior quando tratadas

com DTX (Figura 291) e com NLS-DTX-2 (Figura 29F).
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Figura 29 — Painel comparativo das viabilidades dos tratamentos com NLS-DTX-1, NLSDTX-2 e DTX nas linhagens de
carcinoma de ovario sensiveis A2780 e resistentes A2780-MDR. As células A2780, A27800MDR#2 e A2780-MDR#3 foram
tratadas com NLS-DTX-1, NLS-DTX-2 e DTX nas concentra¢fes de 1 ng/mL, 10 ng/mL, 100 ng/mL, 1 pg/mL e 10 pug/mL por
24, 48 e 72 horas e a viabilidade celular foi mensurada pelo ensaio de MTT. Os dados representam a média + SEM de trés
experimentos independentes em triplicata. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0,001 e ****P<(,0001.* comparados a A2780 e #
comparados a A2780-MDR#2.
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5.6. Alteracdes morfologicas causadas pelos tratamentos na linhagem A2780

Os tratamentos com 1 pg/mL de docetaxel das NLS-DTX-1, NLS-DTX-2 e
DTX produziram alteracdes morfoldgicas consideraveis nas células A2780 apos 24
horas com o tratamento (Figura 30). As células que receberam o tratamento com DTX,
NLS-DTX-1 e NLS-DTX-2 (Figura 30B, D e E) apresentam tamanho reduzido,
morfologia arredondada devido a perda de adesdes focais e menor nimero de células
aderidas ao poco. As células que foram expostas a NLS-BRANCA (1uL de formulacédo
por mL) apresentaram uma pequena reducdo da sua populacdo, com algumas células
flutuando no meio(Figura 30C). Porém, a morfologia das células que ficaram aderidas

ndo sofreu alteracdoconsideravel quando comparadas ao controle (Figura 30A).

73



Figure 30 - Alteracdes morfoldgicas das células A2780 ap6s 24h de tratamento. (A) Controle sem tratamento; (B) DTX
lpg/mL; (C) NLS-BRANCA volume equivalente; (D) NLS-DTX-1 1upg/mL e (E) NLS-DTX-2 1lupg/mL. As alterages
morfolégicas foram analisadas sob microscopio de luz. As setas apontam células com morfologia arredondadas indicando perda
das adesdes focais. As imagens foram obtidas no aumento de 32 vezes, barra de 50um.




5.6 Atividade de NLS-DTX-1 e NLS-DTX-2 na estrutura docitoesqueleto

Para confirmar se o efeito antimitético devido a hiperestabilizacdo dos
microtUbuloscausada pelo farmaco docetaxel se mantém intacto apds a associagdo com
as NLS foi realizado uma imunomarcacdo de o-tubulina, componente estrutural dos
microtdbulos, nas células A2780 tratadas com NLS-DTX-1, NLS-DTX-2, DTX na
concentracédo de 1 pg/mL NLS-BRANCA no volume correspondente ao usado em NLS-
DTX-1, ou nas células que ndo receberam tratamento (controle) por 24 horas, e depois
foram analisadasem microscépio confocal de varredura a laser (Figuras 31 e 32). As
células do controle ndo tratadopossuem o citoesqueleto integro, com os microtubulos
organizados e distribuidos por toda a célula (Figura 31). As células tratadas com NLS-
BRANCA apresentam morfologia semelhante & vista por microscopia de luz, com
algumas células arredondadas (Figura 31). Porém é possivel notar que mesmo com essa
morfologia, o citoesqueleto se mantém organizado e os microtibulos com aspecto
normal. Nas células tratadas com as NLS-DTX e DTX é possivel visualizar a
desestruturacdo no citoesqueleto causada pelos tratamentos quando comparadas ao
controle ndo tratado e com NLS-BRANCA, com células arredondas e os microttbulos

desorganizados (Figura 32 setas brancas).
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Figura 31 — Organizagdo do citoesqueleto das células A2780 controle ndo tratada e tratada com NLS-BRANCA. As células
A2780 foram tratadas por 24 horas com 10uL de NLS- ou ndo receberam tratamento (CONTROLE). As células foram
imunomarcadas com anticorpo anti-o-tubulina (vermelho) e o DNA das células foi corado com DAPI (azul). As imagens foram
adquiridas em microscopio confocal de varredura a laser e mostram a organizacdo normal dos microtubulos. As imagens foram
obtidas no aumento de 63 vezes, barra de 25um.
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Figura 32 — Efeitos do docetaxel presente nas NLS-DTX-1 e NLS-DTX-2 causam desorganizacdo e ruptura dos
microtdbulos das células A2780. As células A2780 foram tratadas por 24 horas com 10ug/mL de NLS-DTX-1, NLS-DTX-2,
DTX e NLS-BRANCA no volume equivalente ao usado de NLS-DTX-1 ou ndo receberam tratamento (CTL). As células foram
imunomarcadas com anticorpo anti-a-tubulina (vermelho) e o DNA das células foram corados com DAPI (azul). As imagens
foram adquiridas em microscépio confocal de varredura a laser e mostram a desorganizacao e desestruturacdo dos microttbulos
(seta branca). As imagens foram obtidas no aumento de 63 vezes, barra de 25um.




5.7 Avaliacdo da capacidade de formacao de col6nias das células tratadas

com as NLS-DTX

Para avaliar se as células que sobreviveram ao tratamento com as NLS-DTX
mantém sua capacidade de proliferarem e formarem col6nias, as células A2780 foram
tratadas com 1ug/mL de NLS-DTX-1 e 2, DTX e com NLS-BRANCA nos volumes
correspondentes. Apds 24 horas de tratamento, as células que resistiram ao tratamento
foram desaderidas, contrastadas com corante vital azul de tripan para verificagdo da
viabilidade das mesmas, depois contadas e semeadas em uma nova placa e mantidas
com meio de cultura normal por 12 dias e no final do periodo as coldnias formadas

foram analisadas.

Na figura 33 é possivel observar que as células que ndo receberam tratamento se
espalharam por todo o po¢o e formaram varias coldnias de diversos tamanhos, as vezes
ndo sendo possivel nem identificar os limites das colonias. O tratamento com a NLS-
BRANCA nas duas proporcdes testadas reduziu a quantidade de células comparada ao
controle, porém houve formacéo de coldnias grandes e fortemente coradas, indicando
que ha muitas células agregadas no local. As células que receberam tratamento das
NLS-DTX formaram poucas e pequenas colonias se comparada com as colonias em

NLS-BRANCA e também formaram col6nias menores dos que as vistas em DTX.
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Figure 33 — Efeito do tratamento com as NLS-DTX e DTX na capacidade das células A2780 de formarem col6nias. As
células A2780 foram tratadas com 1 pg/mL de DTX, NSL-DTX-1 e 2 por 24 horas. ApGs esse tempo, 103 células que
sobreviveram ao tratamento foram plaqueadas em placas de 6 pocos e cultivadas por 12 dias. Imagens foram obtidas em
estereoscopio no aumento de oito vezes. Barra de 1mm.
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5.8Efeito das NLS-DTX no ciclo celular

O docetaxel é um farmaco citostatico com atividade bem descrita e que causa
parada na progressao do ciclo celular, prendendo as células na fase G2/M. Para avaliar
se essa atividade do docetaxel se mantém quando ele passa pelo processo de associa¢éo
com nanoparticulas lipidica sélida, as células A2780 foram tratadas com 1 pg/mL de
NLS-DTX-1, NLS-DTX-2 E DTX (controle positivo) ou ndo receberam tratamento e
depois de 24h, 48h e 72h foram marcadas com iodeto de propidio e analisadas por

citometria de fluxo.

Na figura 34 é mostrado o histograma do resultado da alteragdo no ciclo
celularque o tratamento com as NLS-DTX causou as células tumorais de ovario. No
tempo de 24 horas (Figura 35) ja é possivel notar o aumento do nimero de células
paradas na fase G2/M quando comparadas ao controle ndo tratado e se assemelhando
com o ciclo celular das células tratadas com o farmaco livre DTX . E no tempo de 48
horas que se nota um maior aumento do nimero das células retidas G2/M e impedidas

de progredirem a divisdo celular (Figuras 34 e 35).

Em 72 horas o percentual de células em G2/M ¢é ainda maior que o controle
porém ndo tanto como no tempo anterior, isso pode ter ocorrido porque varias células
que se encontravam retidas em G2/M no tempo anterior entraram morreram entre o
tempo de 48 e 72 horas. Em todos os tempos, ndo houve diferenca significativa entre o
ciclo celular das células tratadas com NLS-BRANCA quando comparada ao controle,
porém houve diferenca entre as células tratadas com as NLS-DTX no tempo de 48

horas.
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Figura 34 — As NLS-DTX impedem a progressdo do ciclo celular causando retencéo das células tumorais de ovario em G2/M — Histogramas das fases do ciclo celular.A2780 foi
tratada comNLS-DTX-1, NLS-DTX-2 e DTX (controle positivo) na concentragdo de 1pg/mL, com NLS-BRANCA no volume corresponde a NLS-DTX-1, ou ndo receberam nenhum
tratamento (controle negativo) por 24h, 48h e 72h. Apds, as células forammarcadas com Pl para analise do conteddo de DNA por citometria de fluxo. Os histogramascorrespondem a um
experimento representativo de trés experimentos independentes e mostrama distribuicdo das células controle e tratadas nas diferentes fases do ciclo celular (Intensidade da fluorescéncia — FL2
x N° de células) nos tempos de 24, 48h e 72h. Fases: G1 (azul), S (verde), G2/M (vermelho).
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Figura 35 - As NLS-DTX impedem a progressdo do ciclo celular causando retencdo das células
tumorais de ovario em G2/M — % de células em cada fase do ciclo.A2780 foi tratada comNLS-DTX-
1, NLS-DTX-2 e DTX (controle positivo) na concentragdo de 1pg/mL, com NLS-BRANCA no volume
corresponde a NLS-DTX-1, ou ndo receberam nenhum tratamento por 24h, 48h e 72h. Apds, as células
forammarcadas com PI para analise do contetido de DNA por citometria de fluxo. Os dados representam
trés experimentos independentes (n=1) expressos como a porcentagem média de células em cada fase do
ciclo celular + SEM, ap6s 24, 48 e 72h de tratamento. *P<0.05 e ****P<0,0001 comparados ao

controlendo tratado.
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5.9 Tipo de morte celular causada pelos tratamentos com NLS-DTX-1,

NLS-DTX-2

Para analisaro perfil de morte celular induzido pelas NLS-DTX, as células
A2780 foram tratadas com cada uma das formulacGes e com o farmaco livre na
concentracdo de 1 pg/mL por 72 horas e apds esse periodo foram marcadas com
Anexina-V e iodeto de propidio. Essa concentracdo foi escolhida porque ocasionou a

morte de mais de 80% das células tratadas com as NLS-DTX e DTX.

A dose utilizada levou a morte 65% das células tratada com NLS-BRANCA,
88% tratadas com NLS-DTX-1, 97% com NLS-DXT-2 e 95% com DTX. Essa alta
mortalidade condiz com os resultados de viabilidade (Figura 36). O perfil de morte dos
tratamentos com docetaxel foram semelhantes, indicando a apoptose como tipo de

morte celular prevalente na maioria das células.
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Figura 36 - Tratamento com as NLS-DTX induz a morte por apoptose em células tumorais de ovario. A linhagem A2780 foi tratada por 72h com NLS-DTX-1, NLS-DTX-2 e DTX
(controle positivo) na concentracdo de 1pug/mL , com NLS-BRANCA no volume corresponde a NLS-DTX-1 ou ndo receberam nenhum tratamento (controle negativo) e entdoforam analisadas
usando citdmetro de fluxo para marcacdo com Anexina-V conjugada a Alexa 680/FITC e lodeto de Propidio (P1). Os dados representativos de um experimento independentesdo mostrados.
Quadrante inferior esquerdo corresponde as células viaveis, quadrante inferiordireito as células em apoptose inicial, o superior direito as células em apoptose tardia e osuperior esquerdo as
células necréticas.O grafico mostra a porcentagem de células em apoptose inicial ou tardiainduzidas por 72h de tratamento como descrito acima. Os dados representam a média £ SEM de dois
experimentos independente, n=1. **P<0,01, ***P<0,001 e ****P<0,0001 comparados ao controlendo tratado.
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6. DISCUSSAO

Nesse trabalhofoi analisado in vitro algumas caracteristicasbioldgicas de duas
formulagdes de nanoparticulas lipidicas sélidas associadas ao docetaxel em células
tumorais de ovario A2780. Também foram estabelecidas duas linhagens resistentes a
docetaxel derivada da linhagem A2780 e foi testado as NLS-DTX para avaliara
citotoxidade nessas células. Os resultados obtidos evidenciam que a associa¢do do
docetaxel com o sistema de nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS-DTX) néo
comprometeu a atividade citotoxica do mesmo. Assim como mostrado na literatura
(CHO et al., 2014), o farmaco manteve sua acdo antimitética por meio da hiper-
estabilizacdo de microtibulos comprometendo a progressdo do ciclo celular e

desencadeando o processo de apoptose.

Um dos maiores problemas enfrentados na quimioterapia utilizando o docetaxel
é sua insolubilidade em &gua, sendo necessario utilizar solventes toxicos para a sua
solubilizacdo e administracdo. A associacdo de docetaxel com nanossistemas vem se
mostrando uma alternativapara melhorar a solubilidade do mesmo além de proteger o
farmaco de degradacGes causadas pelos solventes, aumentar a biodisponibilidade na
corrente sanguinea, promover o direcionamento do tratamento até o alvo e diminuir a
toxidade dos veiculos utilizados para ministrar o docetaxel (GALLEGO-YERGA et al.,
2017). O sistema de nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) como sistema de entrega de
docetaxel € uma alternativa interessante por serformadopor componentes lipidicos que
sdo fisiologicamente tolerados, além de ter o poder de solubilizar farmacos
hidrofdébicos, como o docetaxel por exemplo, além de promover uma entrega controlada

de farmaco (HRKACH et al., 2012; ZHANG &ZHANG, 2013; CHO et al., 2014).
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O uso de medicamentos associados a NLS em células tumorais resistentes
amultifarmacos pela superexpressdo de P-glicoproteina vem sendo amplamente
estudado (CHOUDHURY et al., 2017; WANG et al., 2017). E sabido que os farmacos,
quando ligados ou encapsulados a um nanossistema, evitam de ser expulsos do meio
intracelular pelas bombas de efluxo, pois quando as moléculas quimioterapicas estdo
vinculadas ou encapsuladas passam a néo ser fisicamente reconhecidas como substratos
pelos sistemas de efluxo ABC (MARKMAN et. al., 2013). Pensando nisso, decidimos
testar a citotoxidade das NLS-DTX estudadas em células tumorais de ovario resistente

MDR (A2780-MDR).

Para realizar essa avaliacdo, primeiro foi necessario estabelecer linhagens
resistentes ao docetaxel pelo aumento da expressdo de P-gp. Para isso foi feito o
protocolo de transformacéo celular com o plasmideo retroviral contendo o gene de P-gp,
pHaMDR, de acordo com Pastan et. al (1988). Outra metodologia muito usada para o
estabelecimento de resisténcia por aumento de P-gp em linhagens tumorais é a
exposicdo continua e com doses graduais de farmacos. Porém, ja vém sendo relatados
que a resisténcia gerada por esse mecanismo € diferente ao tipo de resisténcia gerada
pela insercdo do gene MDR no genoma da células. A transducdo com plasmideos
contendo MDR leva ao aumento da expressdo de P-gp sem alterar outros
comportamentos fisiologicos naturais das células, fato abservado na metodologia de
exposicdo gradual a farmacos (GOTTESMAN et al., 2016). O objetivo desse
procedimento é que A2780 passe a expressar uma quantidade maior de bombas de
efluxo e tenha sua sensibilidade & docetaxel reduzida. Nado foram encontrados na
literatura outros estudos de transformacao de A2780 com o plasmideo pHaMDR, logo

ndo foi possivel comparar os resultados obtidos com nenhum outro estudo.
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O processo de transformacgdo da linhagem A2780 em A2780-MDR causou
alteracdo na morfologia das células. As células A2780-MDR sédo aparentemente maiores
e se organizam em coldnias. Quando vistas por microscopia de luz é possivel ver essas
alteracGes, mas ndo € possivel ter nitidez de como sdo as células A2780-MDR quando
estdo aglomeradas. Por microscopia eletrénica de varredura é visivel o limite das células
A2780-MDR e o tamanho aumentado em comparacdo a linhagem parental. A
imunomarcagdo de p-glicoproteina nas linhagens estudadas nos permitiu visualizar
como a proteina esta distribuida na membrana. Em A2780-MDR#3 as P-gp estdo
concentradas na regido perinuclear como visto em A2780 e em MDR#2 elas estéo
espalhadas por toda a extensdo da célula. A sensibilidade ao docetaxel das duas
linhagens foi menor que a linhagem parental, visto que o ICso de DTX nessas células foi
superior ao de A2780 em todos os tempos testados. Esse efeito € descrito por Pastan et.

al (1988) em outras linhagens transformadas com o plasmideo pHaMDR.

As linhagens A2780-MDR mostraram diferencas entre si em relacdo a
sensibilidade aos tratamentos. A A2780-MDR#2 teve mais sensibilidade ao etanol
mesmo em concentracbes baixas, fato ndo observado nas outras linhagens. Foi
observado que a A2780-MDR#2 sofre reducédo da viabilidade em 24 horas, porém essa
reducdo ndo continua em 48 horas, indicando que as células que sobreviveram ao tempo
anterior ndo respondem mais ao tratamento. Em 72 horas, as células voltam a proliferar
e apresentam viabilidade maior que os tempos anteriores. Esse perfil pode indicar que
essas células quando tratadas tem uma expressdo maior e mais rapida de P-gp do que as
outras linhagens, fazendo com que o farmaco passe a ser expulso do citoplasma e as
células voltem a proliferar. A linhagem A2780-MDR#3 teve menos sensibilidade ao

docetaxel nos tempos de 24 e 48 horas quando comparadas a outra linhagem
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transformada e a parental, e no tempo de 72 horas mesmo tendo uma reducdo alta da

viabilidade a populagéo sobrevivente é significativamente maior que a da A2780.

As formulagdes estudadas, NLS-DTX-1 e NLS-DXT-2, mostraram eficiéncia a
partir das menores concentracfes na linhagem de carcinoma de ovario A2780,
semelhante ao controle positivo DTX. Comparando as duas entre si, as nanoparticulas
contendo 2 mg/mL de docetaxel (NLS-DTX-2) apresentaram melhor desempenho que a
de 1 mg/mL (NLS-DTX-1), sendo mais citot6cixas j& na menor concentracdo, além de
ser necessario um volume duas vezes menor de formulagcdo. Nas concentracdes até 100
ng/mL, a toxidade causada pelos componentes da formulacdo observada em NLS-
BRANCA foi inferior a 30%, valor de citotoxidade considerado toleravel para
nanoparticulas vazias (DOKTOROVOVA et al.,, 2014; YANG et al.,, 2017). As
formulagdes ndo foram toxicas para a linhagem néo tumoral (fibroblasto) nas faixas de
concentracfes em que se encontra 0 ICsy das NLS-DXT em A2780, sugerindo que as
NLS-DTX podem ter menos efeitos adversos quando colocadas em um sistema

completo in vivo (DOKTOROVOVA et al., 2014).

As NLS-DTX desenvolvidas pelo nosso grupo causaram morte das duas
linhagens resistente obtidas, demonstrando assim o potencial dessas formulagdes em
tratar resisténcia a multifarmacos. Além da associacdo com as NLS proteger
estruturalmente o docetaxel do efluxo promovido por P-gp, o surfactante pluronic
utilizado na sintese dessas formulagdes tem acdo inibidora de P-gp, auxiliando assim na

citotoxidade do sistema (MARKMAN et al., 2013; WANG et al., 2107).

A acdo NLS-DTX causa alteracBes na morfologia externa da célula A2780 e na
organizacdo do citoesqueleto semelhantes as visualizadas com o DTX. Esse fato ja era

esperado, pois o docetaxel se liga a R-tubulina, interferindo na dindmica da
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polimerizacdo e despolimerizagdo dos microtubulos, causando danos ao citoesqueleto e
deformando as células (MONTERO et al.,, 2005; ZHANG & ZHANG, 2013;
GALLEGO-YERGA et al., 2017). As semelhangas nas alteracGes causadas pelos
tratamentos com as NLS-DTX e com o farmaco livre indica que o agente causador de
danos as células é o docetaxel presente nas nanoparticulas e ndo outros reagentes que
compdem a formulagdo, isso porque ndao houve alteragdo na morfologia e na

organizacao do citoesqueleto das células tratadas com NLS-BRANCA.

Outra acdo importante causada pelo tratamento com as NLS-DTX foi a reducéo
drastica da capacidade clonogénica das células A2780, indicando que as células que
sobreviveram a 24 horas de tratamento tiveram sua viabilidade reprodutiva reduzida. As
células que foram capazes de aderir tiveram a proliferacdo menor que as tratadas com
DTX, o que pode indicar que as células resistiram mais aos efeitos citotoxicos de DTX
livre do que do encapsulado. Esse comportamento pode estar relacionado com a
liberacdo controlada do farmacoquando associado a NLS, pois mesmo as células que
resistiram ao tratamento podem ter internalizado as nanoparticulas e morrendo apés 24
horas, semelhante ao observado com outras nanoformulacdes (PEIRA et al., 2016;

CHOl et al., 2016).

A estabilizacao do citoesqueleto promovida pelo tratamento com as NLS-DTX
levou ao aumento do numero de células presas na fase G2/M do ciclo celular. Esse
efeito ja& € bem descrito em docetaxel livie (MONTERO et al., 2005; ZHANG &
ZHANG, 2013), confirmando assim mais uma vez que as nanoparticulas estudadas
mantiveram a atividade do docetaxel. A interrupcdo da dindmica dos microtubulos
causa o aprisionamento das células em G2/M e impede a progressdo do ciclo no ponto

de checagem da mitose, pois a célula ndo é capaz de formar fusos mitdticos. A
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incapacidade de formar fusos mitoticos leva a célula a ficar aprisionada em G2/M e
posteriormente entrar em apoptose (DUMONTET & SIKIC,1999; DUBEY et al.,
2015). Foi visto que o numero de células paradas no ciclo foi maior em 48 horas do que
em 72 horas, demonstrando que grande parte das células com o ciclo prejudicado
iniciaram o processo de morte celular apds 48 horas. Quando realizado o ensaio de
determinacédo do tipo de morte celular, houve indicios que a grande maioria das células

morreram por apoptose.

Resumindo, os resultados obtidos nesse trabalho demonstraram que as
formulacdes NLS-DTX foram citotoxicas em células tumorais de ovario sensiveisassim
como nas resistentes estabelecidas (A2780-MDR). O farmaco manteve sua atividade
antimitodtica através da estabilizacdo dos microtubulos, levando ao aumento de células

retidas em G2/M no ciclo celular e consequente morte celular através de apoptose.

7. CONCLUSAO

Com os dados e informag6es obtidas com esse trabalhofoi possivel concluir:

e As nanoparticulas lipidicas sélidas compostas pelo lipidio sélido behenato de
glicerila (Compritol® 888. ATO), surfactantes sorbitano 80 (Span®80) e
poloxamero (Pluronic P127®) associadas a docetaxel mostraram citotoxidade
em concentra¢es menores que 1 pg/mL em células tumorais de ovario A2780.

e O farmaco manteve sua atividade antimitotica devido aestabilizacdo dos
microtUbulos, levando ao aumento de células retidas em G2/M no ciclo celular
e consequente morte celular possivelment por de apoptose.

e As celulas A2780 quando transformadas com o plasmideo pHaMDR

apresentaram alteracdo na morfologia e reducéo da sensibilidade a docetaxel.
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As NLS-DTX tiveram citotoxidade em células tumorais de ovario resistentes

devido a superexpressao de p-glicoproteina.

8. PERSPECTIVAS

As perspectivas propostas para a continuidade desse trabalho séo:

Verificar se as NLS-DTX séo eficientes para outros tipos de tumores, podendo
assim ampliar o espectro de acao desse sistema.

Avaliar os niveis de expressdo de p-glicoproteina nas linhagens transformadas
A2780-MDR afim de confirmar se a transdu¢do com pHaMDR estd causando
superexpressao de P-gp.

Analisar os efeitos de NLS-DTX no tratamento do tumor de ovario in vivo.
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