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RESUMO

GONCALVES, Amanda Patricia, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2019.
Avaliacao in vitro da citotoxicidade e endocitose da nanoparticula Doxo-VLDP em células
tumorais. Orientadora: Anésia Aparecida dos Santos.

O cancer ocupa o segundo lugar dentre as causas de morte no mundo e a quimioterapia ¢ um
dos principais métodos para o seu tratamento. No entanto, esta possui varios problemas
associados, como por exemplo: acesso limitado do quimioterapico ao tecido tumoral e auséncia
de seletividade. Estudos recentes apontam a nanotecnologia como uma alternativa terapéutica
para superar tais obstdculos, seja pela possibilidade de associagdo de nanomateriais a
ferramentas moleculares que lhes proporcionem seletividade ou pela capacidade destes serem
retidos no microambiente de tumores solidos. Na tentativa de contornar os problemas expostos,
este trabalho objetivou o desenvolvimento da nanoparticula Doxo-VLDP (Virus-Like DNA
Protein): uma nanoparticula revestida por proteina sintética virus-like, constituida de moléculas
DNA carreando a droga intercalante doxorrubicina, bem como a investigacao dos processos
celulares de morte e endocitose desencadeados por esta construgdo. A eficiéncia da construgao
sobre a viabilidade de células tumorais foi avaliada por ensaio de MTT. Os resultados
demonstraram que o potencial quimioterapico e a seletividade da droga, quando carreada em
nanoparticulas, foi aumentado. Avaliagdo do tipo de morte causado por Doxo-VLDP,
determinada por citometria de fluxo, também confirmou a atividade antitumoral da construgao.
Doxo-VLDP causou morte celular por apoptose em linhagens tumorais de melanoma (B16F10)
e glioma (C6) murinos. Além disso, observacdes em microscopio de fluorescéncia
comprovaram que a nanoparticula Doxo-VLDP ¢ interiorizada pelas células e libera seu
contetido no citosol e ensaios com inibidores endociticos sugeriram que Doxo-VLDP alcanga
o interior celular por mecanismos ativos de endocitose, rota diferente da droga pura. Com base
nos resultados obtidos, podemos concluir que Doxo-VLDP ¢ capaz de internalizar células
tumorais, conferindo citotoxicidade aumentada a droga. Além disso, € possivel inferir que a
nova construgdo possui potencial para utilizagdo na clinica médica, uma vez que esta pode ser

engenheirada a fim de minimizar os efeitos colaterais e o aparecimento de resisténcia.

Palavras-chave: Nanotecnologia. Cancer. Doxorrubicina.



ABSTRACT

GONCALVES, Amanda Patricia, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2019. In vitro
evaluation of cytotoxicity and endocytosis of Doxo-VLDP nanoparticle in tumor cells.
Adviser: Anésia Aparecida dos Santos.

Cancer is the second leading cause of death in the world and chemotherapy is one of the main
methods for its treatment. However, it has several associated problems, such as limited access
of chemotherapy to tumor tissue and lack of selectivity. Recent studies point to nanotechnology
as a therapeutic alternative to overcome such obstacles, either by the possibility of associating
nanomaterials with molecular tools that provide them with selectivity or by their ability to be
retained in the solid tumor microenvironment. In order to overcome the above problems, this
work aimed at the development of the Doxo-VLDP (Virus-Like DNA Protein) nanoparticle: a
virus-like synthetic protein-coated nanoparticle, consisting of DNA molecules carrying the
doxorubicin intercalating drug, as well as research of the cellular processes of death and
endocytosis triggered by this construction.. The efficiency of the construct on the viability of
tumor cells was assessed by MTT assay. The results demonstrated that the chemotherapeutic
potential and the selectivity of the drug, when carried in nanoparticles, was increased.
Evaluation of the type of death caused by Doxo-VLDP, determined by flow cytometry, also
confirmed the antitumor activity of the construct. Doxo-VLDP caused cell death by apoptosis
in murine melanoma (B16F10) and murine (C6) glioma lines. In addition, fluorescence
microscopy observations have shown that the Doxo-VLDP nanoparticle is internalized by cells
and releases their contents into the cytosol, and endocytic inhibitor assays have suggested that
Doxo-VLDP reaches the cell interior by active mechanisms of endocytosis, a route different
from pure drug . Based on the results obtained, we can conclude that Doxo-VLDP is able to
internalize tumor cells, conferring increased cytotoxicity to the drug. In addition, it is possible
to infer that the new construction has potential for use in the medical clinic, since it can be

engineered in order to minimize the side effects and the appearance of resistance.

Key words: Nanotechnology. Cancer. Doxorrubicin.
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1. INTRODUCAO

O cancer ¢ considerado uma das doengas mais devastadoras que existem. Ele envolve
alteracdes celulares drasticas e o tratamento tende a ser extremamente agressivo a saude do
paciente. A busca por tratamentos alternativos que contornam os temidos efeitos colaterais &
um anseio urgente para toda a comunidade civil e académica.

Uma alternativa que vem sendo bastante estudada ¢ o emprego da nanotecnologia no
tratamento do cancer. O termo nanotecnologia ¢ atribuido a produtos e/ou processos que
ocorrem em escala nanométrica, ou seja, com escalas menores ou iguais a 100 nm em ao menos
uma direcdo (WANG; LANGER; FAROKHZAD, 2012).

No caso de tratamentos oncoldgicos, a possibilidade de associar ferramentas
moleculares as nanoparticulas que as tornem capazes de direcionar drogas ao tecido alvo é uma
das caracteristicas que tornam esta uma alternativa atrativa (WANG; LANGER;
FAROKHZAD, 2012).

Algumas caracteristicas intrinsecas de tumores fazem com que compostos de tamanho
reduzido os acessem preferencialmente. Tumores solidos tendem a apresentar vasos sanguineos
mais fracos e drenagem linfatica menos eficiente quando comparados a tecidos saudaveis. Tais
caracteristicas levam ao acimulo e retencdo de nanoparticulas e macromoléculas no interior do
mesmo, uma vez que sua permeabilidade ¢ aumentada com a fragilidade dos vasos sanguineos
e sua retengao ¢ possivel devido ao retardo na atividade linfatica. Esse fendmeno ¢ definido
como Efeito de Permeabilidade Aumentada (SHI et al., 2017).

Dessa forma, os sistemas terapéuticos baseados em nanoparticulas vem sendo cada vez
mais desenvolvidos e tém demonstrado caracteristicas desejaveis para o tratamento oncoldgico
tais como uma baixa toxicidade, capacidade de liberacdo prolongada de drogas e
direcionamento molecular da mesma (PRADOS et al., 2012). Diversos materiais podem ser
usados na construgdo dessas plataformas, que variam desde materiais inorganicos, como
nanoesferas de metais e nanotubos de carbono, até biopolimeros como moléculas de DNA e
proteinas de revestimento viral, sendo esta ultima categoria apontada como uma das mais
promissoras para constru¢do de sistemas de entrega de farmacos (SAMANTA; MEDINTZ,
2016).

Diversos autores ja demonstraram em seus trabalhos que drogas comumente utilizadas

no tratamento do cancer tém sua eficiéncia aumentada quando carreadas em particulas de escala
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nanométrica. Isso pode ser explicado pelo tamanho e o formato das nanoparticulas, que fazem
com que estas sejam diferencialmente interiorizadas pelas células (CHARIOU et al., 2017).
Com base no exposto, o objetivo geral deste trabalho foi desenvolver uma nanoparticula
biopolimérica carreadora de droga quimioterdpica e avaliar sua interiorizagdo e consequentes
efeitos sobre células tumorais in vitro. Os polimeros escolhidos foram moléculas de DNA dupla
fita e proteinas de revestimento virus-like e a droga carreada € o quimioterapico doxorrubicina.
As caracteristicas desses componentes € motivagdo para a escolha sdo apresentadas na Revisao

de Literatura.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 CANCER

Cancer ¢ um termo genérico para um grande grupo de doengas cuja principal
caracteristica ¢ a rapida proliferacdo de células com fendtipos alterados, podendo afetar
qualquer parte do corpo e até mesmo migrar para outros tecidos. Em 2018, estimou-se que cerca
de 9,8 milhdes de mortes foram causadas devido ao cancer, conferindo a doenca o segundo
lugar dentre as principais causas de morte no mundo (OPAS BRASIL, 2018).

No Brasil, os tratamentos mais comuns s3o a quimioterapia, a radioterapia, a remogao
cirirgica e o transplante de medula dssea, sendo este Ultimo direcionado ao tratamento de
leucemias e linfomas. Em muitos casos ¢ necessario combinar mais de uma modalidade de
tratamento. Estes tratamentos podem oferecer um bom progndstico quando a deteccdo da
doenga ¢ precoce, mas os efeitos colaterais sio numerosos ¢ praticamente inevitaveis (INCA,
2019).

A quimioterapia, especificamente, além de promover diversos sintomas fisicos como
efeitos colaterais, tais como queda de cabelo, prisao de ventre, feridas na boca, enjoos, vomitos
e anemia, possui outros problemas associados como auséncia de seletividade, acesso limitado
ao tecido alvo e desenvolvimento de resisténcia a drogas nos tumores (WANG; LANGER;
FAROKHZAD, 2012; YIN et al., 2013).

Estes obstaculos sdo a principal causa do mau prognostico de alguns tipos especificos
de cancer. Dentre eles podemos citar o melanoma cutaneo, um dos tipos mais letais e
metastaticos, cuja propensdo ao desenvolvimento de resisténcia a quimioterapicos ¢ alta

(RATHORE et al., 2019); e o glioma, que além da impossibilidade de intervenc¢do cirtrgica,
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apresenta altas taxas de retorno pos quimioterapia bem como resisténcia a farmacos
antineoplasicos (CRUNKHORN, 2019). No Brasil, ¢ prevista a ocorréncia de 12.520 novos
casos de cancer do tipo melanoma e 22.640 novos casos de cancer do tipo glioma para o biénio
2018-2019 (MINISTERIO DA SAUDE (BRASIL), 2018). A incidéncia prevista para estes

tipos de cancer, por estado brasileiro, ¢ apresentada na figura 1.

Figura 1 - Incidéncia de cincer a cada 100 mil habitantes, por estado brasileiro.
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A) Cancer do Sistema Nervoso Central (Gliomas inclusos); B) Cancer de pele tipo melanoma. Fonte: Ministério
da Saude, 2018.

Frente a estes dados, pesquisadores de todo o mundo procuram alternativas de
tratamento que eliminem ou minimizem os obstaculos da quimioterapia e uma delas é o
emprego da nanotecnologia no tratamento do ciancer (WANG; LANGER; FAROKHZAD,
2012).

2.2 NANOTECNOLOGIA

A nanotecnologia ¢ apontada como a quinta forga tecnologica revolucionaria da historia
(Figura 2) e o seu uso na medicina tem aumentado cada vez mais nos ultimos anos

(MILUNOVICH; ROY, 2001). Na ultima década cerca de 57,5 bilhdes de ddlares foram
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investidos em nanotecnologia (HAASE; LYNCH, 2018) e, até 2014, cerca de 150 drogas com
base nanotecnologica ja haviam sido desenvolvidas, embora algumas ainda estivessem em fase

de testes. Destas, 26 ja estavam regulamentadas no Brasil (ARAUJO et al., 2014).

Figura 2 - Tecnologias revolucionsrias na histéria.
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Fonte: Milunovich & Roy, 2001.

Este investimento crescente se deve, principalmente, aos resultados cada vez mais
promissores obtidos pela comunidade cientifica. Muitos estudos tém demonstrado que, no caso
do cancer, algumas drogas tém sua eficacia aumentada quando carreadas por veiculos
nanométricos. Isto pode ser explicado pelo aumento de citotoxicidade e direcionamento ao
tecido alvo e/ou pela capacidade de se obter concentragdo elevada de farmaco em seu sitio de
acdo (ARAUJO et al., 2014).

A capacidade de carreamento de mais de uma substancia em um mesmo veiculo vem
sendo estudada como alternativa para contornar a resisténcia a quimioterapicos que muitas
células tumorais adquirem, fendmeno conhecido como Resisténcia Multi-Drogas (MDR).
Alguns trabalhos ja apontaram a possibilidade de carrear inibidores dos complexos de

resisténcia junto a drogas quimioterapicas (PARHI; MOHANTY; SAHOO, 2012).
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Existem vérias plataformas de nanoparticulas usadas no carreamento e direcionamento
de drogas quimioterapicas. Tais plataformas podem ser agrupadas nas seguintes categorias: 1)
lipossomas; 2) nanoparticulas de albumina; 3) nanoparticulas poliméricas; 4) dendrimeros ¢ 5)
nanoparticulas metéalicas (WANG; LANGER; FAROKHZAD, 2012). Recentemente foi
descoberta também a possibilidade de carreamento de drogas em macromoléculas, tais como o
DNA (KUMAR et al., 2016).

As nanoparticulas de DNA sao construidas com base neste adcido nucleico. O DNA ¢
um material que apresenta alta biocompatibilidade, alta estabilidade, baixa citotoxicidade,
baixo custo e caracteristicas fisico-quimicas bem conhecidas. Além disso, o DNA tem a
capacidade de interagir e/ou intercalar diversas substancias entre as bases nitrogenadas
(KUMAR et al., 2016).

Algumas dessas substancias intercalantes de DNA sdo largamente utilizadas no
tratamento do cancer. O exemplo mais interessante para este trabalho ¢ a doxorrubicina (figura
3), um antibidtico da familia das antraciclinas com alta atividade antineoplasica. Além de
intercalar entre as bases nitrogenadas das fitas de DNA, ela inibe a atividade da enzima
topoisomerase II e gera espécies reativas de oxigénio (Figura 4). Essas trés caracteristicas
induzem a morte celular, conferindo a esta molécula um alto poder citotdxico, que ¢ aproveitado

em tratamentos quimioterapicos (EL-AGAMY et al., 2019).

Figura 3 - Estrutura quimica da doxorrubicina (Massa Molecular: 543,5 g/mol).

Fonte: Propria.
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Figura 4 - Mecanismos que conferem atividade antineoplasica a doxorrubicina.
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Fonte: El-Agamy et al., 2019.

2.3 DOXORRUBICINA

Estudos com Doxo sd3o numerosos pelo fato de ela ser uma das mais utilizadas no
tratamento quimioterapico mundial (EL-AGAMY et al., 2019). No Brasil, Doxo ¢ o composto
mais utilizado para o tratamento do cancer de mama, o tipo de cancer com maior incidéncia na
populacdo feminina brasileira (MARTINS et al., 2011; INCA, 2019). No entanto, embora
apresente alta atividade antineoplasica, é¢ pouco seletivo, o que causa danos em varios tecidos,
principalmente o cardiaco (PEREIRA et al., 2011).

Desta forma, alternativas que contornam tais efeitos colaterais se fazem necessarias para
o emprego desta droga na quimioterapia e alguns estudos apontam o uso da nanotecnologia
como uma possivel solucdo. Na literatura ja foi demonstrado, por exemplo, que Doxo carreada
em nanoparticulas que utilizam o capsideo do Virus Mosaico do Tabaco como componente
carreador ofereceu maior citotoxicidade e seletividade que Doxo pura, em experimentos tanto
in vitro e quanto in vivo (TIAN et al., 2016).

O uso do revestimento proteico de origem viral na confec¢cdo de nanoparticulas tem se
mostrado promissor no carreamento de diversos farmacos. Proteinas de origem viral ou sintética
que imitam a estrutura tridimensional de proteinas capsidiais sdo capazes de montar
revestimento ao redor de acidos nucleicos, tal como ocorre em virus encapsulados. Um exemplo

disso ¢ a proteina C4S10Ki2 (figura 5), um polipepetideo sintético de cerca de 500 aminoacidos
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que possui afinidade por moléculas de DNA e capacidade de automontagem ao seu redor,
formando particulas denominadas virus-like. Estas construgdes protegem o acido nucleico em
seu interior da acdo de endonucleases, oferecendo uma maior estabilidade fisiologica
(HERNANDEZ-GARCIA et al., 2014). Ademais, estudos recentes ja demonstraram que
nanoparticulas de naturezas diversas tém sua internaliza¢do e direcionamento aumentados
quando  revestidas com  proteinas  virus-like ~(MIKKILA et al, 2014;
BIABANIKHANKAHDANI et al., 2016).

Figura 5 - Estrutura tridimensional da proteina C4S10K12.

A regido vermelha se liga ao DNA, a regido rosa promove a automontagem ao redor do acido nucleico e a regido
verde ¢ a porcao carboxi terminal do peptideo. Fonte: Hernandez-Garcia ef al., 2014.

O referencial tedrico apresentado até agora mostra o papel crucial da nanotecnologia na
medicina ¢ deu suporte para a idealizacdo deste trabalho: a criagdo de uma nanoparticula
carreadora de doxorrubicina que utilize componentes biopoliméricos tais como DNA e
proteinas virus-like. Este trabalho propde também a avaliagdo dos mecanismos de endocitose e
morte celular que tal construcao causara sobre células tumorais, uma vez que a maneira como
determinado composto induz a morte celular bem como a forma como ocorre sua entrada na

célula pode esclarecer muitos aspectos acerca do sucesso de um tratamento.

2.4 MORTE CELULAR E ENDOCITOSE

A morte celular pode acontecer por mecanismos passivos ou programados. Nos

mecanismos passivos nao ha ativagdo de nenhuma via de sinalizagdo: a morte celular ocorre
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devido a situagdes de injuria e/ou stress, o que comumente chamamos de necrose. Ja os
mecanismos programados ocorrem sob ativa¢do altamente regulada de vias de sinalizagdo
especificas, sendo extremamente importantes para a manutencdo da homeostase. Nesta
categoria podemos citar morte celular por apoptose, necroptose, piroptose, ferroptose e
autofagia. Dentre os mecanismos citados os mais estudados sdo a autofagia, a necrose a
apoptose (EMANUELE et al., 2018).

A autofagia ¢ um mecanismo celular que promove a digestao lisossomal do conteudo
da propria célula ocorrendo geralmente em resposta a diferentes formas de estresse celular, tais
como privacao de nutrientes, infecgdes e hipoxia. Dessa forma, sua principal fungdo ¢ prover
nutrientes para a manutencao das fungdes vitais de uma célula quando esta passa por situagdes
de estresse (DIKIC; ELAZAR, 2018).

Embora seja primeiramente considerado um mecanismo pro-sobrevivéncia, a autofagia
pode levar células a morte. Alguns autores ja demonstraram que o desbalango nesse processo
esta relacionado a doencgas e que tratamentos quimioterapicos podem induzir a autofagia em
células tumorais (KIM et al., 2012; LAHA et al., 2014; CHEN et al., 2018 e SIL; WONG;
MARTINEZ, 2018).

O processo necrotico geralmente ocorre em resposta a algum tipo de injuria e/ou
processo patoldgico, levando as células ao estado de turgescéncia extrema, culminando com o
rompimento de membrana e extravasamento de conteudo intracelular. A apoptose, por outro
lado, ¢ desencadeada por uma via de sinalizagdo bem definida, cujo resultado ¢ a morte celular.
Neste caso, ndo ha extravasamento de contetido intracelular (JOHNSON et al., 2017).

O extravasamento de contetido intracelular libera certas moléculas que sdo reconhecidas
pelo sistema imune como um sinal de perigo. Alguns padrdes moleculares chave, tais como
ATP e DNA extracelulares, sdo gerados com tal extravasamento e sdo reconhecidos pela célula,
estimulando a produgdo de citocinas e outras moléculas pro-inflamatorias, o que mantém o
sistema imune ativo e causa inflamagdo. Tais padroes sdo denominados Padrdoes Moleculares
Associados ao Dano ou, simplesmente, DAMPs (ROCK; KONO, 2008; DING;
BUCKWALTER; MARTIN, 2017).

Em um tratamento quimioterapico ¢ desejado que a droga utilizada cause morte celular
programada, evitando dessa forma respostas inflamatorias sistémicas como efeitos colaterais.

Estudos apontam que quimioterapicos da classe das antraciclinas, da qual faz parte a
doxorrubicina, provocam morte por apoptose a partir da inibicdo da enzima topoisomerase II,

que leva a dano do DNA e consequente ativagdo da proteina p53, uma grande responsavel pela
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resposta apoptotica celular (MINOTTI, 2004). Além disso, doxorrubicina é capaz de induzir o
aumento nos niveis de Bax, uma proteina pré-apoptdtica, o que, por consequéncia, leva a
aumento na liberagdo de citocromo ¢ da membrana mitocondrial, necessario para a resposta
apoptotica. Células tratadas com doxorrubicina também apresentaram diminui¢ao nos niveis da
proteina Bcl2, cuja agdo ¢ anti-apoptotica (CHILDS et al., 2002).

No entanto, uma molécula pode induzir respostas celulares diferentes quando carreada
em nanoparticulas, tornando necessario o estudo das vias de morte celular desencadeadas pela
combinagdo droga/carreador. A interiorizagao de uma molécula contida em nanocarreadores
também pode ser diferente ou até mesmo ndo ocorrer, o que afeta diretamente sua eficiéncia.

Compostos de naturezas diversas podem ser interiorizados por células por dois
mecanismos gerais: mecanismos passivos, nos quais a for¢ca motriz € o gradiente eletroquimico
dos compostos e ndo had gasto de energia no processo, € mecanismos ativos, nos quais €
necessario gasto de energia da célula para a interiorizacdo do composto (JOHNSON et al.,
2017).

Dentre os mecanismos ativos podemos destacar a interiorizagdo por meio de
transportadores de membrana e por meio do transporte vesicular. Esse ultimo € especialmente
denominado endocitose, que pode ainda ser dividido em processos dependentes e
independentes de clatrina (JOHNSON et al., 2017). Todos estes mecanismos sdo dependentes
de energia, no entanto, por meio de qual deles determinado composto ¢ interiorizado depende
de fatores intrinsecos, como por exemplo, o tamanho dele (AKINC; BATTAGLIA, 2013).

E essencial estudar como ocorre a endocitose em células submetidas a tratamento
farmacolodgico, pois € por meio do processo endocitico que ocorre a internalizacdo de grande
parte dos compostos exdgenos. Além disso, € através dela que ocorre a interiorizagdo de
compostos cujo mecanismo de agdo exige o direcionamento a compartimentos intracelulares,
como o processamento lisossomal, por exemplo (AKINC; BATTAGLIA, 2013).

Principalmente porque a liberagdo de certas drogas carreadas por nanoparticulas ¢é
mediada pela mudanca de pH no ambiente celular, tal como a acidez no interior de tumores
solidos e das organelas endossomos e lisossomos (BHASKAR; LIM, 2017). Também ¢ valido
ressaltar que o direcionamento de nanoparticulas aos lisossomos, embora seja crucial para a
liberagdo de certas drogas no citoplasma, pode fazer com que este processo seja mais lento,
quando comparado com a internalizag¢ao de drogas nao direcionadas aos lisossomos (DURBIN;

PHIPPS; LIAO, 2018).
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Os dados expostos mostram a importancia social e cientifica da nanotecnologia na
medicina e dao suporte para a idealizacdo de um nanocarreador de Doxo a base de DNA com
revestimento proteico virus-like, bem como na investigacao dos mecanismos de internalizagao

e morte celular causados por tal construcao em células tumorais.

3. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi desenvolver a nanoparticula Doxo-VLDP (Virus-like
DNA protein), um nanocarreador biopolimérico de doxorrubicina, baseado em DNA e proteina,
bem como avaliar os seus efeitos sobre células tumorais in vitro.

Os objetivos especificos foram:

1) Avaliar a estabilidade de Doxo-VLDP em condigdes fisiologicas;

2) Avaliar a citotoxicidade de Doxo-VLDP e de seus componentes isolados em células
tumorais € ndo-tumorais;

3) Avaliar o indice de seletividade celular (IS) obtido com Doxo-VLDP;

4) Identificar o tipo de morte celular induzido por esta construgao;

5) Avaliar o processo de internalizagao celular de Doxo-VLDP;

6) Demonstrar a forma internalizada da Doxo-VLDP e sugerir o modo de liberagao de

droga para a célula tumoral.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 LINHAGENS CELULARES

Neste estudo foram utilizadas trés linhagens celulares murinas: B16F10 (ATCC® CRL-
6475™), derivada de melanoma de camundongo (Mus musculus); C6 (ATCC® CCL-107™),
derivada de glioma de rato (Rattus novergicus) e Melan-a (Ximbio®, 153599™), derivada de

melandcitos saudaveis de camundongo (Mus musculus).

As trés linhagens citadas sdo aderentes.
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4.2 CONDICOES DE CULTIVO

Células das linhagens C6 ¢ B16F10 foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium) alta glicose (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA), pH 7,2,
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB-Gibco® - Invitrogen) , 1% de ampicilina
(Sigma-Aldrich®), 1% de estreptomicina (Sigma-Aldrich®) e 0,0025% de anfotericina B
(Sigma-Aldrich®). Células da linhagem Melan-a foram cultivadas em meio RPMI 1640
(Sigma-Aldrich®), pH 6,9, suplementado com 10% de SFB (Gibco® - Invitrogen), 1% de
ampicilina (Sigma-Aldrich®), 1% de estreptomicina (Sigma-Aldrich®), 0,0025% de
anfotericina B (Sigma-Aldrich®) e 20 nM de forbol-12-miristato-13-acetato (PMA - Sigma-
Aldrich®).

Todas as linhagens foram crescidas em garrafas apropriadas para o cultivo de linhagens
aderentes e mantidas em estufa de cultivo a 37°C, atmosfera de 5% de CO; e 95% de umidade

relativa.

4.3 PASSAGEM CELULAR

O processo de passagem celular, que consiste em desfazer a aderéncia célula-célula e
célula-superficie, foi realizado por meio de duas lavagens sucessivas com tampao PBS pH 7,2,
seguidas da adi¢do de 1 mL da enzima proteolitica tripsina (Sigma-Aldrich®) 0,25% e incubada
em estufa por 5 minutos em condigdes padrao de crescimento. A reacdo foi interrompida pela

adicao de 2 mL de meio de cultura contendo 10% de SFB.

4.4 MONTAGEM DA NANOPARTiICULA VLDP

A primeira etapa de montagem da nanoparticula consistiu na intercalagdo da droga
doxorrubicina (Sigma-Aldrich®) entre os pares de bases da molécula de DNA. A molécula de
DNA nesta preparacdo possui fungdo apenas estrutural, criando um eixo de ancoramento para
as moléculas de doxorrubicina, permitindo o uso de moléculas oriundas de quaisquer
individuos.

Para isto, em um tubo protegido da luz foram adicionados 400 ng de DNA 3000 pb
(ThermoFisher®, Vilnius, VNO, Lituania), 19 uL de Tris-HCI 10 mM e 0,3 uL de doxorrubicina

(Doxo) na concentragao estoque (7,3 mM). A solug¢ao DNA-Tris-Doxo foi entdo incubada por
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1 hora, no escuro, em temperatura ambiente. Esta etapa deve ser realizada no escuro devido a
fotosensibilidade da molécula de doxorrubicina.

A segunda etapa consistiu na automontagem da nanoparticula propriamente dita.
Decorrido o periodo de intercalagdo de Doxo, 150 ng/mL da proteina sintética C4S10K12 (virus
like protein - Hernandez-Garcia et al., 2014) dissolvida em 0,5 uL de Tris-HCI 10mM foi
adicionada a solugdo DNA-Tris-Doxo. A solu¢ao final foi incubada no escuro, em temperatura
ambiente por 24 horas. A reacdo deve ocorrer como demonstrado na figura 6. (Protocolo

adaptado de Hernandez-Garcia e colaboradores, 2014).

Figura 6 - Automontagem da proteina C4S10Ki2.
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Apds 24h, a proteina C4S10K > monta um bastio ao redor da molécula de DNA fita dupla. Imagem de microscopia
de forca atdmica obtida por Hernandez-Garcia et al., 2014.

Afim de separar as moléculas de doxorrubixina livre da doxorrubicina intercalada e
encapsulada em nanoparticula (Doxo-VLDP), a solu¢do obtida passou pelo procedimento de
gelfiltracdo, utilizando filtros para centrifuga Microcon® 3K. A etapa de separacio de
doxorrubicina livre na amostra foi feita por centrifuga¢do a 10.000 rpm, por 10 minutos e a
recuperagdo de doxo encapsulada em nanoparticulas foi realizada por centrifugacdo a 2000 rpm,

por 3 minutos.

4.5 ENSAIO DE ESTABILIDADE

Considerando a fungdo estrutural da molécula de DNA na preparacao de Doxo-VLDP
a estabilidade desta molécula, nua ou encapsulada em VLDP, foi testada de duas formas. A
primeira metodologia foi realizada submetendo a molécula de DNA a condi¢des fisioldgicas

(37°C, pH 7,2, atmosfera de 5% de CO; e 95% de umidade) por diferentes tempos (0, 10, 12,
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14, 15, 16, 17 e 18 horas). Na segunda metodologia, a estabilidade foi avaliada por tratamento
do DNA encapsulado com a enzima DNAsel (Sigma-Aldrich®), seguindo as instrugdes do
fabricante, nos tempos 0, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 ¢ 60 minutos.

As amostras dos dois ensaios foram submetidas a eletroforese nao desnaturante em gel
de agarose (0,8%) e reveladas em transiluminador L-PIX (Loccus®) para visualizagdo dos

fragmentos de DNA.
4.6 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

Para determinar a citotoxicidade dos componentes da nanoparticula Doxo-VLDP, foram
utilizadas placas de 96 pocos contendo 5X10° células/poco de cada uma das linhagens:
B16F10, C6 e Melan-a. Separadamente foram realizados 2 ensaios: a) para testar a
citotoxicidade de Doxo, pura ou carreada e, b) para testar a citotoxicidade dos componentes
isolados de VLDP. Tanto as drogas quanto os componentes da nanoparticula foram diluidos em
meio de cultura completo apropriado a cada linhagem celular. A maior concentra¢ao usada nos
experimentos foi determinada a partir da capacidade méxima de encapsulamento da proteina
C4S10K12 ao redor da molécula de DNA e da capacidade maxima de intercalagdo das moléculas
de Doxo nos fragmentos de DNA de 3000 pb (RAMOS-JUNIOR, ndo publicado; SILVA,

2018). As concentracdes usadas e o numero de repeti¢cdes estao indicados nas figuras abaixo.

Figura 7 - Ensaio de citotoxicidade de Doxo pura e Doxo-VLDP.
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Foram aplicadas diferentes concentragdes de Doxo pura (5; 2,5; 1,25; 0,625 e 0,313uM) e Doxo-VLDP (2,5; 1,25;
0,625 e 0,313uM). Os pogos do grupo C (+) receberam células, mas ndo receberam droga; os pocos do C (-) ndo
receberam células nem droga. Foram feitas 6 repetigoes de cada concentragdo de cada tratamento e dos grupos
controles.
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Figura 8 - Ensaio de citotoxicidade dos componentes de VLDP.
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Foram aplicadas as células diferentes concentra¢des de Proteina C4S10Ki2 (150; 75; 37,5 e 18,75 pug/mL), DNA
puro (400; 200; 100 e 50 ng/mL) e DNA (400; 200; 100 ¢ 50 ng/mL) + 150ug/mL da Proteina C4S10K 2. Os pogos
do grupo C (+) receberam s6 células; os pocos do C (-) ndo receberam células nem droga. Foram feitas 6 repeti¢des
de cada concentracdo de cada tratamento e dos grupos controles.

Apbs 60h em condi¢des de cultivo, o meio de cultura de cada pogo da placa foi
substituido por solugdo de brometo de 3-(4,5 dimetil-2tiazolil) -2, 5 difenil-2H-tetrazolio
(MTT) (Sigma-Aldrich®) na concentra¢io de 5 mg/mL diluido em meio de cultura completo
(10% solugdo de MTT e 90% de meio completo). Apos 4h em condigdes de cultivo, no escuro,
a solugdo MTT (1:9) foi substituida por DMSO (Sigma-Aldrich®) puro e, em seguida, a placa
foi submetida a leitura em espectrofotdmetro SpectraMax® utilizando o comprimento de onda
de 570 nm.

O ensaio do MTT é um método colorimétrico usado para mensurar viabilidade celular.
Em células viaveis, a molécula de MTT ¢ convertida na molécula de formazan, cuja coloragdo
¢ de tom arroxeado (Figura 9). Esta reagdo ¢ catalisada pelo complexo NADH desidrogenase,
encontrado na membrana mitocondrial. Em células inviaveis tal reagdo nao ocorre ¢ nao €
gerado nenhum composto colorido. A medida da intensidade de cor do formazan ¢ realizada
por quantificagdo da absorbancia do composto solubilizado e com esses valores ¢ possivel

inferir a porcentagem de células vidveis em um tratamento em relagdo a um grupo controle

(MOSMANN, 1983).
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Figura 9 - Reacio de reducio da molécula de MTT a Formazan.
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3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (E,Z)-5-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-1,3-diphenylformazan
(MTT) (Formazan)

Fonte: Wikimedia Commons, 2014.

4.7 CALCULO DE VIABILIDADE CELULAR

Os valores de absorbancia obtidos no espectrofotometro foram utilizados para o céalculo

da viabilidade celular dos tratamentos e controles, usando a equagao:

Viabilidade celular (%) = [(média AT - média ACN)/(média ACP - média ACN)] x 100

onde: média AT: média dos valores de absorbancia do tratamento;
média ACN: média dos valores de absorbancia do controle negativo;

média ACP: média dos valores de absorbancia do controle positivo.

4.8 CALCULO DE iNDICE DE SELETIVIDADE

Para quantificar a seletividade de Doxo e VLDP sobre células tumorais em detrimento

das células normais foi calculado o indice de seletividade das drogas através da equagao:

Indice de seletividade (IS) = IC50n/IC50t

onde:
1IC50n: Concentracao de droga que mata 50% da populagdo de células normais;

1C50¢: Concentragdo de droga que mata 50% da populacao de células tumorais.
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4.9 ENSAIO DE DETECCAO DE CELULAS APOPTOTICAS E NECROTICAS

Para determinar o tipo de morte celular induzido por VLDP, células das linhagens
B16F10 e C6 foram submetidas a citometria de fluxo apds o tratamento com a nanoparticula
Doxo-VLDP na concentracao de 2,5uM.

Em placa de 6 pogos foram cultivadas cerca de 1x10° células/pogo das linhagens C6 e
B16F10. Decorrido o periodo de 24 horas de tratamento, as células foram tripsinizadas,
transferidas para um tubo de fundo conico de 15mL e centrifugadas em SmL de meio de cultura
a 600 rpm por 5 minutos. Descartou-se o sobrenadante e as células foram ressuspendidas em
ImL de tampao PBS. O pellet obtido foi lavado em tampao Hanks e as células ressuspendidas
em 200 pL de tampao Hanks.

Apds esta etapa, as células foram transferidas para tubo de microcentrifuga
(Eppendorf®) e coradas com 5 pL de anexina V -FITC (ImunoTools®, Friesoythe, NI,
Alemanha) por 5 minutos no escuro. Posteriormente, estas foram contracoradas pela adi¢do de
5 uL de solugdo de iodeto de propideo (Sigma-Aldrich®) na concentragio estoque 10 ug/mL.
A contagem e analise foi realizada no Citometro de fluxo BD FACS Verse®.

O conhecimento das caracteristicas da membrana celular de uma célula saudavel ¢
fundamental para entender a utilizacdo da citometria de fluxo na diferenciagdo de células
viaveis, apoptoticas e necrdticas de uma populagao.

Células viaveis naturalmente apresentam assimetria na bicamada lipidica da membrana
plasmatica. Um exemplo disso ¢ a presenca do lipideo fosfatidilserina exclusivamente na face
citosolica da membrana celular. Em um evento de morte celular por apoptose, um dos primeiros
eventos observados ¢ a perda de assimetria da membrana, levando a exposi¢do de
fosfatidilserina no lado ndo citos6lico da membrana. Esse fenomeno permite a ligagdo de
moléculas de anexina V, proteina capaz de interagir com fosfatidilserina na presenca de calcio.
Quando conjugada com o fluordéforo FITC, anexinaV pode ser detectada por citometria de
fluxo, possibilitando a quantificagdo de células que perderam a assimetria de membrana e, por
consequéncia, iniciaram o processo de apoptose. A deteccao de células necréticas também ¢
feita considerando caracteristicas da membrana celular. Apds a necrose celular, a membrana
plasmatica se rompe, perdendo a seletividade e permitindo a entrada de moléculas, como o
iodeto de propideo, molécula fluorescente que se liga ao DNA e também pode ser detectada por

citometria. Dessa forma, considera-se células apoptoticas aquelas ligadas a anexinaV-FITC,
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necroticas aquelas ligadas a iodeto de propideo e vidveis aquelas que ndo se ligaram a nenhuma

das moléculas (SCHUTTE et al., 1998).

4.10 DETECCAO DE AUTOFAGIA

Para a deteccao de autofagia foi escolhida a droga Monodansilcadaverina, um composto
fluorescente utilizado como marcador exclusivo de vesiculas autofagicas, considerando sua
incapacidade de se ligar a outras organelas acidas, como endossomos, por exemplo
(BIEDERBICK, KERN &, ELSASSER, 1995).

Cerca de 5X10* células da linhagem B16F10 foram cultivadas em placas de vidro de 35
mm (IBIDI®) conforme as condi¢des de cultivo do item 4.2. Entdo foi adicionado Doxo ou
VLDP, obtendo a concentracao final de 1 uM. Placas controle para Doxo/VLDP nao receberam
nenhum tipo de tratamento com droga ou nanoparticula.

Apos 24h adicionou-se Monodansilcadaverina (MDC) (Sigma-Aldrich®) obtendo a
concentragdo final de 100 uM. Apds incubacdo de 1h, a presenca de vesiculas autofagicas foi
observada utilizando o microscopio de fluorescéncia Biostation IMq (Nikon®) sob luz com
comprimentos de onda de 350 nm de excitagdo (ex) e emissdo (em) 460 nm (Protocolo

adaptado de Kim e colaboradores, 2012).

4.11 MANIPULACAO DE ROTA ENDOCITICA

Para avaliar a rota endocitica das nanoparticulas, foram escolhidas drogas que atuam
inibindo as rotas dependentes e independentes de clatrina e dependente de cavéolas.

Cerca de 5X10* células das linhagens B16F10 e C6 foram cultivadas em placas de vidro
35mm (IBIDI®) e incubadas por 1h, conforme condigdes de cultivo do item 2, contendo: 1) 0,4
M de sacarose (Sigma-Aldrich®), inibidor de endocitose dependente de clatrina; ou 2) 100
ng/ml de genisteina (Sigma-Aldrich®), inibidor de endocitose independente de clatrina ou 3)
50 pg/ml de nistatina (Sigma-Aldrich®), inibidor de endocitose dependente de caveolina/balsas
lipidicas. Placas controle ndo receberam nenhum tipo de tratamento com inibidores de
endocitose.

Ap0s este tempo foi adicionado Doxo ou VLDP, obtendo a concentragado final de 1 pM.

A deteccdo de droga no interior das células foi observada utilizando microscopio de
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fluorescéncia Biostation IMq (Nikon®) sob luz com comprimentos de onda de ex=545 nm e
em=620 nm.

As observacdes foram realizadas nos tempos de 24 h, 96 h e 168 h apds a adigdo da
droga e a escolha das imagens analisadas foi feita por varredura aleatéria da placa de cultivo

(Protocolo adaptado de Peng e colaboradores, 2010 e He e colaboradores, 2018).

4.12 ANALISE DE FLUORESCENCIA POR DENSITOMETRIA DE IMAGEM

Considerando a intensidade de fluorescéncia diretamente proporcional a quantidade de
vesiculas autofagicas, no caso do item 4.10, e a quantidade intracelular de droga endocitada
pelas células, no caso do item 4.11, esta foi quantificada através da analise do valor médio de
cinza das imagens obtidas por microscopia. Para tal andlise foi utilizado o software livre
Imagel]®, delimitando-se as células e obtendo apenas os valores de cinza correspondentes ao
conteudo intracelular. Neste experimento cada célula/grupo celular independente foi

considerada como uma repeticao.

4.13 TRANSFORMACAO DE ORGANELAS ACIDAS

As organelas da via endocitica modificam as caracteristicas bioquimicas de seus
contetidos no decorrer do processo, propiciando a realizagdo da digestdo intracelular. Para
avaliar tal processo foram utilizados marcadores moleculares fluorescentes especificos para as
organelas endossomos e lisossomos.

Cerca de 5X10* células da linhagem B16F10 foram cultivadas em placas de vidro de 35
mm de espessura (IBIDI¥) de acordo com item 2. O kit CellLight™ Early Endosomes-RFP,
BacMam 2.0 (ThermoFisher®), foi utilizado para transformar as células com a construgdo da
proteina Rab-5, exclusiva de membrana de endossomos primarios, fazendo-a expressar Rab-5
fusionada a proteina fluorescente vermelha RFP (red fluorescent protein). A transformacao foi

realizada conforme instrugdes do fabricante.

4.14 CONJUGACAO DE FITC A VLDP

Uma vez que a nanoparticula ndo pode ser acompanhada visualmente por microscopia

de luz convencional, optou-se por marcar a superficie proteica da mesma com molécula
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fluorescente. A nanoparticula VLDP foi conjugada ao fluoréforo verde Isotiocianato de
Fluoresceina (FITC — Sigma Aldrich®) pela aplicacao de FITC na concentracao final de 400
ng/mL sobre a nanoparticula VLDP em tubo escuro, incubado por 10 minutos.

Decorrido este tempo, procedeu-se a gelfiltracdo da amostra, utilizando filtros para
centrifuga Microcon® 3K. A etapa de separacdo do FITC livre da amostra foi realizada por
centrifugacdo a 10000 rpm, por 10 minutos. A recuperacdo da proteina conjugada a FITC foi
obtida com a inversao do filtro e centrifugagao a 2000 rpm, por 3 minutos. Neste procedimento

utilizou-se microcentrifuga Eppendorf®.

4.15 AVALIACAO DA SUB-LOCALIZACAO CELULAR DE VLDP

Cerca de 5X10* células da linhagem B16F10, com endossomos expressando a proteina
vermelha fluorescente (RFP) fusionada a Rab-5, foram cultivadas em placas de vidro 35 mm
de espessura (IBIDI®) e tratadas com VLDP conjugada a FITC. A localizagio dos endossomos
e da nanoparticula no interior da célula foi observada utilizando o microscépio confocal de
varredura a laser LSM510 META (Zeiss®) nos comprimentos de onda ex=555nm e em=584nm,
para visualizagdo dos endossomos-RFP e ex=490nm e em=525nm, para visualiza¢do de VLDP-

FITC.

4.16 ANALISE ESTATISTICAS

Para calcular a significancia estatistica entre os tratamentos foram utilizados os testes:
Teste-T Student, para tratamentos pareados ¢ ANOVA One-way, para tratamentos com 3 ou
mais variaveis. Os testes de Tukey e Dunnet foram escolhidos como testes a posteriori. P-
valores menores que 0,05 foram considerados significativos. A analise dos dados foi feita
utilizando o software Graphpad Prism 5®.

5. RESULTADOS

5.1 DOXO-VLDP E ESTAVEL EM CONDICOES FISIOLOGICAS E MAIS
RESISTENTE A ACAO DE ENDONUCLEASES
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Para averiguar se a utilizacdo da nanoparticula em condigdes fisioldgicas ¢ viavel em
aplicacdes clinicas, a Doxo-VLDP foi submetida a ensaio de estabilidade, conforme descrito
em Material e Métodos, item 4.5. A construgdo se mostrou capaz de proteger a molécula de
DNA carreadora de Doxo por até 14 horas, em condi¢des fisiologicas (37°C, pH 7,2), conforme

mostra a figura 10.

Figura 10 - Estabilidade de DNA em condi¢des fisioldgicas.

Fragmentos

Eletroforese em gel de agarose contendo as amostras de DNA, puro ou carreado em VLDP, mantidas em condigdes
fisiologicas nos seguintes tempos: 1) DNA puro Oh; 2) DNA puro 10h; 3) DNA puro 12h; 4) DNA puro 14h; 5)
DNA-VLDP 0h; 6) DNA-VLDP 10h; 7) DNA-VLDP 12h; 8) DNA-VLDP 14h.

Além disso, a molécula de DNA carreadora se mostrou resistente a agdo da enzima
DNAsel por 60 minutos (Figuras 11 e 12). Segundo o fabricante, o tempo de degradagdo das

moléculas de DNA sob a¢do da enzima ¢, em média, 15 minutos.

Figura 11 - Estabilidade de DNA puro sob acio de endonucleases.

Fragmentos
de DINA

Eletroforese em gel de agarose contendo as amostras de DNA puro sob acdo da enzima DNAsel nos seguintes
tempos: 1) 5 min; 2) 10 min; 3) 15 min; 4) 20 min; 5) 30 min; 6) 40 min; 7) 50 min; 8) 60 min.

Figura 12 - Estabilidade de DNA encapsulado sob acio de endonucleases.

FragmentoSSs B 4 4 Arraste
de DNA® 8

—

Eletroforese em gel de agarose contendo as amostras de DNA carreado em VLDP sob acdo da enzima DNAsel
nos seguintes tempos: 1) 0 min; 2) 5 min; 3) 10 min; 4) 15 min; 5) 20 min; 6) 30 min; 7) 40 min; 8) 50 min; 9) 60
min.
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5.2 A PROTEINA CsS10K12 NAO APRESENTA TOXICIDADE CELULAR

Para verificar possivel toxicidade de Doxo-VLDP sobre células tumorais em cultura,
foram realizados ensaios de citotoxicidade, descritos nos itens 4.6 a 4.8 do topico Material e
Métodos. O primeiro deles demonstrou que proteina auto montavel CsS10Ki2, utilizada no
revestimento de Doxo-VLDP, ndo ¢ capaz de matar células da linhagem B16F10. Como mostra
a Figura 13, grupos de células tratados com a proteina pura, em diferentes concentragdes,

apresentaram viabilidade celular superior a do grupo nao tratado.

Figura 13 - Viabilidade celular das células B16F10 apés exposicio a proteina C4S10Ki2.
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Apds 60 h de tratamento, a viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de MTT e leitura realizada em
espectrofotometro a 570 nm. Barras representam o desvio padrdo de uma quintuplicata. Letras diferentes
representam diferenca estatistica entre tratamentos (p-valor <0,05; One-way ANOV A, Teste de Dunnet).

53 A MOLECULA DE DNA DA CONSTRUCAO DOXO-VLDP NAO
APRESENTA TOXICIDADE CELULAR

Uma vez comprovada a inexisténcia de toxicidade do revestimento proteico de Doxo-
VLDP, um segundo ensaio de citotoxicidade foi realizado para avaliar a toxicidade da molécula
de DNA carreadora de droga. Nas concentracdes utilizadas na montagem de Doxo-VLDP, a

molécula de DNA nio foi capaz de matar células da linhagem B16F10 quando administrada na
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forma livre, tampouco quando administrada junto com a proteina de revestimento C4S10Ki2,

conforme exposto na figura 14.

Figura 14 - Viabilidade celular das células B16F10 apds exposicio 2 molécula de DNA pura ou revestida

pela proteina C4S10Ki2
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Apds 60 h de tratamento, a viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de MTT e leitura realizada em
espectrofotometro a 570 nm. Barras representam o desvio padrdo de uma quituplicata. Letras diferentes
representam diferenca estatistica entre tratamentos (p-valor <0,05; One-way ANOVA, Teste de Dunnet).

54 A NANOPARTICULA DOXO-VLDP AUMENTA A TOXICIDADE DE

DOXORRUBICINA

Considerando que os componentes de revestimento e carreamento da nanoparticula nao
sdo toxicos, um ultimo ensaio de toxicidade foi realizado com o objetivo de testar a agcdo da
constru¢cdo completa (proteina CsSi10Ki2 + DNA + Doxo). Em concentragdes similares, a
nanoparticula Doxo-VLDP matou mais células tumorais em cultura do que Doxo pura, como

demonstrado nas figuras 15 e 16.
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Figura 15 - Viabilidade celular das células B16F10 apés exposicido a Doxo pura e Doxo-VLDP.
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Apds 60h de tratamento, a viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de MTT e leitura realizada em Leitor de
Elisa a 570nm. Barras representam o desvio padrdo de uma quintuplicata. Asteriscos representam diferenga
estatistica entre os tratamentos Doxo e Doxo-VLDP em concentragdes iguais (*p-valor <0,05, ** p-valor <0,01,
*** p-valor <0,001; One-way ANOVA, Teste de Tukey).

Figura 16 - Viabilidade celular das células C6 ap6s exposiciao a Doxo pura e Doxo-VLDP.
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Apds 60 h de tratamento, a viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de MTT e leitura realizada em Leitor de
Elisa a 570nm. Barras representam o desvio padrdo de uma sextuplicata. Asteriscos representam diferencga
estatistica entre tratamentos os tratamentos Doxo ¢ Doxo-VLDP em concentragdes iguais (*p-valor <0,05, ** p-
valor <0,01, *** p-valor <0,001; One-way ANOVA, Teste de Tukey).
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5.5 DOXO-VLDP APRESENTA DISCRETA SELETIVIDADE

Ensaios de citotoxicidade utilizando a linhagem celular Melan-A demonstraram que o
comportamento de Doxo-VLDP ¢ um pouco diferente em células normais em cultura: as taxas
de morte celular ndo apresentaram diferencas em relacdo ao tratamento com doxorrubicina

pura, como mostra a figura abaixo (figura 17):

Figura 17 - Viabilidade celular das células Melan-A apés exposicio a Doxo pura e Doxo-VLDP.
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Apds 60h de tratamento, a viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de MTT e leitura realizada em Leitor de
Elisa a 570nm. Barras representam o desvio padrdo de uma sextuplicata. Asteriscos representam diferenga
estatistica entre tratamentos os tratamentos Doxo ¢ Doxo-VLDP em concentragdes iguais (*p-valor <0,05, **p-
valor <0,01, ***p-valor <0,001; One-way ANOVA, Teste de Tukey).

Assim sendo, a seletividade da constru¢do para cada linhagem foi mensurada com base
na concentragdo minima necessaria para matar 50% das células de uma populagdo, denominada
ICs0. Os valores de ICso encontrados mostram que, em células tumorais, ¢ possivel diminuir a
concentracdo de Doxo carreada e ter o mesmo desempenho obtido com concentragdes mais
altas de Doxo pura ao passo que, em células normais, observamos o contrario. Isto sugere um
aumento de seletividade conferido pela montagem da nanoparticula. A tabela 1 mostra os
valores de ICso e indices de seletividade (IS) de doxorrubicina pura e carreada em Doxo-VLDP,

nas duas linhagens tumorais.
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Tabela 1: ICs e indice de seletividade (IS) de Doxo pura e Doxo-VLDP em células tumorais e normais.

LINHAGEM IC50 DOXO IS DOXO IC50 VLDP IS VLDP
(uM) (uM)

Normal 0,97+ 0,46 - 1,06 + 0,59 -
(Melan-A)
Melanoma 3,45+ 1,40 0,28 1,19+ 0,41 0,89
(B16F10)

Glioma 0,39 +0,07 2,49 0,13 +£0,02 8,15

(Co)

5.6 DOXO-VLDP INDUZ A MORTE DE CELULAS TUMORAIS POR
APOPTOSE

A toxicidade de Doxo-VLDP sobre células tumorais foi confirmada por meio de
citometria de fluxo. Por essa metodologia foi possivel também averiguar que, apos 24 horas de
tratamento com Doxo-VLDP na concentragdo de 2,5 uM, células da linhagem B16F10 e C6

ativam, ambas, a via de morte celular programada por apoptose (figura 18).

Figura 18 - Determinacio do tipo de morte celular induzida por citometria de fluxo.
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Células das linhagens B16F10 e C6 foram tratadas com Doxo-VLDP na concentragido de 2,5 uM e apods 24h de
tratamento foi feita a detecgao de células apoptdticas e necroticas por citometria de fluxo: A) Células de melanoma
(B16) ndo tratadas (grupo controle); B) Células de melanoma (B16F10) tratadas; C) Células de glioma (C6) nao
tratadas (grupo controle); D) Células de glioma (C6) tratadas.
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5.7 DOXO-VLDP INDUZ AUTOFAGIA EM CELULAS TUMORAIS

Para averiguar uma possivel relagdo entre mecanismos de morte € mecanismos pro-
sobrevivéncia celular, procedeu-se um ensaio de deteccdo de autofagia. Observacdes em
microscopio de fluorescéncia sugerem que os grupos de células tratados com Doxo ou Doxo-
VLDP, na concentragdo de 1uM, apresentam um maior nimero de vesiculas autofagicas que o

grupo nao tratado, como demonstra a figura 19.

Figura 19 - Micrografia de vesiculas autofagicas em microscopia de fluorescéncia

Células B16F10 foram tratadas com Monodansilcadaverina (MDC) na concentragdo de 100 uM: A) Grupo
controle (sem droga); B) Grupo tratado com Doxo 1uM e C) Grupo tratado com VLDP 1uM. Imagens obtidas nos
comprimentos de onda ex=350 nm e em=460 nm; aumento de 80x.

De fato, a intensidade de fluorescéncia mensurada, por densitometria, no interior das
células tratadas com Doxo-VLDP ¢ superior & mensurada no interior das células ndo tratadas

(figura 20).

Figura 20 - Determinacio da autofagia por analise densitométrica de vesiculas autofagicas fluorescentes.
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As imagens foram obtidas em microscopio de fluorescéncia e analisadas no software ImageJ. Barras representam
o desvio padrdo de dezoito repeti¢cdes. Letras diferentes representam diferenga estatistica entre tratamentos (p-
valor <0,05; One-way ANOVA, Teste de Dunnet).

37



58 A CONSTRUCAO DOXO-VLDP PERMITE A ENTRADA DE
DOXORRUBICINA NO INTERIOR DAS CELULAS

Uma vez determinada a capacidade citotoxica da construgdo, bem como os mecanismos
de morte celular desencadeados por ela, foram realizados diversos ensaios para investigar se
Doxo-VLDP era capaz de ser internalizada pelas células tumorais desencadeando internamente
os danos ja mencionados.

Imagens de microscopia de fluorescéncia confirmaram que, apos 12 h de tratamento,
células tratadas com a nanoparticula Doxo-VLDP apresentam Doxorrubicina livre em seu
conteudo celular, como mostra a figura 21. Células tratadas com a forma pura de Doxo, em

concentragodes similares, foram utilizadas como controle positivo na observacao.

Figura 21 - Visualizacido de doxorrubicina intracelular por microscopia confocal apés 12h de tratamento.

A) B) 0

Células B16F10 foram tratadas com doxorrubicina na concentragdo 2,5 uM, 12h antes da visualizagdo: A) Grupo
controle (sem droga); B) Grupo tratado com Doxo pura 2,5 uM e C) Grupo tratado com Doxo-VLDP 2,5 uM.
Imagens obtidas nos comprimentos de onda ex=480 nm e em=592 nm; aumentos de 20x e 40x.

59 A ENTRADA DE DOXORRUBICINA NAS CELULAS E ATRASADA
QUANDO CARREADA EM VLDP

Também por meio de microscopia de fluorescéncia, foi observado que, em um intervalo
de 3h, ja era possivel a deteccdo de doxorrubicina no interior de células tratadas com Doxo

pura, ao passo que, em células tratadas com Doxo-VLDP tal visualizacdo ndo era possivel

(figura 22).
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Figura 22 - Visualizacdo de doxorrubicina intracelular por microscopia confocal apés 3h de tratamento.

A) B) 0)

Células B16F10 foram tratadas com doxorrubicina na concentragdo 2,5 uM, 3h antes da visualizagdo: A) Grupo
controle (sem droga); B) Grupo tratado com Doxo pura 2,5uM e C) Grupo tratado com Doxo-VLDP 2,5uM.
Imagens obtidas nos comprimentos de onda ex=480 nm e em=592 nm; aumentos de 20x e 40x.

5.10 A NANOPARTICULA VLDP E INTERIORIZADA ANTES DE LIBERAR
SEU CONTEUDO NO CITOSOL

A fim de averiguar se a nanoparticula VLDP entra intacta nas células ou se ela libera
seu contetido na matriz extracelular antes que este seja interiorizado, a proteina de revestimento
C4S10K12 foi conjugada com o fluor6foro FITC. Como mostra a figura 23, apds 1 hora de

tratamento ¢ possivel visualizar a nanoparticula no interior das células.

Figura 23 - Visualizacao de VLDP conjugada a FITC por microscopia confocal.

Células B16F10 foram tratadas com Doxo-VLDP-FITC na concentragdo 2,5 uM, 1h antes da visualizagdo: A)
Campo claro; B) Campo com fluorescéncia ¢ C) Campo com imagens A e B sobrepostas Imagens obtidas nos
comprimentos de onda ex=490 nm ¢ em=525 nm; aumento de 40x.
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5.11 DOXO-VLDP E CO-LOCALIZADA COM ENDOSSOMOS PRIMARIOS

O atraso na liberacdo de Doxo no interior das células, quando carreada, levantou
também a hipdtese de que a nanoparticula Doxo-VLDP necessitasse de processamento em
organelas de degradacdo, tais como endossomos e lisossomos, para enfim liberar o seu conteudo
no citosol. Para avaliar esta possibilidade, células foram transformadas, de modo que a
membrana dos endossomos primarios expressassem a proteina vermelha fluorescente RFP.

Observacdes em microscopio confocal mostraram que as células da linhagem B16F10
possuem endossomos primarios, localizados preferencialmente na regido proxima a membrana

plasmatica, como demonstra a figura 24.

Figura 24 - Confirmacéo da transformacio da linhagem B16F10 por visualizacdo de endossomos primarios

na microscopia confocal.
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Células B16F10 foram transformadas para expressar a proteina vermelha fluorescente RFP na membrana dos
endossomos primarios. A) Campo claro; B) Campo com fluorescéncia e C) Sobreposi¢cdo das imagens A) e B).
Imagens obtidas nos comprimentos de onda ex=555 nm e em=584 nm; aumentos de 40x e 80x.

5.12 DOXO-VLDP ENTRA NAS CELULAS POR TRANSPORTE MEDIADO
POR VESICULAS

O atraso na liberacdo de Doxo no conteudo intracelular levantou a hipotese de que a
nanoparticula Doxo-VLDP poderia ser interiorizada pelas células por mecanismos diferentes
dos conhecidos em células tratadas por Doxo pura. Frezard & Garnier-Suillero (1990) e
Speelman (1994) ja demonstraram que Doxorrubicina, em condigdes fisiologicas, alcanga o

interior das células pelo mecanismo passivo de difusdo através da membrana plasmatica.
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Para desvendar os mecanismos envolvidos na interiorizagdo de Doxo-VLDP, foram
realizados ensaios de manipulacdo de rota endocitica empregando trés inibidores de endocitose:
1) Sacarose: inibe a endocitose mediada por vesiculas revestidas de clatrina; 2) Nistatina: inibe
a endocitose mediada por balsas lipidicas e caveolina; 3) Genisteina: inibe a atividade de
enzimas tirosina-quinases, indispensaveis em mecanismos de endocitose independentes de
clatrina.

Como demonstrado nas figuras 25 a 30, os trés inibidores testados interferiram na
capacidade das células de interiorizar Doxo carreada na nanoparticula, o que sugere que a
entrada de Doxo-VLDP nas células da linhagem B16F10 depende de mecanismos ativos de
transporte, tais como endocitose dependente e independente de clatrina. No entanto o uso dos
mesmo inibidores endociticos apresentaram pouco ou nenhum efeito na quantidade de
doxorrubicina intracelular sobre as células da linhagem C6, como mostra as figuras 29 a 34.

As figuras 25 a 36 também sugerem que ha um aumento gradativo na internalizac¢ao de

Doxo ao longo do tempo em ambas as linhagens.
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Figura 25 - Visualizacdo de doxorrubicina intracelular em células B16F10 tratadas com Doxo-VLDP e

Sacarose.
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Células da linhagem B16F10 foram tratadas com o inibidor de endocitose Sacarose na concentragdo de 0,4M e
com a nanoparticula Doxo-VLDP na concentragdo de 1 uM. As células foram visualizadas em microscéopio de
fluorescéncia em tempos distintos: A) Grupo controle (sem sacarose), 24h; B) Grupo tratado, 24h; C) Grupo
controle (sem sacarose), 96h; D) Grupo tratado, 96h; E) Grupo controle (sem sacarose), 168h; F) Grupo tratado,
168h. Imagens obtidas nos comprimentos de onda ex=545 nm e em=620 nm; aumento de 20x.

Figura 26 - Determinacio da endocitose de Doxo-VLDP em células B16F10 tratadas com Sacarose.
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Células da linhagem B16F10 foram tratadas com o inibidor de endocitose Sacarose na concentracao de 0,4M e
com a nanoparticula Doxo-VLDP na concentragdo de 1 pM. A quantificagdo da fluorescéncia foi feita através de
analise densitométrica. As imagens foram obtidas em microscopio de fluorescéncia e analisadas no software
ImagelJ. Barras representam o desvio padrdo de nove repeti¢des. Asteriscos representam diferenga estatistica entre
o grupo controle e o grupo tratado (*p-valor <0,05, ** p-valor <0,01, *** p-valor <0,001; ns-ndo significativo;
Teste-T Student).
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Figura 27 - Visualizacdo de doxorrubicina intracelular em células B16F10 tratadas com Doxo-VLDP e

Nistatina.
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Células da linhagem B16F10 foram tratadas com o inibidor de endocitose Nistatina na concentragdo de 50 pg/mL
e com a nanoparticula Doxo-VLDP na concentragdo de 1 uM. As células foram visualizadas em microscopio de
fluorescéncia em tempos distintos: A) Grupo controle (sem nistatina), 24h; B) Grupo tratado, 24h; C) Grupo
controle (sem nistatina), 96h; D) Grupo tratado, 96h; E) Grupo controle (sem nistatina), 168h; F) Grupo tratado,
168h. Imagens obtidas nos comprimentos de onda ex=545 nm e em=620 nm; aumento de 20x.

Figura 28 - Determinacio da endocitose de Doxo-VLDP em células B16F10 tratadas com Nistatina.
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Células da linhagem B16F10 foram tratadas com o inibidor de endocitose Nistatina na concentragdo de 50 pg/mL
e com a nanoparticula Doxo-VLDP na concentragdo de 1 uM. A quantificacao da fluorescéncia foi feita através
de andlise densitométrica. As imagens foram obtidas em microscopio de fluorescéncia e analisadas no software
ImagelJ. Barras representam o desvio padrdo de nove repeti¢des. Asteriscos representam diferenga estatistica entre
tratamentos (*p-valor <0,05, **p-valor <0,01, ***p-valor <0,001; ns-ndo significativo; Teste-T Student).
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Figura 29 - Visualizacdo de doxorrubicina intracelular em células B16F10 tratadas com Doxo-VLDP e

Genisteina.
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Células da linhagem B16F10 foram tratadas com o inibidor de endocitose Genisteina na concentragdo de 100
pg/mL e com a nanoparticula Doxo-VLDP na concentragdo de 1 uM. As células foram visualizadas em
microscopio de fluorescéncia em tempos distintos: A) Grupo controle (sem genisteina), 24h; B) Grupo tratado,
24h; C) Grupo controle (sem genisteina), 96h; D) Grupo tratado, 96h; E) Grupo controle (sem genisteina), 168h;
F) Grupo tratado, 168h. Imagens obtidas nos comprimentos de onda ex=545 nm e em=620 nm; aumento de 20x.

Figura 30 - Determinacio da endocitose de Doxo-VLDP em células B16F10 tratadas com Genisteina.

= 200-
(=)
=
]
S 150-
“_% T *KkKik
3 " 1
= 100+ T
3 a9
£
5 1 I
s 504
i o[l
=
[ =
in o T T T
msi" ,Lb‘.z" qce.?‘ Q,Gb @;’2‘ @‘e‘
&5 ¥ e g \g," ‘\v'\
& Y & el <& &
S > S =S S o
< OQ’ < C‘)Q’ 00 C')Q’é

Células da linhagem B16F10 foram tratadas com o inibidor de endocitose Genisteina na concentragcao de 100
pg/mL e com a nanoparticula Doxo-VLDP na concentragdo de 1 uM. A quantificagdo da fluorescéncia foi feita
através de andlise densitométrica. As imagens foram obtidas em microscopio de fluorescéncia e analisadas no
software Imagel. Barras representam o desvio padrdo de nove repeti¢cdes. Asteriscos representam diferenca
estatistica entre o grupo controle e o grupo tratado (*p-valor <0,05, **p-valor <0,01, ***p-valor <0,001; ns-ndo
significativo; Teste-T Student).

44



Figura 31 - Visualiza¢io de doxorrubicina intracelular em células C6 tratadas com Doxo-VLDP e Sacarose.
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Células da linhagem C6 foram tratadas com o inibidor de endocitose Sacarose na concentra¢do de 0,4M e com a
nanoparticula Doxo-VLDP na concentracdo de 1 puM. As células foram visualizadas em microscopio de
fluorescéncia em tempos distintos: A) Grupo controle (sem sacarose), 24h; B) Grupo tratado, 24h; C) Grupo
controle (sem sacarose), 96h; D) Grupo tratado, 96h; E) Grupo controle (sem sacarose), 168h; F) Grupo tratado,
168h. Imagens obtidas nos comprimentos de onda ex=545 nm e em=620 nm; aumento de 20x.

Figura 32 - Determinacio da endocitose de Doxo-VLDP em células C6 tratadas com Sacarose.
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Células da linhagem C6 foram tratadas com o inibidor de endocitose Sacarose na concentra¢do de 0,4M e com a
nanoparticula Doxo-VLDP na concentragdo de 1 pM. A quantificagdo da fluorescéncia foi feita através de analise
densitométrica. As imagens foram obtidas em microscopio de fluorescéncia e analisadas no software Imagel.
Barras representam o desvio padrdo de nove repeticdes. Asteriscos representam diferenga estatistica entre o grupo
controle e o grupo tratado (*p-valor <0,05, **p-valor <0,01, ***p-valor <0,001; ns-ndo significativo; Teste-T
Student).
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Figura 33 - Visualizaciio de doxorrubicina intracelular em células C6 tratadas com Doxo-VLDP e Nistatina.
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Células da linhagem C6 foram tratadas com o inibidor de endocitose Nistatina na concentracdo de 50 pg/mL e
com a nanoparticula Doxo-VLDP na concentracdo de 1 uM. As células foram visualizadas em microscépio de
fluorescéncia em tempos distintos: A) Grupo controle (sem nistatina), 24h; B) Grupo tratado, 24h; C) Grupo
controle (sem nistatina), 96h; D) Grupo tratado, 96h; E) Grupo controle (sem nistatina), 168h; F) Grupo tratado,
168h. Imagens obtidas nos comprimentos de onda ex=545 nm e em=620 nm; aumento de 20x.

Figura 34 - Determinacio da endocitose de Doxo-VLDP em células C6 tratadas com Nistatina.
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Células da linhagem C6 foram tratadas com o inibidor de endocitose Nistatina na concentracdo de 50 pg/mL e
com a nanoparticula Doxo-VLDP na concentragdo de 1 pM. A quantificagdo da fluorescéncia foi feita através de
analise densitométrica. As imagens foram obtidas em microscopio de fluorescéncia e analisadas no software
ImagelJ. Barras representam o desvio padrdo de nove repeti¢des. Asteriscos representam diferenca estatistica entre
o grupo controle e o grupo tratado (*p-valor <0,05, **p-valor <0,01, ***p-valor <0,001; ns-ndo significativo;
Teste-T Student).
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Figura 35 - Visualizacio de doxorrubicina intracelular em células C6 tratadas com Doxo-VLDP e
Genisteina.
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Células da linhagem C6 foram tratadas com o inibidor de endocitose Genisteina na concentragao de 100 pg/mL e
com a nanoparticula Doxo-VLDP na concentragdo de 1 uM. As células foram visualizadas em microscépio de
fluorescéncia em tempos distintos: A) Grupo controle (sem genisteina), 24h; B) Grupo tratado, 24h; C) Grupo
controle (sem genisteina), 96h; D) Grupo tratado, 96h; E) Grupo controle (sem genisteina), 168h; F) Grupo tratado,
168h. Imagens obtidas nos comprimentos de onda ex=545 nm e em=620 nm; aumento de 20x.

Figura 36 - Determinacio da endocitose de Doxo-VLDP em células C6 tratadas com Genisteina.
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Células da linhagem C6 foram tratadas com o inibidor de endocitose Genisteina na concentragdo de 100 ug/mL e
com a nanoparticula Doxo-VLDP na concentragdo de 1 uM. A quantificagdo da fluorescéncia foi feita através de
analise densitométrica. As imagens foram obtidas em microscopio de fluorescéncia e analisadas no software
ImagelJ. Barras representam o desvio padrdo de nove repeti¢cdes. Asteriscos representam diferenga estatistica entre
o grupo controle ¢ o grupo tratado (*p-valor <0,05, **p-valor <0,01, ***p-valor <0,001; ns-ndo significativo;
Teste-T Student).
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Curiosamente, como mostram as figuras 37 a 40, a inibicdo dos mecanismos de
endocitose independente de clatrina também apresentaram efeitos de diminuicao da capacidade
de entrada de Doxo pura nas células, o que sugere que Doxorrubicina livre possa nao utilizar
apenas mecanismos passivos de transporte para ser interiorizada pelas células. Ja a inibi¢ao da
endocitose dependente de clatrina ndo diminuiu a capacidade de entrada de Doxo livre nas

células, como demonstrado nas figuras 41 e 42.

Figura 37 - Visualizacdo de doxorrubicina intracelular em células B16F10 tratadas com Doxo pura e

Nistatina.
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Células da linhagem B16F10 foram tratadas com o inibidor de endocitose Nistatina na concentragdo de 50 ug/mL
e com Doxo pura na concentracao de 1 uM. As células foram visualizadas em microscopio de fluorescéncia em
tempos distintos: A) Grupo controle (sem nistatina), 24h; B) Grupo tratado, 24h; C) Grupo controle (sem nistatina),
96h; D) Grupo tratado, 96h; E) Grupo controle (sem nistatina), 168h; F) Grupo tratado, 168. Imagens obtidas nos
comprimentos de onda ex=545 nm e em=620 nm; aumento de 20x.

Figura 38 - Determinacio da endocitose de Doxo pura em células B16F10 tratadas com Nistatina.
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Células da linhagem B16F10 foram tratadas com o inibidor de endocitose Nistatina na concentragdo de 50 ug/mL
e com Doxo pura na concentragdo de 1 uM. A quantificacdo da fluorescéncia foi feita através de analise
densitométrica. As imagens foram obtidas em microscopio de fluorescéncia e analisadas no software Imagel.
Barras representam o desvio padrdo de nove repeticdes. Asteriscos representam diferenga estatistica entre o grupo
controle e o grupo tratado (*p-valor <0,05, **p-valor <0,01, ***p-valor <0,001; ns-ndo significativo; Teste-T
Student).
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Figura 39 - Visualizacdo de doxorrubicina intracelular em células B16F10 tratadas com Doxo pura e
Genisteina.
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Células da linhagem B16F10 foram tratadas com o inibidor de endocitose Genisteina na concentracao de 100
ug/mL e com Doxo pura na concentragdo de 1 uM. As células foram visualizadas em microscopio de fluorescéncia
em tempos distintos: A) Grupo controle (sem genisteina), 24h; B) Grupo tratado, 24h; C) Grupo controle (sem
genisteina), 96h; D) Grupo tratado, 96h; E) Grupo controle (sem genisteina), 168h; F) Grupo tratado, 168h.
Imagens obtidas nos comprimentos de onda ex=545 nm e em=620 nm; aumento de 20x.

Figura 40 - Determinacio da endocitose de Doxo pura em células B16F10 tratadas com Genisteina.
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Células da linhagem B16F10 foram tratadas com o inibidor de endocitose Genisteina na concentragcao de 100
ug/mL e com Doxo pura na concentragdo de 1 M. A quantificacdo da fluorescéncia foi feita através de analise
densitométrica. As imagens foram obtidas em microscopio de fluorescéncia e analisadas no software Imagel.
Barras representam o desvio padrdo de nove repetigdes. Asteriscos representam diferenca estatistica entre o grupo
controle ¢ o grupo tratado (*p-valor <0,05, **p-valor <0,01, ***p-valor <0,001; ns-ndo significativo; Teste-T
Student).
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Figura 41 - Visualizacdo de doxorrubicina intracelular em células B16F10 tratadas com Doxo pura e
Sacarose.
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Células da linhagem B16F10 foram tratadas com o inibidor de endocitose Sacarose na concentracao de 0,4M e
com Doxo pura na concentracdo de 1 uM. As células foram visualizadas em microscopio de fluorescéncia em
tempos distintos: A) Grupo controle (sem sacarose), 24h; B) Grupo tratado, 24h; C) Grupo controle (sem sacarose),
96h; D) Grupo tratado, 96h; E) Grupo controle (sem sacarose), 168h; F) Grupo tratado, 168h. Imagens obtidas nos
comprimentos de onda ex=545 nm e em=620 nm; aumento de 20x.

Figura 42 - Determinacio da endocitose de Doxo pura em células B16F10 tratadas com Sacarose.
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Células da linhagem B16F10 foram tratadas com o inibidor de endocitose Sacarose na concentracao de 0,4M e
com Doxo pura na concentracdo de 1 uM. A quantificagdo da fluorescéncia foi feita através de analise
densitométrica. As imagens foram obtidas em microscopio de fluorescéncia e analisadas no software Image].
Barras representam o desvio padrdo de nove repetigdes. Asteriscos representam diferenga estatistica entre o grupo
controle ¢ o grupo tratado (*p-valor <0,05, **p-valor <0,01, ***p-valor <0,001; ns-ndo significativo; Teste-T
Student)
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6. DISCUSSAO

A nanoparticula Doxo-VLDP ¢ um carreador de doxorrubicina composto por uma
molécula de DNA encapsulada por um polimero sintético que mimetiza o envelope proteico do
virus mosaico do tabaco (tobbacco mosaic virus - TMV). Como demonstrado na figura 6, o
polimero utilizado no revestimento de Doxo-VLDP, a proteina C4S10K12, é capaz de realizar a
automontagem de um envelope ao redor de uma molécula de DNA dupla fita, formando uma
nanoparticula cilindrica (tipo bastonete) com cerca de 400 nm de comprimento e 2,5 nm de
diametro.

Conhecer a composi¢ao, tamanho e formato de uma nanoparticula ¢ essencial, uma vez
que esses parametros podem fornecer valiosas informagdes sobre a mesma, tais como:
estabilidade, biocompatibilidade, toxicidade e formas de internalizacdo (SAMANTA &
MEDINTZ., 2016; CHARIOU et al., 2017).

A literatura ja mostra que o componente carreador de Doxo-VLDP, a molécula de DNA,
tem sido amplamente utilizado na composi¢do de nanocarreadores. O amplo conhecimento
disponivel sobre suas caracteristicas fisico-quimicas e complementaridade de bases permite a
construcao de bionanomateriais das mais variadas formas (KUMAR et al., 2016). Além disso,
amolécula de DNA pode ser facilmente associada a biopolimeros (SAMANTA & MEDINTZ.,
2016), caracteristica essencial no desenvolvimento deste trabalho.

Nanoparticulas biopoliméricas geralmente apresentam caracteristicas desejaveis na
construcdo de plataformas de entrega de farmacos (drug-delivery), tais como auséncia de
toxicidade, biodegradabilidade, permeabilidade aumentada em tumores e liberagcdo controlada
de seu conteudo (SAMANTA & MEDINTZ., 2016). De fato, neste trabalho foi demonstrado
que os componentes isolados da constru¢do Doxo-VLDP nao causaram danos celulares: a
citotoxicidade da construcdo foi causada exclusivamente pela droga carreada (figuras 13 e 14)

A estabilidade de Doxo-VLDP ¢ outra caracteristica importante que deve ser citada,
considerando a importancia desse parametro em plataformas tipo drug-delivery. Doxo-VLDP
manteve-se estdvel por varias horas em condigdes fisioldgicas, além de suportar a agdo de
endonucleases especificas (figuras 10 a 12). Tal fendmeno pode ser explicado também pela
composi¢ao da nanoparticula. A composi¢ao do revestimento ¢ de natureza proteica, a proteina
C4S10K12, que teve sua sequéncia de bases nucleotidicas desenhada por técnicas de biologia
molecular, de forma que, quando expressa, o produto génico seja um polimero aminoacidico

que mimetiza as proteinas do envelope do Virus Mosaico do Tabaco.
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J& ¢é sabido, no entanto, que modelos de nanocarreadores baseados em proteinas virais
tém sido muito utilizados justamente pelo fato de uma das principais fungdes do envelope viral
ser a protecao de seu conteudo interno (SAMANTA & MEDINTZ., 2016).

Além da composi¢ao, o formato cilindrico de Doxo-VLDP ¢ um dos mais adequados
para um sistema drug-delivery. Diversos estudos ja demonstraram que nanoparticulas com altas
razdes comprimento/largura tém sua interiorizagdo celular, marginacdo (migracdo nos vasos
sanguineos) e direcionamento aumentados. As nanoparticulas cilindricas, por sua vez, possuem
maior razao comprimento/largura em comparagdo a nanoparticulas esféricas (CHARIOU et al.,
2017). Somados a estes resultados, estudos com membranas celulares artificiais ja
demonstraram que ¢ possivel predizer a forma de internalizagdo de uma nanoparticula apenas
com base em seu tamanho e formato, sendo que a entrada daquelas de formato cilindrico ¢
sempre mais eficiente e termodinamicamente favoravel em relagdo as esféricas (HUANG et al.,
2013).

Com posse dessas informagdes, os proximos passos deste estudo foram avaliar se as
caracteristicas fisico-quimicas de Doxo-VLDP supracitadas contribuiriam, de alguma forma,
no aumento da eficiéncia do tratamento antitumoral in vitro.

Como demonstrado no item Resultados, a viabilidade celular das células cancerigenas
tratadas com Doxo-VLDP foi menor do que aquelas tratadas com Doxo pura nas mesmas
concentragdes (Resultados, figuras 16 a 18) e o ICso para as linhagens C6 e B16F10, foi de
0,007 ng/mL e 0,65 pg/mL, respectivamente. Segundo o American National Center Institute,
extratos com atividade antineoplésica devem apresentar valores de ICso inferiores a 30 pg/mL
(OLIVEIRA et al., 2015).

Estes autores ainda propdem que o indice de seletividade (IS) ideal no tratamento do
cancer seja maior ou igual a 2,0. A linhagem C6 apresentou um valor de seletividade
interessante (IS = 8,15) mas, na linhagem B16F10, este valor (IS = 0,89) foi menor que o
desejado. De fato, os indices de seletividade de Doxo na linhagem B16F10 encontrados na
literatura estdo em torno de zero, e até mesmo tratamentos alternativos dificilmente ultrapassam
um IS = 2,0 nesta linhagem (OLIVEIRA et al., 2015).

Muitos trabalhos disponiveis relatam que doxorrubicina, apesar da sua eficacia no
tratamento de tumores, apresenta alta citotoxicidade para células ndo-tumorais, principalmente
células cardiacas (PEREIRA et al., 2011). Este fato pode justificar a baixa seletividade do
tratamento com Doxo-VLDP obtido para melanocitos neste trabalho, considerando que a

nanoparticula carrea Doxo, mas nao possui nenhum componente de direcionamento especifico
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a células tumorais. Contudo, ¢ importante salientar que, mesmo na auséncia de componentes de
direcionamento na nanoparticula, a seletividade do tratamento com Doxo-VLDP foi 3,27 vezes
maior na linhagem C6 e 3,17 vezes maior na linhagem B16F10, quando comparado ao
tratamento com Doxo pura. Outro fato a ser salientado ¢ o de que na preparacdo da
nanoparticula carreadora de droga ha uma perda de aproximadamente 15% das moléculas de
droga que ndo intercalam com a molécula de DNA e sdo perdidos no processo de gelfiltracao,
(RAMOS-JUNIOR, nao publicado). Assim pode-se estimar um incremento na seletividade em
torno de 3,7 vezes na linhagem B16F10 e de 3,65 para o glioma.

Em tumores solidos existe um fendmeno denominado Efeito de Permeabilidade
Aumentada (EPR) que prevé o acesso preferencial de nanoparticulas ao interior de tumores
devido aos vasos sanguineos fenestrados e a drenagem linfatica deficiente que estes apresentam.
Essas caracteristicas levam ao acimulo e retencdo de nanoparticulas no interior de tumores
solidos, uma vez que sua permeabilidade ¢ aumentada com a fragilidade dos vasos sanguineos
e sua retencdo ¢ possivel devido ao retardo na atividade linfatica (SHI et al., 2017). Esse
fenomeno justifica o aumento de seletividade de compostos carreados em nanoparticulas nos
tratamentos in vivo. No entanto, este fendmeno nao € observado in vitro, € por isso foram
realizados experimentos para investigar o motivo deste aumento de seletividade em Doxo-
VLDP.

Primeiramente, buscou-se saber se o tipo de morte celular causado por Doxo-VLDP era
semelhante ao causado por Doxo pura. Segundo a literatura, doxorrubicina induz apoptose
celular pela via intrinseca, pela inibi¢ao da enzima topoisomerase II, ativacdo da proteina p53
e liberacdo de citocromo C nas mitocondrias (CHILDS et al., 2002 e MINOTTI, 2014). Por
citometria de fluxo, foi confirmado que as células tratadas com Doxo pura, apds 24 h de
tratamento, entravam em apoptose e, pela mesma metodologia, confirmou-se que as células
tratadas com Doxo-VLDP também apresentavam o mesmo tipo de morte celular (figura 19).

A morte por apoptose € a desejada em um tratamento clinico, uma vez que 0s processos
de morte celular ndo programados, como a necrose, tem como caracteristica principal o
rompimento de membrana e extravasamento de contetido intracelular que ¢ reconhecido pelo
sistema imune como um sinal de perigo (DING, BUCKWALTER & MARTIN, 2017), que
estimulam a produ¢@o de citocinas e outras moléculas pro-inflamatdrias, ativam o sistema
imune e causam processos inflamatorios indesejados (ROCK & KONO, 2008).

Dada a semelhanga do tipo de morte induzido pelo tratamento com Doxo pura e Doxo-

VLDP, buscou-se saber se algum outro mecanismo poderia explicar a diferenca de

53



citotoxicidade e seletividade apresentada entre os tratamentos. Para isso, foram feitos
experimentos para identificar a presenca de vesiculas autofagicas nas células. Células da
linhagem B16F10 tratadas com Doxo-VLDP por 24 h apresentaram um maior numero de
vesiculas autofagicas que aquelas tratadas pelo mesmo periodo com Doxo pura (figuras 19 e
20).

A autofagia pode ser definida como um processo no qual as células digerem o seu
proprio conteudo intracelular a fim de fornecer substrato para biossintese de macromoléculas e
producao de energia em situagdes de estresse (SIL, WONG & MARTINEZ, 2018). Embora a
autofagia seja conhecida como um mecanismo pro-sobrevivéncia, em células cancerigenas o
seu papel ainda n3o estd bem estabelecido, devido a existéncia de um fenomeno que
pesquisadores denominam como “paradoxo da autofagia”: se por um lado, a reciclagem do
conteudo intracelular pode fornecer matéria prima para a produ¢ao de moléculas importantes
para o desenvolvimento, por outro a digestao desse mesmo conteudo pode ser interpretada pela
célula como um sinal para entrar em apoptose (CHEN et al., 2018).

A literatura nos mostra que o papel da autofagia no tratamento do cancer € controverso.
Alguns estudos demonstraram que o uso de inibidores de autofagia aumentou a eficiéncia de
um tratamento em linhagens de cancer de mama (LAHA et al., 2014) mas, no tratamento de
células de cancer de boca a inducdo da autofagia era essencial para que as células tumorais
entrassem em apoptose (KIM et al., 2012).

No caso do melanoma, em geral, a autofagia promove a proliferacdo do tumor e alguns
pesquisadores apontam que o uso de inibidores autofagicos pode ser uma alternativa terapéutica
(FLEMMING, 2011). De fato, uma pesquisa recente demonstrou que um composto a base de
capsaicina induz células de melanoma humano a realizar autofagia e entrar em apoptose. No
entanto, a eficiéncia do tratamento aumentou com o uso combinado de inibidor de autofagia
(CHU, LI & WANG, 2019).

Os resultados obtidos neste trabalho com a linhagem B16F10 divergem dos encontrados
na literatura no que diz respeito ao cancer do tipo melanoma. Uma possivel explicagdo para
isso € que o aumento da autofagia pode ser um mecanismo desenvolvido pelas células para
tentar contornar o “stress” causado pelo tratamento quimioterapico. Esse fendmeno ja foi
observado com a utilizagdo de doxorrubicina no tratamento de outros tipos de cancer (CHEN
et al., 2018).

Por ultimo, buscou-se saber se os mecanismos de endocitose em Doxo-VLDP eram

semelhantes aos observados em Doxo pura e se isto poderia, de alguma forma, explicar a
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diferenca de eficiéncia entre os tratamentos. O sucesso de um tratamento depende da capacidade
de um determinado principio ativo chegar ao alvo desejado. Por isso € importante elucidar se
um composto € capaz de entrar numa c€lula e por quais mecanismos tal evento ocorre (AKINC
& BATTAGLIA, 2013).

No caso da Doxo pura, a literatura relata que esta molécula entra nas células de forma
passiva (FREZARD & GARNIER-SUILLERO, 1990; SPEELMAN et al., 1994; SPEELMAN
et al., 1996), mas no caso de Doxo-VLDP, embora ja tivesse sido observado que o tratamento
com esta construcao causa morte celular por apoptose e autofagia, ndo havia comprovacao da
entrada da nanoparticula nas células. Tal resultado foi comprovado por microscopia de luz
confocal (figura 21). Contudo, foi observado atraso na entrada de doxorrubicina carreada por
VLDP (figura 22) o que levou a hipdtese de que a entrada de Doxo-VLDP ocorria de forma
diferente da observada em Doxo pura.

Duas evidéncias sustentam essa hipdtese: 1) VLDP foi encontrada dentro da célula apos
lh de tratamento, mas nesse periodo de tempo ndo era possivel a observagao de fluorescéncia
emitida pela doxorrubicina intracelular, o que sugere que a nanoparticula necessita ser
processada antes de liberar o seu conteudo no interior da célula; 2) O tamanho de uma molécula
influencia o tipo de transporte utilizado pelas células, como mostra a figura 43, assim, como
Doxo-VLDP possui cerca de 245 nm de comprimento, sua entrada deve ocorrer, pelo menos

preferencialmente, por meio de transporte vesicular.

Figura 43 - Relacio entre mecanismo de endocitose e tamanho da carga transportada.
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Fonte: Aking & Battaglia, 2013.
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De fato, o uso de inibidores de endocitose dependente e independente de clatrina
culminou na diminui¢do da quantidade de doxorrubicina intracelular quando as células da
linhagem B16F10 foram tratadas com Doxo-VLDP (figuras 25 a 30). Isto sugere que, diferente
da Doxo pura, que ¢ internalizada pelas células por difusdo passiva através da membrana
plasmatica, Doxo-VLDP utiliza mecanismos ativos para alcancgar o interior das células, como
a endocitose mediada por clatrina, caveolina e balsas lipidicas.

Como ja citado, isso pode ser consequéncia do tamanho da nanoparticula e de outros
fatores, como formato e composi¢ao. Inclusive, nanoparticulas de alta razdo
comprimento/largura derivadas do envelope do Virus Mosaico do Tabaco tendem a interiorizar
as células por transporte em vesiculas (CHARIOU et al., 2017).

Entretanto, na linhagem celular C6, o uso de inibidores de endocitose apresentou pouco
ou nenhum efeito na internalizacdo de doxorrubicina (figuras 31 a 36), o que indica que a
maneira como Doxo-VLDP entra nas células ndo ¢ universal e varia entre diferentes tipos
celulares. Esta variagdo entre linhagens na forma de entrada de nanoparticulas ja ¢ observada
na literatura, e pode ser explicada pelas caracteristicas distintas de cada tipo celular no que diz
respeito a composi¢do de lipidios de membrana e de proteinas transportadoras (LIU et al.,
2016).

Por fim, buscou-se determinar se, ap6s endocitada, Doxo-VLDP era processada pelas
organelas digestivas da célula: endossomos e lisossomos. A realiza¢ao deste ultimo ensaio foi
motivada pelo conhecimento prévio de que as vesiculas de endocitose sao direcionadas aos
endossomos primarios e, posteriormente, o seu contetido ¢ encaminhado para degradacdo nos
lisossomos, ou para endossomos de reciclagem, que retornam & membrana plasmatica
(JOHNSON et al., 2017). Este suposto processamento lisossomal poderia explicar o atraso no
aparecimento de doxorrubicina intracelular nas células tratadas com Doxo-VLDP.

Por meio de microscopia confocal, foi observado que os endossomos primarios se
localizam preferencialmente na regido proxima a membrana plasmatica das células BI6F10
(figura 24), e nessa mesma regido, apos 1h de tratamento, sdo encontradas as nanoparticulas
Doxo-VLDP, que ainda ndo liberaram seu contetido no interior das células (figura 23). Esta co-
localizagdo pode indicar que Doxo-VLDP necessita ser processada em organelas de degradacdo
para liberar a droga carreada em seu interior.

Alguns autores sugerem que em nanocarreadores enderecados aos lisossomos, a droga
transportada sé se torna ativa apos o processamento na organela, o que contribui para uma agao

direcionada, aumento de seletividade ¢ diminuicdo de efeitos colaterais de um tratamento
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(AKINC & BATTAGLIA, 2013). De fato, estudos demonstraram que nanoparticulas virais
carreando doxorrubicina internalizam células tumorais em cultura em um processo endocitico
dependente de clatrina - via candnica na qual vesiculas sdo direcionadas a endossomos
primarios e posteriormente aos lisossomos ou endossomos de reciclagem - e que a liberagdo da
doxorrubicina ¢ maior quando o pH ¢ reduzido (TTAN et al., 2016).

Todos os mecanismos estudados neste trabalho - constru¢do de nanomaterias,
citotoxicidade celular, autofagia, endocitose e morte celular - colaboraram para o
desenvolvimento de uma construcao inédita, bem como a avaliacao dos seus efeitos em cultura
de células. O conjunto de resultados obtidos nesta dissertacdo aponta a nanoparticula Doxo-

VLDP como uma alternativa altamente efetiva no tratamento clinico de tumores.

7. CONCLUSOES

Os dados e resultados apresentados neste trabalho mostram que a nanoparticula Doxo-
VLDP foi capaz de ser interiorizada pelas células tumorais das linhagens B16F10 ¢ C6 em
cultura, promovendo citotoxicidade aumentada e discreta seletividade em relacao a melandcitos
em ambas as linhagens testadas. As células tratadas com esta construgdo apresentaram niveis
aumentados de autofagia e morreram por mecanismos apoptéticos, o que ¢ desejavel em
tratamentos quimioterapicos. Doxo-VLDP entra nas células de melanoma por mecanismos de
endocitose, tanto por mecanismos dependentes de clatrina quanto por mecanismos
independentes e sdo direcionadas aos lisossomos, onde possivelmente, sdo processadas. A
composicao, o formato e o tamanho da nanoparticula desenvolvida podem ser os responsaveis
pela internalizacdo e citotoxicidade diferenciais da construgdo em relagdo a Doxo pura. Todas
essas caracteristicas em conjunto mostram o potencial do uso Doxo-VLDP em tratamentos
nanoquimioterapicos e abre novas perspectivas de estudo, como o desenvolvimento de
metodologias e componentes de direcionamento celular que permitam que os tratamentos e
drogas atuem exclusivamente em microambientes tumorais, bem como a necessidade de futura

avaliacdo do seu efeito in vivo para posterior utilizacdo de tal tecnologia na clinica médica.
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