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RESUMO

A nanomedicina consiste basicamente no uso de elementos em escala nanométrica para
curar, diagnosticar ou prevenir doencas. Uma estratégia abordada para a entrega de
farmaco no tecido intersticial de tumores ou no citoplasma de células tumorais € o
encapsulamento em lipossomas. Esses sdo capazes de modificar as propriedades
farmacocinéticas dos agentes terapéuticos, aumentando sua especificidade e diminuindo
sua toxicidade, como as da doxorrubicina, um quimioterapico capaz de acumular tanto
nos tecidos tumorais como nos tecidos saudaveis, causando diversos efeitos colaterais.
A patrtir de resultados in vivo utilizando lipossoma sensivel ao pH para o carreamento de
doxorrubicina (SpHLdoxo), observou-se que a formulagdo SpHLdoxo acumulou-se em
niveis maiores em comparacdo com a formulacdo lipossomal ndo sensivel ao pH
(nSpHLdoxo). Portanto, o objetivo deste trabalho foi investigar os mecanismos
moleculares in vitro da liberacéo intracelular de doxorrubicina carreada por lipossomas
sensiveis ao pH (SpHL) comparando com nao sensiveis ao pH (nSpHL) e com a
doxorrubicina livre em células HeLa. A formulacdo SpHLdoxo apresentou um maior efeito
toxico frente as células HelLa que o nSpHLdoxo no periodo de 24 horas, e um ICso similar
a doxorrubicina livre. Da mesma forma, a internalizagdo das formulagées doxorrubicina
livre e SpHLdoxo foram internalizadas em menos tempo do que a nSpHLdoxo, entretanto
a intensidade do sinal do farmaco livre foi maior. Através do ensaio de endocitose
constatou-se que ndo ha uma via especifica de internalizacdo para as formulacdes. A
formulacdo SpHLdoxo, apresentou uma liberacdo intracelular comparavel aos de
doxorrubicina livre. Outra vantagem observada, foi que um disparo da via de apoptose
mais intenso no tratamento com SpHLdoxo em relacdo a doxorrubicina livre e
nSpHLdoxo, avaliado pela ativacdo de caspase-3. Sendo assim, o SpHLdoxo pode ser

uma alternativa promissora para a efetiva entrega da doxorrubicina ao tecido tumoral.

Palavras-chave: nanotecnologia, lipossoma, doxorrubicina, HelLa, trafego intracelular,
apoptose.



ABSTRACT

Nanomedicine consists in the use of nanoscale elements to cure, diagnose, or prevent
diseases. One approach addressed for drug delivery in the interstitial tissue of tumors, or
the cytoplasm of tumor cells is the encapsulation in liposomes. These are capable of
modifying the pharmacokinetic properties of the therapeutic agents, increasing their
specificity and reducing their toxicity, such as doxorubicin, a chemotherapeutic capable of
accumulating in both tumor and healthy tissues, causing several side effects. From in vivo
results using pH-sensitive liposome for carrying doxorubicin (SpHLdoxo), it was observed
that the SpHLdoxo formulation accumulated at higher levels compared to the non-pH-
sensitive liposomal formulation (nSpHLdoxo). Therefore, this work aimed was to
investigate the in vitro molecular mechanisms of intracellular release of doxorubicin from
pH-sensitive liposomes (SpHL) compared to non-pH-sensitive liposomes (nSpHL) and
free doxorubicin in HeLa cells. The SpHLdox formulation showed higher cytotoxicity on
HelLa cells than nSpHLdox within 24 hours, and an ICso similar to free doxorubicin.
Similarly, the internalization of the free doxorubicin and SpHLdoxo formulations were
faster than nSpHLdoxo; however, the free drug signal intensity was higher. Endocytosis
studies found that there is no preferred route for the internalization pH-sensitive and non-
pH-sensitive formulations. The intracellular release of SpHLdoxo was comparable to the
free doxorubicin. Another advantage observed was that cells treated with SpHLdoxo
triggered apoptosis more intensely than cells treated with doxorubicin or nSpHLdoxo,
assessed by immunostaining of caspase-3 cleavage. Therefore, SpHLdoxo may be a

promising alternative for effective delivery of doxorubicin to tumor tissue.

Key-words: nanotechnology, liposome, doxorubicin, HelLa, intracellular traffic, apoptosis.
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1. INTRODUCAO

1.1. NANOTECNOLOGIA

A nanotecnologia é o conhecimento de materiais em escala nanométrica (1-
100 nm — Figura 1) e envolve imagem, medicdo, modelagem e manipulacdo de materiais
nesse ambito. Desde o seu surgimento, a nanotecnologia revolucionou uma ampla gama
de produtos médicos, equipamentos de biotecnologia e componentes para diversas areas
de pesquisa como agricultura, eletrénica, mecanica e medicina. E destacavel para seu
uso na medicina, juncdo denominada nanomedicina, que apresenta diversos avancos
biomédicos no desenvolvimento de carreadores de farmacos e biomarcadores que
auxiliam no diagnéstico e tratamento de doencas (Ivask et al. 2018).

O desenvolvimento de nanomateriais tém se aprimorado cada vez mais,
possibilitando a obtencdo de particulas mais estaveis (livres de autoagregacao) e
purificadas, reduzindo os custos de producdo e tornando-as mais acessiveis para a
pesquisa e desenvolvimento. Na mesma medida, cada vez mais as aplicacbes da
nanomedicina chegam ao cotidiano das pessoas. Milhares de toneladas de
nanomateriais sao produzidos anualmente e € quase impossivel determinar quantos
produtos contendo nanomateriais estao atualmente disponiveis no mercado (Su et al.
2018).
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Figura 1. Comparacéo das nanoparticulas em escala nanométrica. Fonte: Wichlab, 2019.
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A nanomedicina voltada as pesquisas de nanoencapsulacdo de farmacos,
macromoléculas e proteinas € de grande interesse tanto para a industria farmacéutica
como para a induastria biotecnoldgica (Bertrand et al. 2014). Ha varios tipos de
nanoparticulas que séo utilizadas para esse fim, tais como lipossomas, dendrimeros,
guantum dots, nanotubos de carbono, nanoparticulas metalicas, nanofios, entre outras
(Akhter et al. 2018). A aplicacdo da nanotecnologia em sistemas carreadores de farmacos
tem apresentado diversificada melhoria na farmacocinética de compostos, diminui¢do na

toxicidade e de outros efeitos adversos e aumento na solubilidade (Miyazaki et al. 2018).

1.2. LIPOSSOMAS

Lipossomas séo vesiculas compostas de uma ou mais bicamadas lipidicas
concéntricas, separadas por um meio aquoso. Os lipossomas sdo constituidos por
moléculas anfifilicas sendo capazes de encapsular substancias hidrofilicas, lipofilicas e
anfifilicas, que sdo acomodadas no centro aquoso (cloridrato de doxorrubicina, o farmaco
neste presente estudo), na bicamada lipidica ou na interface, respectivamente, Figura 2
(Lombardo et al. 2016).

,—— Bicamada lipidica ——
Regiao
/ Hidrofilica

o E ]
i ’ _ 2 834 { / ;
armaco wil) S Regido
hidrofilico , ’ ~ hidrofébica

Cavidade aquosa

’ Cloridrato de doxorrubicina - meio cavidade aquosa

Figura 2. Representacdo esquemética de um lipossoma e o local onde o principio ativo cloridrato
de doxorrubicina (hidrofilico) € acomodado. Modificado de Leite, 2010.
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Os primeiros lipossomas desenvolvidos para o carreamento de farmacos
eram formados por fosfolipidios e colesterol, chamados de convencionais, que ao
entrarem no organismo eram reconhecidos rapidamente, opsonizados e eliminados da
circulacao sistémica pelo sistema fagocitario mononuclear (figado, baco e medula 6ssea),
tendo assim cinética pouco favoravel e potencial toxicidade a estes érgaos (Silva et al.
2016). Esses lipossomas foram alterados e evoluidos em sua estrutura basica para
possibilitar aplicacao terapéutica mais eficiente, sendo também classificados quanto as
caracteristicas de interacdo com sistemas bioldgicos (Allen e Cullis 2013; Kraft et al.
2014).

O aperfeicoamento desses lipossomas levou ao desenvolvimento de novas
formulacdes, como por exemplo lipossomas responsivos a estimulos, lipossomas termo-
sensiveis, lipossomas furtivos peguilados, imunolipossomas, lipossomas catidnicos
(lipoplexos), lipossomas fusogénicos e os lipossomas sensiveis ao pH (Tila et al. 2015).
Neste trabalho, foram utilizados os lipossomas sensiveis e ndo sensiveis ao pH.

Os lipossomas ndo sensiveis ao pH séo constituidos por fosfolipidios
hidrogenados de fosfatidilcolina de soja (HSPC), distearoilfosfatidil-etanolamina
polietilenoglicol2000 (DSPE-PEG 2000) e o colesterol (CHOL). A presenca de DSPE-
PEG 2000 em bicamadas dos lipossomas resulta em aumento do tempo de circulacao
sanguinea, prevenindo o reconhecimento e consequente associacdo com as opsoninas
no plasma, inibindo o processo de reconhecimento molecular e a captura pelas células
do sistema fagocitario mononuclear, aumentando o aporte de farmaco na regido de
interesse (Allen e Cullis 2013; Silva et al. 2016).

Os lipossomas sensiveis ao pH sao constituidos por
dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE), hemisuccinato de colesteriio (CHEMS) e
polietilenoglicol 2000 de distearoilfosfatidiletanolamina (DSPE-PEG 2000) (Figura 3).
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Figura 3. Estrutura quimica das moléculas que constituem o lipossoma sensivel ao pH. (A) DOPE,
(B) DSPE-PEG 2000 e (C) CHEMS.

Em meio aquoso e temperatura ambiente, moléculas de DOPE organizam-se
sob a forma hexagonal (Hi), sendo incapazes de formar vesiculas. Para a formacéo
dessas vesiculas faz-se necessério a adicdo de agentes estabilizantes que sao
normalmente lipidios carboxilados como o CHEMS (pKa = 5,8), que em pH fisiologico se
encontram sob a forma ionizada. O CHEMS insere-se entre as moléculas do DOPE
agindo como um estabilizante. As repulsdes eletrostaticas entre 0s grupamentos
carboxila do CHEMS e os grupos fosfato do DOPE favorecem a organizacéo lamelar,

possibilitando a formacéo dos lipossomas, Figura 4 (Silva et al. 2016).
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Figura 4. Fase hexagonal e lamelar do lipossoma sensivel ao pH.

O DOPE ¢ indispenséavel para formar bicamadas lipossémicas a um pH
fisiolégico, onde permanece em sua forma estavel (fase lamelar). No entanto, quando
endocitado pelas células de cancer, ha a diminuicdo do pH dentro dos endossomos e
protonacdo dos grupos carboxilicos das moléculas de CHEMS. Essa protonacdo causa
o retorno das moléculas do DOPE para a fase Hi ocasionando a liberacdo do material
encapsulado (Figura 5). Além disso, ha a presenca de DSPE-PEG 2000, o mesmo
componente do lipossoma ndo sensivel ao pH citado acima, que previne o
reconhecimento e consequente associacdo com as opsoninas no plasma, inibindo o
processo de reconhecimento molecular e a captura pelas células do sistema fagocitario
mononuclear, aumentando o aporte de farmaco na regido de interesse (Silva et al. 2016;

Vieira e Gamarra 2016).
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Figura 5. Esquema da formacgéo das fases lamelar e hexagonal da DOPE em lipossomas.

Os lipossomas sao uma estratégia interessante para aumentar a concentracao
de farmaco no tecido de interesse, ja que possuem em média o tamanho de 50 a 500 nm
(os elencados nesse trabalho possuem entre 114 e 136 nm). Ao contrario dos tecidos
saudaveis, a vasculatura tumoral apresenta grandes fenestracdes que permitem o
extravasamento de macromoléculas ou nanoparticulas através dos vasos sanguineos
do tumor. Os tecidos tumorais apresentam outra caracteristica fisiopatologica, a alta
atividade proliferativa das células tumorais que impede a nutricio e oxigenacao
adequada de todo tecido. Além disso, o tecido tumoral € pobre em drenagem linfatica, o
que permite a retencédo prolongada dos lipossomas favorecendo sua absorcdo. Essas
caracteristicas favorecem uma acumulo da concentracdo de farmacos na area do
tumor, mecanismo conhecido como “permeabilidade e retencdo aumentada (EPR)”

(Matsumura e Maeda 1986; Torchilin 2011; Maeda, Nakamura, e Fang 2013; Vieira e
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Gamarra 2016). As areas de hipdxia, associadas a intensos processos de glicélise
anaerodbica e baixa vascularizagdo, promovem mudancas no ambiente tumoral, gerando
um gradiente de pH em relacdo aos tecidos sadios, que podem aumentar seletivamente
a liberacdo de farmaco nessa regido por nanoestruturas pH-sensiveis (Heinrich et al.
2016; Miyazaki et al. 2018).

1.3. DOXORRUBICINA

A doxorrubicina € um antibiotico antraciclico citotoxico, utilizado como agente
antineoplasico (Figura 6) que é amplamente empregado no tratamento de varios
carcinomas humanos, incluindo cancer do colo do utero, cancer de mama, leucemia

linfoblastica aguda, linfoma (McGowan et al. 2017).

Figura 6. Estrutura da doxorrubicina.

A doxorrubicina tem como principal mecanismo de a¢ao integrar-se na hélice
de fita dupla do DNA formando uma estrutura complexa estavel impedindo a replicacao
e sintese do RNA (Huang et al. 2018). O mecanismo de ruptura do DNA também esta
relacionado com a ligacdo da doxorrubicina a enzima topoisomerase Il, impedindo sua
acao de reparo do DNA. Além da inibicdo dessa enzima, outro mecanismo proposto para
acdo do farmaco é a geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés Reactive
Oxygen Species). A atividade anticancerigena da doxorrubicina esta associada a
elevacdo de ROS intracelular. A exposicdo das células a doxorrubicina e outras
antraciclinas causa lesdo ao DNA, que resulta na ativacdo da p53, ativando a via das
caspases, levando a morte celular por apoptose (Barenholz 2012; de Oliveira Silva et al.
2018; Song et al. 2015; Vijay et al. 2018).
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Apesar da alta atividade contra varios tipos de carcinomas humanos, a
doxorrubicina possui baixa especificidade, conduzindo o acimulo indesejavel em tecidos
saudaveis e consequentemente causando efeitos citotoxicos graves (Olusanya et al.
2018). Essa toxicidade leva a varios efeitos adversos como nauseas e vomitos, alopecia,
mucosite, mielossupressdo e a cardiotoxicidade, este ultimo irreversivel, fazendo seu
tratamento se tornar dose-limitante (Pugazhendhi et al. 2018; Vijay et al. 2018). Devido a
essa gama de efeitos toxicos, tem-se desenvolvido sistemas de entrega de farmacos,
para melhorar a especificidade e biodistribuicdo, diminuir a toxicidade e modificar o perfil
farmacocinético de agentes terapéuticos. Sendo assim, a encapsulacao da doxorrubicina
em lipossomas provou ser um meétodo atraente para a reducéo da sua cardiotoxicidade
(Olusanya et al. 2018).

Em meados da década de 1990 o Food and Drug Administration (FDA) o érgao
governamental dos Estados Unidos responsavel pelo controle de novos produtos no
mercado americano, aprovou uma formulacao lipossomal de doxorrubicina utilizada para
o tratamento de varios tipos de cancer, o Doxil® (Kraft et al. 2014; Pandey et al. 2016), o
primeiro medicamento comercializado a base de lipossomas PEGIlados (Barenholz 2012;
Jabir et al. 2018). Na forma encapsulada, o efeito cardiotéxico da doxorrubicina diminuiu
e sua meia vida no organismo foi aumentada, tornando assim seu usO mais seguro
(Akhter et al. 2018).

A partir da encapsulacéo lipossomal de doxorrubicina, foi realizado um estudo
in vivo para a elaboracdo de uma nova formulacao lipossomal sensivel ao pH contendo
doxorrubicina (SpHLdoxo). Essa formulacgéo tem a finalidade de melhorar a absorc¢éo do
farmaco no tumor, pois a proliferacdo celular rapida promove alteragdes no
microambiente intratumoral, transformando o pH desta area mais acido em comparacao
ao pH do tecido saudavel. Isto sugere que o SpHLdoxo, pode ser uma alternativa

promissora para efetiva entrega de farmacos antineoplasicos (Silva et al., 2016).
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1.4. ENDOCITOSE E O TRAFEGO INTRACELULAR DE NANOPARTICULAS

As nanoparticulas podem ser administradas ao corpo humano por diversas
vias como endovenosa, topica, respiratéria, entre outras, e independente da via
administrada, as nanoparticulas entrardo em contato com células de diversos tecidos do
organismo. Por isso, a compreensao das interagdes entre as nanoparticulas com células
eucariontes é cada vez mais importante devido sua crescente aplicacdo (de Jesus e
Kapila 2014; Ferreira et al. 2014; Radaic et al. 2016).

Estudos demonstram que a interacao celular com nanoparticulas é mediada
pelo processo de endocitose (Ferreira et al. 2014; Allan Radaic et al. 2016). Este processo
é subdividido em diferentes vias de internalizagdo sendo eles, endocitose mediada por
clatrina, endocitose mediada por caveolina, macropinocitose e as vias independentes e
clatrina e caveolina, que se encontram detalhadamente revisadas pelo nosso grupo
(Figura 7) (Allan Radaic et al. 2016).
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Figura 7. Principais vias de endocitose de nanoparticulas em células eucaridticas. A etapa inicial
representa as principais vias de endocitose usadas para o estudo da internalizacdo de particulas,
gue tem como consequéncia a formacao de vesiculas intracelulares - fagocitose, macropinocitose,
endocitose mediada por clatrina, endocitose mediada por caveolina e endocitose clatrina e
caveolina independentes (flotilina e CLIC/GEEC). A segunda etapa representa a via classica de
trafego intracelular que envolve o processamento das nanoparticulas a partir do amadurecimento
do endossomo precoce, com destino a degradacédo lisossomal do material endocitado (Ferreira
2015).
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Ao serem internalizadas, as nanoparticulas sdo englobadas por uma vesicula
intracelular constituida de parte da membrana, classificada como endossomo precoce.
Posteriormente, ocorre a formacdo do endossomo tardio com destino a degradacao
lisossomal do material endocitado. Esta via é considerada a rota classica, porém néo é a
Unica via de internalizagcdo de nanomateriais (Ferreira et al. 2014; de Jesus e Kapila
2014). Algumas nanoparticulas podem levar a degradacdo lisossomal e liberacdo de
seus constituintes (e.g., catepsinas) no citoplasma que podem causar danos
intracelulares, como danos as proteinas, as membranas biolégicas e ao DNA, podendo
levar a morte celular (Figura 8).

Apés internalizadas, as nanoparticulas podem atingir diversos alvos
intracelulares, como o complexo de Golgi, nicleo, mitocdndria, entre outros. Porém, ha
gue se levar em consideracdo que a internalizacdo de nanomateriais € dependente dos
fatores fisico-quimicos da matriz destes materiais, tais como tamanho, composicao
quimica, carga eletrostatica superficial, capacidade de adsorcdo da superficie, dentre
outros fatores (Fichter et al. 2013; Yameen et al. 2014). Além de ser um fendmeno célula-
dependente, muito relacionado com a biologia da célula utilizada (de Jesus e Kapila
2014).

A compreensdo da internalizacdo de nanoparticulas e seu processo
intracelular sédo de extrema importancia, pois permite elucidar o mecanismo de acao
bioldgica destas particulas, determinando sua eficiéncia e possivel toxicidade (de Jesus
e Kapila 2014).
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Figura 8. Possiveis dire¢cGes envolvidas no trafego intracelular das nanoparticulas lipidicas em
células eucariontes. A figuramostra os principais efeitos téxicos desencadeados por nanomateriais
em células eucarioticas (Allan Radaic et al. 2016).

1.5. MORTE CELULAR

A partir de 2005, o Comité de Nomenclatura sobre a morte celular (NCDD) se
reuniu para definir as principais modalidades de morte celular em um contexto genético,
bioquimico, farmacolégico e funcional (em vez de morfologico). O mesmo comité define
alguns tipos de morte celular, tais como apoptose intrinseca ou extrinseca, necrose de
transicdo de permeabilidade mitocondrial (MPT), necroptose, ferroptose, piroptose,
partanatos, morte celular entética, morte celular NETotic, morte celular dependente de
lisossomo, morte celular dependente de autofagia, célula imunogénica morte,
senescéncia celular e catastrofe mitética (Galluzzi et al. 2018).

Dentre os tipos de morte celular, a apoptose se destaca sendo a mais
conhecida e estudada sendo um alvo promissor para a terapia antineoplasica, pois
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clinicamente quimioterapicos sdo capazes de induzir as células a cometerem suicidio
programado por causa de estimulos internos ou externos, ou seja uma morte mais similar
ao mecanismo natural da morte celular (Brown e Attardi 2005; Chung 2018; Claire Pfeffer
e Amareshwar Singh 2018).

A apoptose é uma forma de morte celular programada, reconhecida
morfologicamente como um fendmeno distinto ha mais de 30 anos. E altamente
conservada e regulada, o que é crucial para o desenvolvimento normal e da homeostase
celular. As alteracbes morfologicas tipicas da apoptose sdo encolhimento celular,
fragmentacao do DNA, condensagéo da cromatina e formagéo do "corpo apoptotico” que
permite sua remocao por fagocitose (Blanco, A., & Blanco, G. 2017; Galluzzi et al. 2018).
O processo apoptético comeca a partir de duas vias de sinalizacdo canbnicas, a

extrinseca e intrinseca como demonstrado na Figura 9.
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Figura 9. Via intrinseca e via extrinseca da apoptose. A apoptose pode ser iniciada por sinais
provenientes da membrana plasméatica através da ligacdo do receptor de morte (via extrinseca) ou
da mitocéndria (viaintrinseca). A estimulacéo da via extrinseca pelo TRAIL resulta na agregacédo do
receptor TRAIL (TRAIL-R) e na formacé&o do disco, no qual a pro-caspase-8 se torna ativada e inicia
a apoptose por clivagem direta de caspases. A via intrinseca é regulada pela familia de proteinas
BCL-2, queregulam aformacgéo de poros namembrana mitocondrial externa e aliberacéo de fatores
apoptogénicos como o citocromo ¢ ou SMAC da mitocondria. A liberagdo do citocromo c no citosol
desencadeia a ativagcédo da caspase-9 através da formacdo do complexo de apoptossomo contendo
o citocromo c / Apaf-1/caspase-9. O SMAC promove a ativagao da caspase através da neutralizacao
do efeito inibitdrio dos IAPs (Modificado de Ichim e Tait 2016).
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Na via extrinseca, o ligante de morte (e.g., FasL, TNF-a, TRAIL) com seus
receptores induzem recrutamento e ativagéo de caspase-8, que subsequentemente ativa
as caspases efetoras como a caspase-3. Ja a via intrinseca é mediada pela liberacéo
mitocondrial do citocromo c. Este processo é regulado pelos constituintes da familia Bcl-
2, que inclui trés grupos: anti-apoptoticos Bcl-2, Bel-XL e Mcl-1; os pro-apoptéticos Bax e
Bak; e o grupo das proteinas de dominio BH3 como Bad, Bid, Nix e BNip3. Estes tltimos
colaboram com a apoptose através da via de inibicdo de proteinas Bcl-2 anti-apoptoticas
ou ativacado de pré-apoptéticos Bax e Bak (Ghobrial, Witzig, e Adjei 2005; Ichim e Tait
2016; Nikoletopoulou et al. 2013).

A ativacao de proteinas de dominio BH3 por estimulos de estresse promove
translocacdo de Bax/Bak do citosol para a membrana externa da mitocdndria. Essa acao
resulta em aumento da permeabilidade da membrana externa mitocondrial, liberando
citocromo ¢ do espago intermembrana para o citoplasma. Entéo no citosol, o citocromo ¢
forma um complexo com o a proteina ativadora protease de apoptose-1 (Apaf-1), dATP
e pro-caspase-9. O resultado é a formacdo de uma estrutura conhecida como o
apoptossoma, que por sua vez ativa a caspase-9 (Fox e MacFarlane 2016; Ichim e Tait
2016).

Tanto as vias apoptoéticas extrinsecas quanto as intrinsecas convergem na
ativacao dos executores a caspases-3, 6, e 7. Além disso, ambas estdo interligadas, por
exemplo, por BID. Tal proteina contém o dominio BH3 da familia Bcl-2, que apds clivagem
por caspase-8 desencadeia apoptose intrinseca, amplificando assim o sinal da via
extrinseca. Estas duas vias de sinalizacédo apoptoticas sao evolutivamente conservadas,
mas 0s eventos moleculares precisos envolvidos na regulacao de cascatas enzimaticas
de caspases sdo muitas vezes especificos para o tipo de célula e estimulo de morte (Fox
e MacFarlane 2016; Ichim e Tait 2016; Nikoletopoulou et al. 2013; Santos et al. 2019).



30

1.6. MODELO CELULAR
1.6.1. CANCER DO COLO DO UTERO E AS CELULAS HELA

Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA) 2018, ha aproximadamente
530 mil casos novos de cancer do colo do Gtero por ano no mundo. Ele é responsavel
por 265 mil 6bitos por ano, sendo a quarta causa mais frequente de morte por cancer em
mulheres. No Brasil, as taxas de incidéncia estimada e de mortalidade apresentam
valores intermediarios em relacdo aos paises em desenvolvimento, porém sao elevadas
guando comparadas as de paises desenvolvidos com programas de deteccao precoce
bem estruturados.

O céancer do colo do uUtero é caracterizado pela replicacdo desordenada do
epitélio de revestimento do 6rgdo, comprometendo o tecido subjacente (estroma),
podendo invadir estruturas e 6rgdos contiguos ou a distancia. E uma doenca de
desenvolvimento lento, que pode cursar sem sintomas em fase inicial e evoluir para
quadros de sangramento vaginal intermitente ou apés a relagéo sexual, secrecao vaginal
anormal e dor abdominal associada com queixas urinérias ou intestinais nos casos mais
avancados. Diversos sdo os tratamentos para este tipo de cancer como exciséo local,
quimioterapia e/ou radioterapia em estagios mais avancados. O tipo de tratamento
dependera do estadiamento da doenca, tamanho do tumor e fatores pessoais, como
idade e desejo de ter filhos. Os tratamentos conjugados podem usar diferentes classes
de farmacos com o objetivo de combater o cancer por diferentes caminhos (INCA, 2018).

Henrietta Lacks foi diagnosticada com cancer do colo do Gtero e morreu no
Hospital Johns Hopkins, em 1951. Antes de morrer, os médicos removeram o tecido
celular sem permissédo da familia para pesquisa médica, como de costume na época.
Suas células se multiplicaram e sobreviveram a uma taxa extraordinariamente alta,
tornando-se a primeira linhagem celular de cancer humano imortalizada em cultura de
células, denominada HelLa (Figura 10). Com isso, muitas pesquisas in vitro tornaram-se
possiveis, como por exemplo, Jonas Salk, na década de 50, desenvolveu sua vacina
contra a poliomielite utilizando essa linhagem (William et al., 1953; Lucey, Nelson-Rees,
e Hutchins 2009; Gilgenkrantz 2014).
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Decidiu-se trabalhar com as células HelLa, por ser um dos modelos celulares
mais estudados na atualidade, de facil manipulagédo, baixo custo, citado por varias
publicacdes correlatas, fornecendo um grande papel comparativo para analises. Abaixo,
segue a morfologia celular da HelLa (Figura 10).

High Density Scale Bar = 100um

Figura 10. Morfologia das células HelLa avaliada por microscopia de Contraste de Fase. Fonte:
ATCC, 2018
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVOS GERAIS
Comparar os mecanismos moleculares da formulacdo de lipossoma sensivel
ao pH carreando doxorrubicina entre as formula¢gdes de lipossoma nao sensivel ao pH

carreando doxorrubicina e a doxorrubicina livre.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Para alcancar os objetivos gerais supracitados estabelecemos os seguintes objetivos

especificos:

Avaliar a citotoxicidade das formulacées lipossomais em células HelLa
Determinar o ICso por MTT,;
Determinar o ICso por calceina;

Determinar o ICso por resazurina

a ¢ T 9 B

Determinar a citotoxicidade das formulacdes em tempos.

2. Elucidar a via de internalizacdo e a liberacdo de doxorrubicina intracelular das
formulacdes por citometria de fluxo
a. Determinar a cinética de internalizacdo entre as formulagées;

b. Determinar o acumulo intracelular de doxorrubicina encapsulada e livre;

3. Determinar a localizacéo intracelular da doxorrubicina por microscopia confocal.

4. Avaliar o mecanismo de endocitose das formulagdes e o efeito na citotoxicidade
a. Validar o uso dos inibidores através da viabilidade celular em presenca dos inibidores
de endocitose;

b. Avaliar o efeito citotoxico das formulagdes em presenca de inibidores de endocitose.

5. Avaliar a acidificacdo endossomal para efeito da liberacdo de doxorrubicina carreada

em lipossomas sensiveis ao pH
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a. Validar a atividade dos inibidores de acidificacdo endossomal;

b. Validar o uso dos inibidores através da viabilidade celular dos inibidores de acidificagéo
endossomal;

c. Avaliar o efeito citotoxico das formulacdes em presenca de inibidores de acidificacao

endossomal cloroquina e bafilomicina e 3-metiladenina (3-MA).

6. Comparar a ativacao da apoptose entre as formulacées
a. Avaliar a imunomarcacao da caspase-3 clivada, a fim de observar a morte celular por

apoptose.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAL

O cloridrato de doxorrubicina (doxo) foi adquirido de 141 ACIC Chemicals
(Brantford, Ontario, Canada). Os fosfolipidios fosfatidilcolina de soja completamente
hidrogenado (phospholipids hydrogenate soy phosphatidylcholine - HSPC),
dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE) e distearoilfosfatidil-etanolamina polietilenoglicol
2000 (DSPE-PEG 2000) foram fornecidos por Lipoid GmbH (EUA). O hemisuccinato de
colesterila (CHEMS) e o colesterol (CHOL) foram adquiridos da Sigma-Aldrich Chemical
Company (St. Louis, EUA). Todos os outros reagentes foram adquiridos da Sigma-Aldrich
(St. Louis, EUA) (Silva et al. 2016).

3.2. TAMANHO DA NANOPARTICULAS E POTENCIAL ZETA

O diametro médio das particulas foi medido por espalhamento dinamico de luz
(DLS) em um angulo fixo de 90 ° e 25 °C. O potencial zeta foi avaliado pela mobilidade
eletroforética. O diametro médio e o potencial zeta foram medidos antes e apos o
processo de encapsulacdo. As analises foram realizadas em triplicata utilizando o
equipamento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments, Inglaterra). As amostras foram
diluidas usando solucéo de NaCl a 0,9% (p / v) na proporcédo de 1:100 (Silva et al. 2016).

A caracterizacao fisico-quimica dos lipossomas (SpHL, nSpHL, SpHLdoxo e
nSpHLdoxo) estdo apresentadas na Tabela 1. Embora possa ser notada uma ligeira
diferenca de tamanho entre SpHL (114,8 nm) e nSpHL (115,7 nm), analisando a
distribuicdo de particulas, é possivel confirmar a similaridade de ambas as formulagdes,

uma vez que mais de 99% delas sdo menores que 200 nm (Silva et al. 2016).
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Tabela 1. Caracterizagdo das nanoparticulas. Foi avaliado o diametro, PDI, potencial Zeta. Os
valores médios sdo apresentados +/- desvio padrédo (DP).

Formulagcdes Tamanho (nm) NuUmero de indice de Potencial
vesiculas polidispersividade  Zeta (mV)

<200 nm (%) (PDI)
SpHL 114,8 + 3,8 99,8+ 0,3 0,06 + 0,01 -3,2+0,2
SpHLdoxo 1349+1,.2 99,4+0,1 0,08 £ 0,02 -2,0+£0,2
nSpHL 115,7+2,6 99,9+0,1 0,08 £ 0,04 -3,9+0,2
nSpHLdoxo 1352+ 2,0 99,5+0,1 0,05+ 0,02 -2,4+0,2

3.3. CULTURA DE CELULAS

Células de cancer HelLa foram cultivadas em frascos de cultura de 25 ou 75
cm? contendo meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium - Lonza, Brasil),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) inativo (Gibco, Brasil) e antibiético -
100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina (Gibco, Brasil) — citado nesse
trabalho como meio de cultura DMEM suplementado. As células foram mantidas a 37 °C,
com atmosfera de 5% de CO2 em incubadora Panasonic COM-170AICUVL-PA e

incubadora Forma Scientific, EUA.

3.4. AVALIACAO CITOTOXICA DAS FORMULAGCOES LIPOSSOMAIS EM CELULAS HELA

3.4.1. ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR POR MTT

O ensaio por MTT, como todos os métodos de viabilidade celular descritos
nesse trabalho, visa determinar a viabilidade celular monitorando a citotoxicidade
resultante da interacdo das células com agentes ou condic¢des citotoxicas. O ensaio de
reducdo do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazoil)-2,5 difeniltetrazélio) consiste na
captacdo deste corante (um sal de coloragdo amarela e sollvel em agua) e sua reducgéo
a formazan (sal de coloracéo arroxeada e insolivel em agua) pela atividade das enzimas
desidrogenases mitocondriais, resultando no acumulo deste composto em células
vidveis. Dessa forma, a reducdo do MTT ao formazan, € diretamente proporcional a

atividade mitocondrial, que pode ser quantificada pela densidade 6ptica a 570 nm.
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Foram plagueadas 10* células/poco, em meio de cultura DMEM
suplementado, em placas de 96 pocos e incubadas por 24 horas, a 37 °C com atmosfera
de 5% de CO2 (Forma Scientific, EUA). Posteriormente, as células foram tratadas com
lipossoma vazio ndo sensivel ao pH (nSpHL), lipossoma vazio sensivel ao pH (SpHL),
solucdo de doxorrubicina livre (doxo livre), lipossoma nédo sensivel ao pH carreado com
doxorrubicina (nSpHLdoxo) e lipossoma sensivel ao pH carreado com doxorrubicina
(SpHLdoxo), diluidas em meio DMEM sem SFB e antibidtico e incubadas por 24 horas, a
37 °C com atmosfera de 5% de CO2. Apés o tratamento, 0os pogos foram lavados com
solucdo PBS (Phosphate-bufferid saline) (Sigma-Aldrich) e adicionados a solucédo de
MTT (0,5 mg/mL Sigma-Aldrich, EUA) diluida em meio FluoroBrite™ DMEM (Gibco,
Brasil) sem SFB e antibi6tico, na qual as células foram incubadas por 40 minutos, a 37
°C com atmosfera de 5% de CO2. ApOs esse periodo, cristais de formazan purpura
intracelular sdo visiveis sob microscopio. No final do procedimento, o meio foi removido
cuidadosamente e foram adicionados 100 uL de DMSO (Synth) para solubilizacdo do
formazan. As placas foram agitadas por 15 minutos e a absorbancia foi medida a A= 570
nm no Leitor Multidetec¢cdo Hibrido Cytation 5 (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT,
USA).

3.4.2. ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR POR CALCEINA

A calceina AM é um corante permeavel a membrana celular, que em células
viaveis € hidrolisada do éster de acetoximetilo por esterases intracelulares sendo
convertida a calceina, que apresenta fluorescéncia verde (A = excitagdo/emissao
~492/517). Para imagem utilizamos Hoechst 33342, um corante que possui a capacidade
de se ligar a moléculas de DNA, emitindo fluorescéncia azul quando ligado, foi utilizado
para determinar o total de células. Desta forma, utiliza-se esse método para determinar
a viabilidade celular na maioria das células eucariotas.

Foram plagueadas 10* células/poco, em meio de cultura DMEM
suplementado, em placas de 96 pocos e incubadas por 24 horas, a 37 °C com atmosfera
de 5% de CO:2 (Forma Scientific, EUA). Posteriormente, as células foram tratadas com
nSpHL, SpHL, Doxo livre, nSpHLdoxo e SpHLdoxo, diluidas em meio DMEM sem SFB e
antibiotico e incubadas por 24 horas, a 37 °C com atmosfera de 5% de CO2. Apés 0
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periodo de tratamento, o meio foi removido cuidadosamente e foram adicionados 50 pL
em cada poc¢o da solucao de Hoechst 33342 (1 uM Thermo Fisher Scientific) e calceina
AM (0,5 uM Thermo Fisher Scientific) em meio FluoroBrite™ DMEM (Gibco, Brasil) sem
SFB e antibiotico, na qual as células foram incubadas por 40 minutos, a 37 °C com
atmosfera de 5% de COz: e a fluorescéncia correspondente a cada poco foi lida e foram
adquiridas imagens no mesmo equipamento, Leitor Multideteccdo Hibrido Cytation 5
(BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA), na incubacdo, as placas foram
visualizadas usando uma objetiva de 10x configurado com cubos de luz DAPI e GFP. O
gerador de imagens utiliza uma combinacgéo de fontes de luz LED em conjunto com filtros
passa-banda e espelhos dicréicos para fornecer luz de comprimento de onda apropriada.
Os cubos de luz DAPI usam um filtro de excitacado 337/50 e um filtro de emissao 447/60,
0 cubo de luz GFP usa um filtro de excitacdo 469/35 e um filtro de emissao 525/39. Além
disso, a fluorescéncia de calceina (excitacdo/emissdo ~ 492/517 nm) foi medida para
estimar a viabilidade celular usando o Leitor Multideteccdo Hibrido Cytation 5 (BioTek
Instruments, Inc., Winooski, VT, USA).

E para avaliar a viabilidade nos tempos de 6, 12 e 24 horas, foram plaqueadas
10* células/poco, em meio de cultura DMEM suplementado, em placas de 96 pocos e
incubadas por 24 horas, a 37 °C com atmosfera de 5% de CO2 (Forma Scientific, EUA).
Posteriormente, as células foram tratadas com nSpHL, SpHL, Doxo livre, nSpHLdoxo e
SpHLdoxo, diluidas em meio DMEM sem SFB e antibiético e incubadas por 6, 12 e 24
horas, a 37 °C com atmosfera de 5% de CO2. ApGs o periodo de tratamento, o meio foi
removido cuidadosamente e foram adicionados 50 yL em cada poc¢o da solucdo de
Hoechst 33342 (1 yM Thermo Fisher Scientific) e calceina AM (0,5 yM Thermo Fisher
Scientific) em meio FluoroBrite™ DMEM (Gibco, Brasil) sem SFB e antibi6tico, na qual
as células foram incubadas por 40 minutos, a 37 °C com atmosfera de 5% de CO2 e a
fluorescéncia correspondente a cada poco foi lida no Leitor Multideteccdo Hibrido
Cytation 5 (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA), em A = Calceina

excitagcao/emissao ~492/517 nm.
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3.4.3. ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR POR RESAZURINA

A resazurina, € um composto permedvel as células, ndo toxico, de cor azul e
praticamente nao fluorescente. Ao entrar nas células viaveis, a resazurina é reduzida a
resorufina, um composto que é vermelho e altamente fluorescente. Desta forma, a
resazurina utiliza o poder redutor de células viaveis para medir quantitativamente a
viabilidade celular.

Foram plagueadas 10* células/pogco, em meio de cultura DMEM
suplementado, em placas de 96 pocos e incubadas por 24 horas, a 37 °C com atmosfera
de 5% de CO2 (Forma Scientific, EUA). Posteriormente, as células foram tratadas com
nSpHL, SpHL, Doxo livre, nSpHLdoxo e SpHLdoxo, diluidas em meio DMEM sem SFB e
antibiotico e incubadas por 24 horas, a 37 °C com atmosfera de 5% de CO2. Apds o
periodo de tratamento, o meio foi removido cuidadosamente e foram adicionados 100 uL
em cada poco da solucdo de resazurina (0,015 mg/mL Sigma-aldrich) diluida em meio
FluoroBrite™ DMEM (Gibco, Brasil) sem SFB e antibiotico, na qual as células foram
incubadas por 3 horas, a 37 °C com atmosfera de 5% de CO:2 e a fluorescéncia
correspondente a cada poco foi lida no Leitor Multidetec¢éo Hibrido Cytation 5 (BioTek
Instruments, Inc., Winooski, VT, USA), em A = excitagcdo/emissdo ~560/590 nm.

E para avaliar a viabilidade nos tempos de 6, 12 e 24 horas, foram plaqueadas
10* células/poco, em meio de cultura DMEM suplementado, em placas de 96 pogos e
incubadas por 24 horas, a 37 °C com atmosfera de 5% de CO2 (Forma Scientific, EUA).
Posteriormente, as células foram tratadas com nSpHL, SpHL, Doxo livre, nSpHLdoxo e
SpHLdoxo, diluidas em meio DMEM sem SFB e antibiotico e incubadas por 6, 12 e 24
horas, a 37 °C com atmosfera de 5% de CO2. ApOs 0s respectivos tratamentos, 0 meio
foi removido cuidadosamente e foram adicionados 100 yL em cada poc¢o da solucdo de
resazurina (0,015 mg/mL Sigma-aldrich) diluida em meio FluoroBrite™ DMEM (Gibco,
Brasil) sem SFB e antibiotico, na qual as células foram incubadas por 3 horas, a 37 °C
com atmosfera de 5% de CO: e a fluorescéncia correspondente a cada poco foi lida no
Leitor Multideteccao Hibrido Cytation 5 (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA),

em A = excitagao/emissao ~560/590 nm.
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3.5. DETERMINAGAO DAS VIAS DE INTERNALIZAGAO PARA O EFEITO CITOTOXICO DAS
FORMULACOES

Nessa etapa, uma série de estudos foram conduzidas para elucidar os
mecanismos de endocitose e 0 subsequente trafego intracelular das nanoparticulas, bem
como os efeitos da acidificagdo endossomal e sua influéncia no lipossoma sensivel ao
pH. Inicialmente utilizamos citometria de fluxo, a fim de fornecer informacdes da cinética
e dados quantitativos do acumulo de nanoparticulas marcadas com a doxorrubicina, a
qual possui propriedades fluorescentes (A = excitacdo/emissdo ~480/585 nm), sendo
possivel uma deteccao direta do composto estudado, ndo necessitando a marcagédo com
sondas fluorescentes. Na sequéncia, foram utilizados inibidores de endocitose para
auxiliar na discriminacéo entre a(s) via(s) de entrada(s) utilizada(s) pelas nanoparticulas
e inibidores de acidificacdo endossomal para sugerir se 0 ambiente acido das células
tumorais interfere na liberagdo da doxorrubicina no lipossoma sensivel ao pH. Por fim,
verificamos translocagéo da doxorrubicina para o nucleo e para o lisossomo das células
HelLa. Esses estudos foram de vital importancia para esclarecer e comparar 0s
mecanismos de acéo intracelular e a liberacdo da doxorrubicina entre as formulacdes

lipossomais.

3.5.1. DETERMINAGCAO DA CINETICA DE INTERNALIZACAO

Foram plaqueadas 10° células/pogco, em meio de cultura DMEM
suplementado, em placas de 12 pocos e incubadas por 24 horas, a 37 °C com atmosfera
de 5% de CO: (Forma Scientific, EUA). As células foram tratadas com as formulacdes
nas concentracdes de ICso (500 L), determinadas no teste de viabilidade celular, diluidas
em meio DMEM sem SFB e antibi6tico e incubadas a 37 °C com atmosfera de 5% de
CO2, em diferentes tempos: 5 min, 15 min, 30 min, 45 min, 1h, 2h, 4h e 6h.
Posteriormente, o0 meio dos pocos foram sugados e cuidadosamente lavados com PBS
(500 pL Sigma-Aldrich). Foi adicionado tripsina 0,1% (200 uL Sigma-Aldrich) em cada
poco e a amostra foi incubada por 10 minutos. Apds as células se desprenderem, foram
ressuspendidas em solugdo PBS (200 pL Sigma-Aldrich) e transferidas para tubos de

citometria. As amostras foram lidas no citdmetro de fluxo utilizando o laser de Argdnio (A
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= excitagcdo/emissdo ~488/575 nm/canal FLH2) (FACS/Calibur, Becton Dickinson,
Mansfield, MA).

3.5.2. AVALIACAO DA ENDOCITOSE E SEU EFEITO NA CITOTOXICIDADE DAS FORMULAGOES

3.5.2.1. AVALIAGAO DA CITOTOXICIDADE DOS INIBIDORES DE ENDOCITOSE

Foram plagueadas 10* células/poco, em meio de cultura DMEM
suplementado, em placas de 96 pocos e incubadas por 24 horas, a 37 °C com atmosfera
de 5% de CO2 (Forma Scientific, EUA). O meio foi removido cuidadosamente e as células
foram pré-incubadas com 100 pL da solugao de cada inibidor. As células foram incubadas
com trés inibidores em diferentes concentracdes (concentracdes essas, escolhidas em
torno das condicdes de uso sugeridas pelo fabricante): clorpromazina (Sigma-Aldrich) 2,5
MM, 5 uM e 10 uM; filipina lll (Sigma-Aldrich) 5 uM, 10 uM e 20 uM e wortmanina (Cayman
Chemical) 50 nM, 100 nM e 150 nM e um outro grupo controle com 100 uL de meio DMEM
sem SFB e antibiético, por um periodo de 6 horas. Apds o tratamento, todos 0s pogos
foram aspirados e adicionados 100 uL de meio DMEM sem SFB e antibiético por 18 horas
e/ou até totalizar 24 horas de tratamento. Apés esse periodo, o meio foi removido
cuidadosamente e foram adicionados 100 yL em cada poco da solucdo de resazurina
(0,015 mg/mL Sigma-aldrich) diluida em meio FluoroBrite™ DMEM (Gibco, Brasil) sem
SFB e antibiotico no qual as células foram incubadas por 3 horas, a 37 °C com atmosfera
de 5% de CO:2 e a fluorescéncia correspondente a cada poco foi lida no Leitor
Multideteccéo Hibrido Cytation 5 (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA), em A =
excitagcdo/emissao ~560/590 nm.

3.5.2.2. AVALIACAO DO EFEITO CITOTOXICO DA FORMULACAO NA PRESENCA DE INIBIDORES DE
ENDOCITOSE

Foram plagueadas 10* células/poco, em meio de cultura DMEM
suplementado, em placas de 96 pocos e incubadas por 24 horas, a 37 °C com atmosfera
de 5% de CO2 (Forma Scientific, EUA). O meio DMEM foi aspirado e as células foram
pré-incubadas por 30 minutos com 100 uL da solu¢éo de cada inibidor (clorpromazina 10

MM Sigma-Aldrich; filipina Ill 20 pM Sigma-Aldrich; e wortmanina 100 nM Cayman
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Chemical) e um outro grupo com 100 yL de meio DMEM sem SFB e antibiotico. Apos a
incubacéo, os inibidores foram sugados e os poc¢os foram tratados com o ICso de cada
formulacéo, diluidas nos respectivos inibidores, e 0 grupo que continha apenas meio
DMEM sem SFB e antibiotico foi tratado com o ICso de cada formulacdo por 6 horas, a
37 °C em estufa com atmosfera de 5% de CO2. Apds o tratamento, todos 0s po¢os foram
aspirados e adicionados 100 yL de meio DMEM sem SFB e antibiotico por 18 horas e/ou
até totalizar 24 horas de tratamento. ApOs esse periodo, o meio foi removido
cuidadosamente e foram adicionados 100 yL em cada poco da solucdo de resazurina
(0,015 mg/mL Sigma-aldrich) diluida em meio FluoroBrite™ DMEM (Gibco, Brasil) sem
SFB e antibidtico, na qual as células foram incubadas por 3 horas, a 37 °C com atmosfera
de 5% de CO:2 e a fluorescéncia correspondente a cada poco foi lida no Leitor
Multideteccdo Hibrido Cytation 5 (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA), em A=
excitacdo/emissao ~560/590 nm.

3.5.2.3. DETERMINAGAO DA CINETICA DE INTERNALIZAGAO EM PRESENGA DE INIBIDORES DE
ENDOCITOSE

Foram plaqueadas 10° células/pogco, em meio de cultura DMEM
suplementado, em placas de 12 pocos e incubadas por 24 horas, a 37 °C com atmosfera
de 5% de CO:2 (Forma Scientific, EUA). As células foram pré-tratadas com os inibidores
de acidificacdo endossomal clorpromazina (10 uM Sigma-Aldrich), filipina Il (20 puM
Sigma-Aldrich) e wortmanina (100 nM Cayman Chemical) por 30 min e logo em seguida
tratadas com as formulac6es nas concentracbes de ICso diluidas nos respectivos
inibidores (500 uL), determinadas no teste de viabilidade celular, diluidas em meio DMEM
sem SFB e antibiotico e incubadas a 37 °C com atmosfera de 5% de CO2, em diferentes
tempos: 30 min, 1h, 4h e 6h. Posteriormente, o meio dos pocos foram sugados e
cuidadosamente lavados com 500 pL da solugcdo PBS (Sigma-Aldrich). Foi adicionado
200 pL de tripsina 0,1% (Sigma-Aldrich) em cada pogo e a amostra foi incubada por 10
minutos. Apds as células se desprenderem, foram ressuspendidas em PBS (200 pL
Sigma-Aldrich) e transferidas para tubos de citometria. As amostras foram lidas no
citometro de fluxo utilizando o laser de Argdnio (A = excitagcdo/emissdo ~488/575
nm/canal FLH2) (FACS/Calibur, Becton Dickinson, Mansfield, MA).
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3.5.3. AVALIACAO DA ACIDIFICACAO ENDOSSOMAL E SEU EFEITO NA CITOTOXICIDADE DAS

FORMULACOES

3.5.3.1. VALIDAGAO DOS INIBIDORES DE ACIDIFICAGAO ENDOSSOMAL
Foram plaqueadas 10* células/poco, em meio de cultura DMEM
suplementado, em placas de 96 pocos e incubadas por 24 horas, a 37 °C com atmosfera
de 5% de CO: (Forma Scientific, EUA). Para a avaliagdo do efeito dos inibidores na
acidificacdo de organelas acidas (endossomos tardios e lisossomos), inicialmente as
células foram incubadas com LysoTracker Red DND-99 (Invitrogen), para isso o meio foi
removido cuidadosamente e as células foram incubadas por 30 minutos com 80 uL da
solucéo com inibidor e 20 uL da solucédo de LysoTracker Red DND-99 (Invitrogen). As
células foram incubadas com trés inibidores em diferentes concentra¢des: cloroquina
(Sigma-Aldrich) 10 uM, 20 puM e 50 uM; bafilomicina (Cayman Chemical) 0,1 uM, 0,5 uM
e 1 uM e 3-MA (Sigma-Aldrich) 2,5 mM, 5 mM e 10 mM, concentragdes essas, escolhidas
em torno das condi¢des de uso sugeridas pelo fabricante. Posteriormente, as imagens
foram feitas no Leitor Multideteccdo Hibrido Cytation 5 (BioTek Instruments, Inc.,
Winooski, VT, USA) na incubacéo, as placas foram visualizadas usando uma objetiva de
20x configurado com cubos de luz RFP. O gerador de imagens utiliza uma combinacao
de fontes de luz LED em conjunto com filtros passa-banda e espelhos dicréicos para
fornecer luz de comprimento de onda apropriada. O cubo de luz RFP usa uma excitacao
531/40 e 593/40 filtros de emiss&o. Além disso, a fluorescéncia do LysoTracker Red DND-
99 (RFP ex / em ~ 531/593 nm) foi medida apds 30 minutos de incubacao e incubou-se

novamente e essas mesmas imagens foram feitas apés 4 horas.
Utilizando o Fiji (Schindelin et al. 2012) as células foram circuladas e foi medida
a intensidade em pixels integrada utilizada para calcular a CTCF (correted total cell
fluorescence) que é = Intensidade integrada - area da célula selecionada X média da

fluorescéncia do background da imagem.
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3.5.3.2. AVALIAGAO DA CITOTOXICIDADE DAS CELULAS HELA EM PRESENGA DOS INIBIDORES
DE ACIDIFICAGAO ENDOSSOMAL

Foram plagueadas 10* células/poco, em meio de cultura DMEM
suplementado, em placas de 96 pocos e incubadas por 24 horas, a 37 °C com atmosfera
de 5% de CO:z (Forma Scientific, EUA). O meio foi removido cuidadosamente e as células
foram pré-incubadas com 100 pL da solugao de cada inibidor. As células foram incubadas
com trés inibidores em diferentes concentracdes: cloroquina (Sigma-Aldrich) 10 uM, 20
UM e 50 uM; bafilomicina (Cayman Chemical) 0,1 uM, 0,5 uM e 1 uM e 3-MA (Sigma-
Aldrich) 2,5 mM, 5 mM e 10 mM e um outro grupo controle com 100 yL de meio DMEM
sem SFB e antibiético por 4 horas. Apés o tratamento, todos os pocos foram aspirados e
adicionados 100 uL de meio DMEM sem SFB e antibi6tico por 18 horas e/ou até totalizar
24 horas de tratamento. ApGs esse periodo, o meio foi removido cuidadosamente e foram
adicionados 100 pL em cada pogo da solucéo de resazurina (0,015 mg/mL Sigma-aldrich)
diluida em meio FluoroBrite™ DMEM (Gibco, Brasil) sem SFB e antibiético no qual as
células foram incubadas por 3 horas, a 37 °C com atmosfera de 5% de CO: e a
fluorescéncia correspondente a cada poco foi lida no Leitor Multideteccdo Hibrido
Cytation 5 (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA), em A = excitacdo/emissao
~560/590 nm.

3.5.3.3. AVALIACAO DO EFEITO CITOTOXICO DAS FORMULACOES NA PRESENCA DOS INIBIDORES
DE ACIDIFICAGAO ENDOSSOMAL

Foram plagueadas 10* células/poco, em meio de cultura DMEM
suplementado, em placas de 96 pocos e incubadas por 24 horas, a 37 °C com atmosfera
de 5% de CO2 (Forma Scientific, EUA). O meio DMEM foi aspirado e as células foram
pré-incubadas por 30 minutos com 100 pL da solugao de cada inibidor cloroquina (20 pM
Sigma-Aldrich), bafilomicina (0,5 pM Cayman Chemical) e 3-MA (2,5 mM Sigma-Aldrich)
e um outro grupo com 100 pL de meio DMEM sem SFB e antibiético. Apos a incubacéo,
os inibidores foram sugados e os poc¢os foram tratados com o ICso de cada formulagéo,
diluidas nos respectivos inibidores, e o grupo que continha apenas meio DMEM sem SFB
e antibiotico foi tratado com o ICso de cada formulacdo por 4 horas, a 37 °C em estufa
com atmosfera de 5% de CO2. ApOs o tratamento, todos os pocos foram aspirados e
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adicionados 100 yL de meio DMEM sem SFB e antibidtico por 18 horas e/ou até totalizar
24 horas de tratamento. Apés esse periodo, o meio foi removido cuidadosamente e foram
adicionados 100 uL em cada poco da solucéo de resazurina (0,015 mg/mL Sigma-aldrich)
diluida em meio FluoroBrite™ DMEM (Gibco, Brasil) sem SFB e antibiotico, na qual as
células foram incubadas por 3 horas, a 37 °C com atmosfera de 5% de CO:z e a
fluorescéncia correspondente a cada poco foi lida no Leitor Multideteccdo Hibrido
Cytation 5 (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA), em A = excitagao/emisséo
~560/590 nm.

3.6. DETERMINAGCAO DO MECANISMO DE MORTE CELULAR DAS FORMULAGOES POR AVALIAGCAO
DE CASPASE-3 CLIVADA

A ativacdo das proteases da familia das caspases € um dos eventos mais
importantes da apoptose. Assim, técnicas como a imunocitoquimica utilizando anticorpos
especificos que reconhecem as formas ativas das caspases, auxiliando na detec¢édo da
apoptose.

Foram plaqueadas 10° células/poco em laminulas 18 mm pré-tratadas com
Poly-L-lisine Hydrochloride (Sigma-Aldrich) utilizando o meio de cultura DMEM
suplementado. As placas foram incubadas por 24 horas, a 37 °C com atmosfera de 5%
de CO2 (Forma Scientific, EUA). A seguir, as células foram tratadas com as formula¢des
nas concentracdes de ICso, determinadas no teste de viabilidade celular, diluidas em meio
DMEM sem SFB e antibi6tico e incubadas por 6, 12 e 24 horas, a 37 °C com atmosfera
de 5% de CO:2. ApGs o término dos tratamentos as células foram lavadas com solucao
PBS (Sigma-Aldrich), fixadas por 20 minutos com paraformaldeido 4% (PFA 4% Sigma-
Aldrich em solucdo PBS Sigma-Aldrich) a temperatura ambiente, apos a fixacdo as
células foram lavadas por 3 vezes com solucdo PBS (Sigma-Aldrich). Em seguida, as
células foram incubadas com solucéo glicina (0,1 M Fisher Scientific em solugédo PBS
Sigma-Aldrich) por 20 minutos, permeabilizadas com Triton X-100 (0,2% Sigma-Aldrich
em solucdo PBS Sigma-Aldrich) por 2 minutos e bloqueadas com solu¢ao de SFB 10%
(em solugédo PBS Sigma-Aldrich) por cinco minutos. Subsequentemente, as amostras
foram incubadas com o anticorpo para Caspase 3 clivada (Aspl175) anti-coelho mAb

(Rabbit mAb - Cell Signaling) por 60 minutos a 37 °C em camara Umida. As laminulas
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foram lavadas, por 1 minuto, trés vezes com PBS (Sigma-Aldrich). Apos, foram incubadas
com o anticorpo secundario Alexa Fluor® 647 anti-coelho IgG (ThermoFisher Scientific,
Molecular Probes, Oregon, EUA) e para marcacao dos nucleos utilizou-se DAPI (4',6
diamidino-2-fenilindol Enzo Life Sciences), que € marcador de DNA, por 30 minutos a 37
°C em camara umida. Por fim, as laminulas foram lavadas novamente em PBS (Sigma-
Aldrich) por trés vezes e as laminulas foram montadas em laminas de vidro utilizando o
meio de montagem aquoso Faramount, Dako (Cell signaling technology, 2013). As
amostras foram analisadas usando um microscopio confocal da marca Leica, modelo
TCS SP5, equipado com lentes de imersdao 63x, sendo posteriormente analisadas
utilizando o software CellProfiler (Carpenter et al. 2006).

3.7. FORMA DE ANALISE DOS RESULTADOS

Os resultados apresentados foram analisados pelo software Graphpad Prism
6.0 (GraphPad Softwares, EUA), cujos resultados foram expressos como média + desvio
padrdo da média de trés experimentos independentes realizados em triplicata. Foi
considerada significancia estatistica quando p < 0,05. Para analise de normalidade dos
dados, utilizou-se o teste “t” de Student, para diferencas entre as variaveis com
distribuicdo normal foram submetidas a andlise de variancia (ANOVA), seguida de pés
teste de Tukey para andlises de trés ou mais grupos, e seguida do pés teste de Dunnet

para comparar os diferentes grupos com o grupo controle.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. AVALIACAO CITOTOXICA DAS FORMULAGOES LIPOSSOMAIS EM CELULAS HELA

Para investigar os mecanismos moleculares das formulacdes lipossomais
contendo doxorrubicina, inicialmente determinou-se a viabilidade em células HelLa apos
o tratamento com doxorrubicina livre, para posteriormente compara-las com o efeito das
formulagdes lipossomais utilizando o método de reducéo do MTT.

A Figura 11 mostra a curva de viabilidade das células HeLa (0,001 uM a 100
pUM) tratadas no periodo de 24 horas com doxorrubicina livre solubilizada em tampéo
HEPES (N-(2-hidroxietil) piperazina-N'-(2-acido etanosulfnico)). E possivel observar
uma curva dose-resposta e determinar a concentracdo responsavel pela reducdo em
50% da viabilidade celular (ICso0). A regresséo sigmoidal dos dados resultou em um alto
coeficiente de correlacédo (R? = 0,983) e um valor de ICso para a doxorrubicina de 2,50 +
0,36 pM. Na literatura foram encontrados valores muito préximos aos valores
determinados pelo nosso grupo, tais como, 1,64 uM e 2,20 uM (Manohar et al. 2013; Pan,
Qiu, e Hong 2015).

Como as formulacdes lipossomais séo suspensas em HEPES, afim de evitar
qualquer influéncia do solvente utilizado nos experimentos, realizou-se uma curva de
viabilidade em células HelLa usando volume méaximo (20 pL) usado nos experimentos e
nao foi encontrada influéncia significativa na viabilidade celular exposta, tendo como
resultado 102,9 + 5,76 % de células viaveis comparadas ao grupo controle (a saber,
DMEM sem SFB e sem antibiético) 100 + 5,49 %. Portanto, conclui-se que o tampéao
HEPES néo apresenta citotoxicidade no modelo utilizado. Mesmo assim, em todos os
demais experimentos realizados essa solucao foi utilizada como controle (valores nao
apresentados nos resultados a seguir), mas utilizados como um controle de qualidade do

experimento.
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Figura 11. Citotoxicidade da doxorrubicina livre em células de cancer HeLa. As células foram
tratadas com doxorrubicina, diluida em HEPES, nas seguintes concentragdes: 0,001 pM; 0,005 puM;
0,01 puM; 0,05 puM; 1 puM; 5 puM; 10 uM; 100 uM. Os tratamentos foram realizados por um periodo de
24 horas, incubadas em estufaa 37 °C e 5% de CO.. A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de
reducdo do MTT. O grupo controle, ndo tratado, foi considerado como 100% de viabilidade celular.
Resultados expressos como média + desvio padrao de trés experimentos independentes (n=3).

Na investigagdo da citotoxicidade das formulagfes lipossomais em células
Hela, foi possivel observar (Figura 12 e Figura 13) que os valores de viabilidade celular
encontrados foram relativamente altos, chegando a 300% do grupo controle. Indicando
gue o tratamento com lipossomas induziria a um crescimento celular significativo, o que
era pouco provavel pelo pouco tempo de tratamento, e na inspecao visual ao microscépio
nao foi observado um crescimento celular significativo relativo ao grupo controle.
Eliminando-se assim a possibilidade de alguma variavel como erro experimental, pois o
experimento foi realizado em trés dias independentes, supfe-se que a interferéncia seja
oriunda das formulacdes lipossomais, possivelmente pelo aumento do espalhamento de
luz em 570 nm, pois isso néo foi observado nos ensaios com doxorrubicina livre (Figura
11). Além disso, a interferéncia de lipossomas no teste de redugéo de MTT ja foi descrita
na literatura (Angius e Floris 2015) e observada pelo nosso grupo em outros ensaios com

formulagdes contendo nanoparticulas lipidicas (dados ndo mostrados).
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Figura 12. Citotoxicidade das formulacBes lipossomais vazias em células de cancer HelLa. As
células foram tratadas com lipossoma nédo sensivel ao pH (hSpHL) e sensivel ao pH (SpHL) diluidas
em HEPES, em concentra¢@es de 0,001 puM; 0,05 uM; 1 uM e 100 uM. Os tratamentos foram realizados
por um periodo de 24 horas, incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO:2. A viabilidade celular foi
avaliada pelo ensaio de reducéo de MTT. O grupo controle, ndo tratado, foi considerado como 100%
de viabilidade celular. Resultados expressos como média = desvio padrdo de trés experimentos
independentes (n=3).
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Figura 13. Citotoxicidade das formulag@es lipossomais contendo doxorrubicina em células de
cancer HelLa. As células foram tratadas com lipossoma né&o sensivel ao pH com doxorrubicina
(nSpHLdoxo) e sensivel ao pH com doxorrubicina (SpHLdoxo) diluidas em HEPES, em
concentracdes de 0,001 uM; 0,005 uM; 0,01 uM; 0,05 uM; 1 uM; 5 uM; 10 uM; 100 uM. Os tratamentos
foram realizados por um periodo de 24 horas, incubadas em estufaa 37°C e 5% de CO.. A viabilidade
celular foi avaliada pelo ensaio de reducao de MTT. O grupo controle, ndo tratado, foi considerado
como 100% de viabilidade celular. Resultados expressos como média + desvio padrdo de trés
experimentos independentes (n=3).
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Apds observar que o teste de redugcdo de MTT néo foi um método adequado
para a determinacédo da viabilidade de células expostas a tratamentos com formulacdes
lipossomais, procurou-se uma alternativa que utilizasse um principio diferente daquele
utilizado pelo teste de reducdo do MTT (i.e., absorbancia). Dentre as opc¢des decidiu-se
testar dois métodos de viabilidade celular para avaliar se havia interferéncia com os
lipossomas vazios, o método de calceina (Figura 15 A e C) e o método de resazurina
(Figura 15 B e D), ambos aferem a viabilidade celular utilizando fluorescéncia. Como
mostra a Figura 15 A e C, e Figura 15 B e D, esses testes ndo sofreram as mesmas
limitacdes técnicas apresentadas pelo ensaio de reduc¢do do MTT. Portanto, as leituras
ndo apresentaram quaisquer interferéncias notaveis na presenca das formulacfes
lipossomais (nSpHL e SpHL).

Apoés a certificacdo que o método de calceina e resazurina ndo sofreram
influéncia dos lipossomas na viabilidade celular, comparou-se os valores de
doxorrubicina livre obtidos pelos trés métodos (MTT, calceina e resazurina) (Figura 14),
com a finalidade de validar as metodologias para continuidade dos experimentos e
comparacdes das formulacbes (nSpHLdoxo e SpHLdoxo). Dessa forma, foi possivel
determinar a viabilidade celular utilizando a doxorrubicina livre pelos trés métodos, que
tiveram valores de ICso para a doxorrubicina livre de 2,50 + 0,36 uM pelo método de MTT;
3,01 + 0,28 uM pelo ensaio de calceina; e 3,22 + 1,28 uM pelo método de resazurina.
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Figura 14. Citotoxicidade da doxorrubicina livre em células de cancer HelLa avaliada pelo ensaio
com calceina, MTT e resazurina respectivamente. As células foram tratadas com doxorrubicina
solucdo estoque de 2 mg/ml, diluida em HEPES, em concentra¢8es de 0,001 uM; 0,005 pM; 0,01 pM;
0,05 uM; 1 pM; 5 uM; 10 uM; 100 pM. Os tratamentos foram realizados por um periodo de 24 horas,
incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO2. O grupo controle néo tratado foi considerado como 100%
das células na viabilidade celular. Resultados expressos como média + desvio padrdo de trés
experimentos independentes (n=3).

Na Tabela 2 estédo apresentados os valores da concentracao inibitéria em 50
de reducdo de viabilidade (ICso) com 0s seus respectivos desvios padrdo. Através da
analise estatistica comparou-se os testes de calceina e resazurina com o método de
MTT. Por fim, como nédo foram encontradas diferencas significativas, os resultados
indicam que os métodos sdo intercambidveis para a avaliagcdo da citotoxicidade da
doxorrubicina livre. Isso também confirmou que os valores obtidos sdo comparaveis aos

encontrados na literatura e discutidos anteriormente.
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Tabela 2. Valores da concentracdo inibitoria 50 (ICso0) em células HelLa tratadas com doxorrubicina
livre avaliado pelos métodos de reducdo de MTT, calceina e resazurina. Ndo houve diferenca
significativa (p > 0,05) entre os métodos de viabilidade celular, determinada pelo teste “t” de
Student. Cada valor representa a média + D.P de trés experiéncias independentes (n=3).

MTT Calceina Resazurina
% Doxorrubicina livre (UM)
ICso 2,50+ 0,36 3,01+0,28 3,22+1,28

A avaliacdo da toxicidade dos lipossomas vazios foi realizada a partir da
concentracdo lipidica maxima (280 uM), relativa a maxima concentracdo utilizada nos
estudos com os lipossomas contendo doxorrubicina encapsulada. Verificou-se que tanto
as formulacdes sensiveis como as ndo sensiveis ao pH ndo apresentaram toxicidade e
nem interferéncia na avaliacdo da viabilidade celular pelos métodos de calceina e
resazurina, de acordo com a curva dose-resposta obtida (Figura 15 A e B), confirmados
pela observacao das células ao microscopio. A partir dos resultados descritos iniciou-se
a investigacao da hipotese principal: avaliar a possivel diferenca na entrega intracelular
de doxorrubicina por lipossomas sensiveis comparados a ndo sensiveis ao pH e a
doxorrubicina livre, com a finalidade de correlacionar com os resultados in vivo ja
descritos por Silva et al. 2016.

Na Figura 15 C e D, temos a curva de viabilidade celular na qual observa-se
que as formulacdes dos lipossomas sensiveis ao pH carreando doxo (SpHLdoxo)
possuem um efeito citotéxico maior (2,75 uM £ 0,33 e 2,16 uM £ 0,22) quando comparadas
com a formulacdo ndo sensivel ao pH carreando doxo (nSpHLdoxo 9,69 + 2,92 uM e
27,73 + 9,6 uM) em ambos os métodos de viabilidade celular (calceina e resazurina

respectivamente) como demonstrado na Tabela 3.
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Figura 15. Citotoxicidade das formulacdes lipossomais vazias e formula¢gdes lipossomais contendo
doxorrubicina em células de cancer HeLa. As células foram tratadas com lipossoma néo sensivel
ao pH (nSpHL) e sensivel ao pH (SpHL) diluidas em HEPES, em concentra¢fes de 35 uM; 70 uM; 140
MM e 280 uM (concentracdo lipidica). (A) Viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio com calceina;
(B) Viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio com resazurina. As células foram tratadas com
lipossoma nado sensivel ao pH carreando doxo (nSpHLdoxo) e sensivel ao pH carreando doxo
(SpHLdoxo) diluidas em HEPES, em concentragcdes de 0,001 pM; 0,05 pM; 1 pM e 100 puM
(concentragdo de doxorrubicina). (C) Viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio com calceina; (D)
Viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio com resazurina. Os tratamentos foram realizados por
um periodo de 24 horas, incubadas em estufa a 37°C e 5% CO2. O grupo controle ndo tratado foi
considerado como 100% das células na viabilidade celular. Resultados expressos como média +
desvio padréo de trés experimentos independentes (n=3).

Para corroborar a curva de viabilidade celular pelo método de calceina, foi
adquirido imagens por fluorescéncia (Figura 16), onde pode-se observar as células
vidveis, em verde, marcacao para calceina e a marcacao nuclear por Hoechst 33342, o
qual se liga ao DNA nuclear corando-o de azul. Para a marcacdo das células
consideradas mortas, seria necessario uma marcacao especifica, como por exemplo
usando o marcador de nucleo lodeto de Propidio (PI), pois esse marcador € impermeavel
a membrana celular, portanto diferenciaria as células que nao estdo viaveis, mas

infelizmente a emisséo de fluorescéncia do Pl é na regido do vermelho, o que causa
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sobreposicado com o espectro de emisséo da doxorrubicina e como 0 mecanismo de acao
da doxorrubicina é através da ligacdo ao DNA ndo seria possivel distinguir entre a
marcacao do Pl e da doxorrubicina.

Ao observar a imagem pelo contraste de fase, a esquerda, as células com
alteracdo da morfologia e citoplasma reduzido, caracteristicas de células mortas, séo as
que tem somente o0 ndcleo marcado. Portanto, nesse estudo, as células que
apresentaram apenas marcacao nuclear, foram consideradas mortas, ja que a auséncia

da fluorescéncia verde indica que essas células ndo estdo com a membrana integra.
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Figura 16. Imagens representativas da avaliagdo da permeabilidade celular em células HelLa por
microscopia de fluorescéncia. Linhas: (A) e (B) — grupo controle; (C) e (D) — IC50 no tratamento de
doxorrubicina livre; (E) e (F) - ICso no tratamento nSpHLdoxo; (G) e (H) - IC50 no tratamento
SpHLdoxo. Colunas: 1- imagem de campo claro; 2 — sobreposicdo das marcacdes com Hoechst
33342 (DAPI - azul) e Calceina (GFP - verde). Barra de escala: 300 um.
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Na Tabela 3 encontram-se descritos os valores da concentracao inibitéria 50
(ICs0) das formulac6es em ambos o0s ensaios (calceina e resazurina), obtidos a partir das
curvas de viabilidade (Figura 15). As concentracdes inibitérias foram comparadas pela
analise estatistica e como nao foram encontradas diferencas significativas, os resultados
indicam que os métodos sao intercambiaveis para a avaliagdo da citotoxicidade das

formulagoes.

Tabela 3. Valores da concentracgao inibitdria 50 (ICso) para os tratamentos com doxorrubicina livre,
nSpHLdoxo e SpHLdoxo utilizando o método de calceina e de resazurina. Ndo houve diferenca
significativa (p > 0,05) entre os métodos de viabilidade celular, determinada pelo teste “t” de
Student. Resultados expressos como média + desvio padrao de trés experimentos independentes
(n=3).

Doxo livre (uUM) nSpHLdoxo (UM doxo) SpHLdoxo (UM doxo)
% Calceina Resazurina Calceina Resazurina Calceina Resazurina
ICso 3,01 +0,28 3,22 +1,28 9,69 + 2,92 27,73+ 9,6 2,75+0,33 2,16+0,22

Apoés a determinacao dos valores da concentracdo inibitéria 50 (ICso) para os
tratamentos de 24 horas usando as duas metodologias, decidiu-se avaliar se a
citotoxicidade era tempo-depende. Para isso, a citotoxicidade das formulacbes em
células HelLa foram realizadas nos tempos de 6, 12 e 24 horas. Na Figura 17, observa-
se que somente no tempo de 24 horas as formulacdes foram citotdxicas, determinando
assim esse tempo para os demais experimentos, cuja etapa seguinte foi aprofundar os
conhecimentos sobre o acumulo intracelular de doxorrubicina e o mecanismo de

internalizacdo em células Hela.



56

m

Resazurina

-

Calceina mm Doxo livre
120- 120- mm nSpHLdoxo

SpHLdoxo

1004 1004 - T

0
o
1

LY

i

o
1
—

Viabilidade celular (%)
N [o)]
< <
Viabilidade celular (%)
[«2]
<
L

(=]
I
o
1

(]
3¢ & I8 N & & Rl

Tempo N Tempo

Figura 17. Citotoxicidade utilizando os ICso dos tratamentos com doxorrubicina em tempos 6, 12 e
24 horas. As células foram tratadas com nSpHLdoxo e SpHLdoxo, com a concentracdo do IC50 de
cada formulacéo. Os tratamentos foram realizados por um periodo de 6, 12 e 24 horas, incubadas
em estufaa 37°C e 5% CO:. (A) Viabilidade celular avaliada pelo ensaio com calceina; (B) Viabilidade
celular avaliada pelo ensaio com resazurina. O grupo controle néo tratado foi considerado como
100% das células na viabilidade celular e esse parametro foi utilizado para a normalizacao de cada
tempo. Resultados expressos como média + desvio padrdo de trés experimentos independentes
(n=3). A analise estatistica foi realizada utilizando o teste Two-Way ANOVA e de comparacgéo
multipla pelo Tukey Test. Nivel de significancia p < 0,05.

Apoés avaliar que os métodos sdo intercambidveis para a avaliacdo da
citotoxicidade das formulacdes, decidiu-se dar continuidade aos experimentos com o
método de resazurina. Ao comparar o valor da concentracéo inibitéria 50 (ICso) entre as
formulacbes (Tabela 4) pelo método de resazurina, no periodo de 24 horas, foram
encontradas diferencas significativas somente da formulacdo nSpHLdoxo (27,73 uM +
9,6) entre a doxo livre (3,22 uM + 1,28) e SpHLdoxo (2,16 uM £ 0,22).

Tabela 4. Comparacgdo entre os valores da concentracgdo inibitéria 50 (ICso) para os tratamentos com
doxorrubicina livre, nSpHLdoxo e SpHLdoxo utilizando o0 método de calceina e de resazurina. As
diferencgas (p < 0,05) foram determinadas pelo teste “t” de Student realizado aos pares em relagéo
aos grupos descritos com letras: ‘a’ grupo Doxorrubicina livre, ‘b’ grupo nSpHLdoxo e ‘c’ grupo
SpHLdoxo.

% Doxo livre (uUM) nSpHLdoxo (UM doxo) SpHLdoxo (uM doxo)
ICs0 3,22+1,28 27,73 +9,6 ®° 2,16 £ 0,22

Com base nesses resultados podemos verificar que a encapsulacdo de
doxorrubicina em lipossomas sensiveis ao pH ndo reduzem seu efeito citotéxico. Como

observado in vivo, ha um acumulo maior do lipossoma sensivel ao pH em relagdo ao néo
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sensivel no sitio do tumor, podendo inferir que os lipossomas sensiveis ao pH podem
possuir o mesmo efeito farmacoldgico que a doxorrubicina livre, porém com menor
toxicidade sistémica devido ao acumulo tumoral observado por Silva et al. 2016. Com
esses dados justifica-se a continuacéo das investigacdes dos mecanismos moleculares

in vitro.

4.2. AVALIACAO DO ACUMULO INTRACELULAR E DO MECANISMO DE INTERNALIZAGCAO DE
DOXORRUBICINA POR ENDOCITOSE

4.2.1. ACUMULO INTRACELULAR DE DOXORRUBICINA LIVRE E ENCAPSULADA

Com o estudo do processo de endocitose das formulagdes lipossomais
carreadoras de doxorrubicina em células HelLa, buscou-se elucidar e investigar os
mecanismos de agéo e possiveis diferencas entre as mesmas. Inicialmente avaliou-se a
cinética de internalizacdo das formulaces em diferentes tempos, utilizando a citometria
de fluxo, uma técnica que permite avaliar individualmente as células através da
focalizacdo hidrodinamica em um capilar e também analisar milhares de células por
segundo para obter resultados dependentes das propriedades intrinsecas das amostras,
como tamanho das células, granulosidade e intensidade da fluorescéncia.

Para a analise foram consideradas 10 mil células como padréo para os testes
descritos abaixo. Na Figura 18 o gréafico relaciona a porcentagem de células que
apresentaram fluorescéncia emitida pela doxorrubicina em diferentes tempos de
exposicao (5, 15, 30, 45 minutos e 1, 2, 4 e 6 horas) incubadas com o I1Cso (3,22 uM) da
doxorrubicina livre obtidas no método de viabilidade de resazurina, nos permitindo avaliar
a quantidade de células que internalizou o farmaco e estimar assim a prevaléncia desse
efeito na populacéo de células.

A partir da andlise da cinética de internalizagdo verificou-se que a doxo livre
apresentou o mesmo perfil que o SpHLdoxo atingindo 100% de internalizagéo no tempo
de 1 hora, em contrapartida, o nSpHLdoxo a partir de 15 min seu perfil foi
significativamente menor até 1 hora de exposicéo, alcancando 100% de internalizacao
somente a partir de 4 horas. Sendo assim, uma possivel explicacdo para essa diferenca

é que a formulacdo nSpHLdoxo néo so6 € internalizada com menor propor¢do, mas que
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h& uma diferenca na liberagdo do farmaco e seu acesso ao nucleo demora mais tempo
do que as outras formulacdes (resultados descritos a seguir), podendo ter afetado o

padrao de fluorescéncia do farmaco.
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Figura 18. Cinética de internalizacao de diferentes formula¢des contendo doxorrubicina no tempo
em células HelLa. A internalizacdo foi obtida através da multiplicagdo do nimero de células pela
média de fluorescéncia de doxorrubicina (canal FLH2). As células foram tratadas com as
formulac6es de doxorrubicina (Doxo livre, nSpHLdoxo e SpHLdoxo) durante 5 min, 15 min, 30 min,
45 min, 1 hora, 2 horas, 4 horas e 6 horas, tripsinizados e acessados por citometria de fluxo.
Resultados expressos como média = desvio padrdo de trés experimentos independentes (n=3). A
analise estatistica foi realizada utilizando o teste Two-Way ANOVA e de comparacao multipla pelo
Tukey Test. Nivel de significancia *p < 0,05.

Como mencionado anteriormente, a citometria de fluxo avalia a intensidade de
fluorescéncia do sinal analisado. Em nosso contexto, esse valor estaria relacionado com
a quantidade de farmaco (i.e., doxorrubicina) no interior das células. Na Figura 19, pode-
se observar que apés 1 hora de tratamento, houve um aumento significativo na
intensidade de fluorescéncia na doxo livre quando comparada com as formulacdes
nSpHLdoxo e SpHLdoxo. A intensidade de fluorescéncia depende ndo s6 da
concentracdo do composto, mas também do ambiente quimico em que este se encontra.
Portanto, a diferenca observada aqui ndo pode ser interpretada diretamente (i.e., ndo se
pode afirmar que um tratamento tem o dobro de concentragc&o que outro em determinado
tempo). E descrito que a doxorrubicina sofre supresséo de fluorescéncia (do inglés,

quenching) quando esta em alta concentracdo, o que pode acontecer quando
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incorporada as formulacdes lipossomais e quando ligada ao DNA (Mohan e Rapoport
2010). Esse efeito tem implicacfes diretas para nosso estudo, pois se a concentracdo de
uma populacéo fluorescente de moléculas intracelulares de doxorrubicina exceder um
limite particular, a fluorescéncia celular medida por citometria de fluxo ndo é diretamente

correlacionada a concentragdo real de doxorrubicina intracelular.
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Figura 19. Acumulo intracelular de diferentes formula¢gdes contendo doxorrubicina no tempo em
células HelLa. A internalizacéo foi obtida pela multiplicagdo do nimero de células pela média de
fluorescéncia dadoxorrubicina (canal FLH2). As células foram tratadas como o ICso das formulagdes
de doxorrubicina (Doxo livre, nSpHLdoxo e SpHLdoxo) durante 5 min, 15 min, 30 min, 45 min, 1
hora, 2 horas, 4 horas e 6 horas, tripsinizados e acessados por citometria de fluxo. Resultados
expressos como média = desvio padrdo de trés experimentos independentes (n=3). A andlise
estatistica foi realizada utilizando o teste Two-Way ANOVA e de comparac¢do multipla pelo Tukey
Test. Nivel de significancia *p < 0,05.

Para melhor entender o perfil de internalizacdo e distribuicdo intracelular da
doxorrubicina livre e carreada pelos lipossomas, utilizou-se a microscopia de
fluorescéncia (Figura 39 em anexo) e posteriormente a microscopia confocal (Figura 20).

As imagens apresentadas na Figura 20, mostram que o tratamento com
doxorrubicina leva a uma marcagao nuclear, uma vez que o farmaco € um intercalante
de DNA (Vijay et al. 2018). A analise da intensidade de fluorescéncia foi feita pelo
software CellProfiler, no qual o nucleo foi utilizado para formar a primeira mascara (azul)
e a segunda mascara (branco) delimita o perimetro celular marcada por caspase (borda
da célula) (Figura 20 B).
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A partir da segmentacdo da imagem, foi possivel dividi-la em duas regides
intrinsecas (citoplasma e ndcleo), nas quais mediu-se a distribuicdo da intensidade
integrada da doxorrubicina (Figura 20 B), sendo representada a intensidade da célula

como um todo, do citoplasma e do nucleo.

Figura 20. Analise de distribuicdo da intensidade integrada da doxorrubicina em células HelLa.
Imagens representativas. Para a analise da intensidade integrada da doxorrubicina, foi utilizado o
meétodo de divisdo da célulaem duas regides para analisar adistribuicdo daintensidade. (A) Imagem
representativa da segmentacéo da célula; (B) Zoom de uma célula segmentada em duas regides (1
representa o nlcleo e 2 o perimetro da célula). Imagem representativa das mascaras geradas pelo
CellProfiler para segmentar o ntcleo (em azul) e o perimetro da célula (em branco). Escala =50 um.

Com a finalidade de determinar a localizacao de doxorrubicina intracelular, as
células foram tratadas com o ICso (3,22 uM) da doxorrubicina livre obtidas pelo método
de viabilidade celular resazurina, nos tempos de 6, 12 e 24 horas. As imagens foram
adquiridas pelo confocal e tratadas pelo software CellProfiler e foi determinado os valores
isolados da intensidade integrada de fluorescéncia da doxorrubicina na célula total, no
citoplasma e nucleo.

Nos resultados relativos a intensidade de doxorrubicina na célula total,
evidenciou que a doxo livre e o SpHLdoxo apresentam um mesmo perfil de intensidade
de fluorescéncia nos tempos de 6, 12 e 24 horas (Figura 21, Figura 22 e Figura 23).

Pode-se verificar que no tempo de 6 horas (Figura 21), houve uma intensidade
de fluorescéncia maior no nucleo em comparacao com o citoplasma nos tratamentos de

doxo livre e SpHL, sugerindo um acumulo maior de doxorrubicina neste local, em
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contrapartida, o nSpHLdoxo demonstrou ter acimulo menor no nucleo, no mesmo
periodo.
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Figura 21. Intensidade de fluorescéncia da doxorrubicina em células HeLa apds tratamento com as
formulag¢fes. As [aminas foram preparadas utilizando laminulas em placas de 12 po¢os onde 4,0 x
10° células foram plaqueadas por poco. As células foram tratadas com o ICso (3,22 uM) da
doxorrubicina livre. Ap6s o periodo de 6 horas, o material foi fixado com PFA 4% e,
subsequentemente, as imagens foram adquiridas por microscopia confocal. Em vermelho est4 a
marcacdo com doxorrubicina. (A) Doxorrubicina livre; (B) nSpHLdoxo; (C) SpHLdoxo; (D)
intensidade integrada da doxorrubicina na célula total, no citoplasma (E) e no nuacleo (F). Nivel de
significancia p < 0,05. Onde (i) mostra a diferenca significativa entre doxo livre e nSpHLdoxo; (ii)
diferenca significativa entre SpHLdoxo e nSpHLdoxo; e (iii) diferenca significativa entre doxo livre
e SpHLdoxo.

No tempo de 12 horas, Figura 22, podemos verificar que a intensidade de
fluorescéncia da doxo livre e do SpHLdoxo encontram-se semelhantes ao que foi
observado em 6 horas, ou seja a doxorrubicina esta mais presente no nucleo (intensidade
maior de doxorrubicina no nucleo). Por outro lado o nSpHLdoxo manteve a distribuicdo

de fluorescéncia similar entre o nucleo e o citoplasma, nos tempos de 6 e 12 horas.
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Porém no tempo de 24 horas, Figura 23, podemos verificar que a intensidade
de fluorescéncia da doxo livre e do SpHLdoxo encontram-se semelhante ao perfil que foi
observado em 6 e 12 horas, ou seja, aumentando sua intensidade no nudcleo. Em
compensacao o nSpHLdoxo demonstrou acumulo maior no ndcleo em 24 horas, quando

comparado aos tempos de 6 e 12 horas.
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Figura 22. Intensidade de fluorescéncia da doxorrubicina em células HelLa ap6s tratamento com as
formulac8es. As laminas foram preparadas utilizando laminulas em placas de 12 pogos onde 4,0 x
10° células foram plaqueadas por poco. As células foram tratadas com o ICso (3,22 uM) da
doxorrubicina livre. Apds o periodo de 12 horas, o material foi fixado com PFA 4% e,
subsequentemente, as imagens foram adquiridas por microscopia Confocal. Em vermelho est4 a
marcacdo com doxorrubicina. (A) Doxorrubicina livre; (B) nSpHLdoxo; (C) SpHLdoxo; (D)
intensidade integrada da doxorrubicina na célula total, no citoplasma (E) e no nucleo (F). Nivel de
significancia p < 0,05. Onde (i) mostra a diferenca significativa entre doxo livre e nSpHLdoxo; (ii)
diferenca significativa entre SpHLdoxo e nSpHLdoxo; e (iii) diferenca significativa entre doxo livre
e SpHLdoxo.
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Figura 23. Intensidade de fluorescéncia da doxorrubicina em células HeLa ap6s tratamento com as
formulag¢fes. As [aminas foram preparadas utilizando laminulas em placas de 12 po¢os onde 4,0 x
10° células foram plaqueadas por poco. As células foram tratadas com o ICso (3,22 uM) da
doxorrubicina livre. Apés o periodo de 24 horas, o material foi fixado com PFA 4% e,
subsequentemente, as imagens foram adquiridas por microscopia Confocal. Em vermelho esta a
marcacdo com doxorrubicina. (A) Doxorrubicina livre; (B) nSpHLdoxo; (C) SpHLdoxo; (D)
intensidade integrada da doxorrubicina na célula total, no citoplasma (E) e no nucleo (F). Nivel de
significancia p < 0,05. Onde (i) mostra a diferenca significativa entre doxo livre e nSpHLdoxo; (ii)
diferenca significativa entre SpHLdoxo e nSpHLdoxo; e (iii) diferen¢a significativa entre doxo livre
e SpHLdoxo.

Finalmente com esses resultados, sugere-se que o nSpHL causa um retardamento
na distribuicdo de doxo na célula quando comparado com a doxo livre e 0 SpHLdoxo. A
semelhanca entre doxo livre e SpHLdoxo na distribuicdo de fluorescéncia da doxo
favorece o uso de um lipossoma sensivel ao pH para carrear uma concentracdo menor
de doxorrubicina com mesmo efeito do farmaco livre, mas com a vantagem de diminuir
sua toxicidade. Em vista de analisar esse perfil de distribuicéo, realizou-se estudos de

mecanismos de internalizacdo celular, descritos a seguir.
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4.3. DETERMINACAO DO MECANISMO DE INTERNALIZAGCAO POR ENDOCITOSE DAS FORMULAGOES

Apés determinacédo do perfil e o tempo de internalizacéo da doxorrubicina livre
e das formulacdes lipossomais, investigou-se as principais vias de internalizacdo e como
elas influenciam o efeito biologico (i.e., citotoxicidade) dos tratamentos. Porém,
inicialmente, determinou-se as concentracdes de inibidores que n&o apresentam
toxicidade (de Jesus e Kapila 2014; Radaic et al. 2016).

As principais vias de internalizagdo avaliadas no estudo foram endocitose
mediada por clatrina, endocitose mediada por caveolina e macropinocitose.
Primeiramente, verificou-se a viabilidade de células HeLa em presenca dos inibidores
clorpromazina (2,5 uM, 5 uM e 10 yM), inibidor de endocitose mediada por clatrina; filipina
[l (5 uM, 10 uM e 20 uM), inibidor de endocitose mediada por caveolina; e wortmanina
(50 nM, 100 nM e 150 nM), inibidor de macropinocitose. As concentragdes utilizadas
foram baseadas na literatura e em conhecimento prévio de nosso grupo (de Jesus e
Kapila 2014; A Radaic e de Jesus 2018).

Os resultados apresentados na Figura 24, mostraram que com excecdo do
inibidor de wortmanina no tratamento de maior concentracao (150 nM), que apresentou
diferenca significativa quando comparadas ao grupo controle, os demais inibidores nao
apresentaram citotoxicidade no periodo de 24 horas. Com base nesses resultados e na
literatura, foram escolhidas as concentracfes de clorpromazina 10 pM, filipina 1ll 20 uM

e wortmanina 100 nM, cuja a citotoxicidade em células HelLa néo foram significantes.
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Figura 24. Viabilidade celular de células HeLa em presenca de inibidores de endocitose:
clorpromazina, filipina lll e wortmanina. As células foram incubadas durante 6 horas em meio DMEM
sem SFB, em estufa a 37°C e 5% de CO2, e a viabilidade foi avaliada pelo ensaio de resazurina. O
grupo controle sem inibidor foi considerado como 100% das células na viabilidade celular.
Resultados expressos como média = desvio padrdo de trés experimentos independentes (n=3). A
andlise estatistica foi realizada utilizando-se teste One-Way ANOVA com pés teste de multiplas
andlises de Bonferroni’s. Nivel de significancia *p < 0,05.

Para realizar os estudos das vias de internalizacdo da doxorrubicina presente
nas formulac@es, primeiramente avaliou-se a captacdo de doxorrubicina em presenca
dos inibidores de endocitose, utilizando para quantificacéo de fluorescéncia por citometria
de fluxo. A Figura 25 mostra os resultados da porcentagem de células que captaram
doxorrubicina em 4 horas, como determinado anteriormente (item 4.2.1.). Nenhum dos
inibidores foi capaz de alterar significativamente a porcentagem de células que captou
doxorrubicina. Avaliou-se também se os inibidores de endocitose, que foram capazes de
alterar a intensidade de sinal da doxorrubicina intracelular (Figura 26), ndo sendo
observadas diferencas significativas nesse parametro. Esses resultados eram de certa
forma esperados para o farmaco livre, que pode depender das vias para internalizar, mas
em sua maioria ndo depende de endocitose para adentrar as células. No entanto, as
formulacdes lipossomais dependem da endocitose para serem internalizadas, dadas
suas propriedades fisico-quimicas. Portanto, o que pode explicar esses resultados é um

efeito compensatorio que acontece quando uma via de endocitose é bloqueada, a célula
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utiliza-se de outra via para continuar captando nutrientes do meio (de Jesus e Kapila
2014; Sahay, Alakhova, e Kabanov 2010).
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Figura 25. Porcentagem de Internalizacdo da doxorrubicina em células HeLa em presenca de
inibidores de endocitose. As células foram pré-tratadas com os inibidores (clorpromazina 10 uM,
filipina Ill 20 uM e wortmanina 100 nM) durante 30 minutos e apds esse periodo foram tratadas com
as formulacdes de doxorrubicina (Doxo livre, nSpHLdoxo e SpHLdoxo) por 4 horas, tripsinizados e
acessados por citometria de fluxo. A internalizacdo foi obtida pela multiplicagdo do niumero de
células pela média de fluorescéncia (canal FLH2). Resultados expressos como média + desvio
padrdo de trés experimentos independentes (n=3). A analise estatistica foi realizada utilizando-se
teste One-Way ANOVA com poés teste de multiplas andlises de Dunnet’s. Nivel de significancia *p <
0,05.
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Figura 26. Porcentagem de Intensidade da doxorrubicina em células HeLa em presenca de
inibidores de endocitose.As células foram pré-tratadas com os inibidores (clorpromazina 10 uM,
filipina Il 20 uM e wortmanina 100 nM) durante 30 minutos e apds esse periodo foram tratadas com
as formulacdes de doxorrubicina (Doxo livre, nSpHLdoxo e SpHLdoxo) por 4 horas, tripsinizados e
acessados por citometria de fluxo. A internalizacdo foi obtida pela multiplicacdo do namero de
células pela média de fluorescéncia (canal FLH2). Resultados expressos como média + desvio
padrdo de trés experimentos independentes (n=3). A analise estatistica foi realizada utilizando-se
teste One-Way ANOVA com p0s teste de maltiplas andlises de Dunnet’s. Nivel de significancia *p <
0,05.

Finalmente avaliou-se a viabilidade das células tratadas em presenca dos
inibidores de endocitose utilizando método de resazurina. A Figura 27 A, mostra os
tratamentos em presenca de clorpromazina (inibidor da endocitose mediada por clatrina);
Figura 27 B, tratamentos em presenca de filipina Il (inibidor da endocitose mediada por
caveolina) e Figura 27 C, tratamentos em presenca de wortmanina (inibidor da
macropinocitose). Foram observadas algumas tendéncias como: aumento de viabilidade
celular no tratamento usando SpHLdoxo na presenca de filipina Ill 20 uM, e diminuicao
de viabilidade celular usando doxorrubicina livre na presenca de clorpromazina 10 uM e
wortmanina 100 nM. Mas € interessante notar que nenhum dos inibidores, nas
concentracgOes testadas, foram capazes de influenciar na viabilidade celular de maneira

significativa. Uma possivel explicacdo é de que quando uma via é inibida, outras acabam
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compensando a internalizacdo e o0 subsequente trafego intracelular acabou nao

influenciando no efeito das formulacdes (de Jesus e Kapila 2014).
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Figura 27. Viabilidade celular de células Hela tratadas com as formulagdes sensiveis e nao
sensiveis ao pH contendo doxorrubicina em presencade inibidores de endocitose.As células foram
pré-tratadas com os inibidores (clorpromazina 10 uM, filipina Ill 20 uM e wortmanina 100 nM) durante
30 minutos e ap0s esse periodo foram tratadas com as formula¢fes de doxorrubicina (Doxo livre,
nSpHLdoxo e SpHLdoxo) por 6 horas, em meio DMEM sem SFB, em estufa a 37°C e 5% de CO2, apés
o tempo de incubacédo os inibidores foram retirados e adicionou-se meio sem SFB até completar 24
horas. A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de resazurina. O grupo controle sem inibidor
foi considerado como 100% das células na viabilidade celular. Resultados expressos como média
+ desvio padrdo de trés experimentos independentes (n=3). A andlise estatistica foi realizada

utilizando-se teste One-Way ANOVA com pés teste de multiplas analises de Bonferroni’s. Nivel de
significancia *p < 0,05.

4.4. AVALIACAO DO EFEITO DA ACIDIFICAGAO ENDOSSOMAL NA CITOTOXICIDADE DAS
FORMULAGOES

Apos avaliacdo das vias de internalizacdo da doxorubicina livre e carreada nas
formulacbes lipossomais, passou-se entdo a investigar o papel da acidificacdo
endossomal na liberacdo da doxorrubicina.

Para isso, foram utilizados os inibidores de acidificacdo endossomal:
cloroquina, bafilomicina e 3-metiladenina (3-MA), que tém mecanismos de acao conforme
descrito a sequir.

A cloroquina é um agente lisossomotropico que impede a acidificacédo
endossOmica, se acumula dentro em organelas acidas, incluindo endossomos e
lisossomos. Este acumulo conduz a inibicdo de enzimas lisossomais que requerem um
pH acido, evitando a fusdo de endossomos e lisossomos. Ela € comumente usada para

estudar o papel da acidificacdo endossdmica em processos celulares. Além disso, a
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cloroquina inibe a autofagia, uma vez que aumenta o pH do lisossomo, o que leva a
inibicdo tanto da fusdo do autofagossomo com o lisossoma quanto da degradacgéo da
proteina lisossomal (Cheong et al. 2012; Steinman 1983).

A bafilomicina A1 € um inibidor conhecido da fase tardia da autofagia, que
previne a maturacdo dos vacuolos autofagicos pela inibicio da fusdo entre
autofagossomos e lisossomos, atuando também inibindo a H* ATPase vacuolar (V-
ATPase) (Mauvezin et al. 2015; Yamamoto et al. 1998).

O 3-metiladenina (3-MA) € um inibidor de fosfatidilinositol 3-quinases (PI3K).
O PI3K desempenha um papel importante em muitos processos bioldgicos, incluindo o
controle da ativagdo do mTOR, um regulador chave da autofagia, ele inibe a autofagia
bloqueando a formacédo de autofagossomos através da inibicdo da PI3K de classe lll.
(Cheong et al. 2012).

Portanto, os inibidores de acidificacdo apresentados previnem a acidificacéo
do endossomo, fazendo com que haja o impedimento da sua fusdo com o lisossomo,
evitando que enzimas liticas presentes no interior dos lisossomos degradem o material
internalizado (Ferreira et al. 2014; de Jesus e Kapila 2014). Acredita-se que iSSO possa
ser benéfico para as formulagBes que seriam prontamente degradadas em ambiente mais
acidos, mas pode ser prejudicial para nanomateriais que dependem da acidificacéo para
a liberacao de seu contetdo, ou para desempenhar sua funcéo bioldgica, no caso o
SpHLdoxo.

Para investigar o papel da acidificacdo sobre as formulag@es, primeiramente,
validou-se os inibidores endossomais tendo como ponto de partida as concentracdes
encontradas na literatura, utilizou-se o LysoTracker® Red DND-99, uma sonda que
contém um fluoroéforo vermelho que possui alta fluorescéncia em meio acido e é
altamente seletivo para organelas acidas, como endossomos tardios e lisossomos. Os
pigmentos de LysoTracker® Red DND-99 identificam os granulos esféricos acidos dentro
das ceélulas, assim, ao utilizar os inibidores de acidificacdo endossomais nas
concentracdes indicadas é esperado que aconteca uma diminuicdo da intensidade de
fluorescéncia da sonda confirmando a validacédo dos inibidores em células HelLa. Para
esse estudo foram feitas imagens representativas da inibicdo da fluorescéncia da sonda

pelos inibidores e para complementa-las, foi feito a quantificacdo da flurorescéncia
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emitida pela sonda no Leitor Multideteccdo Hibrido Cytation 5 (BioTek Instruments, Inc.,
Winooski, VT, USA).

Para todos os inibidores, cloroquina (Figura 28 imagem D, E e F; Figura 29
quantificacdo no gréfico), bafilomicina (Figura 30 imagem D, E e F e Figura 31
quantificacdo no grafico) e 3-MA (Figura 32 imagem D, E e F e Figura 33 quantificacao
no grafico), observamos que em 30 minutos houve uma diminuicdo pronunciada da
intensidade de fluorecéncia da sonda em todas as concentragcdes quando comparado
com as células sem tratamento (grupo controle). Apés 4 horas, a cloroquina, a
bafilomicina e o 3-MA apresentaram diferencas significativas quando comparado com o
grupo controle. Sendo assim, foram determinados a dose resposta por tempo de
tratamento, sugerindo quais as concentracdes e 0s tempos que seriam eficientes para

utilizar nos préximos experimentos.
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Controle 0,5 horas 4 horas

Figura 28. Imagens da validagéo do inibidor de acidificacdo endossomal cloroquina em células
HelLa. As células foram tratadas com LysoTracker® Red DND-99 durante 30 minutos, depois foi
adicionado o inibidor cloroquina, nas concentracées de 10 uM, 20 uM e 50 uM. As células foram
incubadas em meio DMEM sem SFB e sem antibiético, em estufa a 37°C e 5% de CO2. Ap6s 0,5e 4
horas de tratamento com o inibidor, as fotos foram adquiridas no Leitor Multidetec¢ao Hibrido
Cytation 5 (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) (escala 100 um). A, B, C - grupo controle;
D - cloroquina 10 uM, E - cloroquina 20 uM, F — cloroquina 50 uM apés 0,5 hora da adi¢cao do inibidor;
G - cloroquina 10 uM, H - cloroquina 20 uM, I — cloroquina 50 uM, apés 4 horas da adigcdo do inibidor.
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Figura 29. Validacao do inibidor de acidificagdo endossomal cloroquina em células HelLa apés 0,5
horae 4 horas. As células foram tratadas com LysoTracker® Red DND-99 durante 30 minutos, depois
foi adicionado cloroquina nas concentragées de 10 uM, 20 uM e 50 uM. As células foram incubadas
em meio DMEM sem SFB, em estufa a 37°C e 5% CO2. Ap6s 0,5 hora e 4 horas de tratamento com o
inibidor, analisou-se a fluorescéncia no Leitor Multideteccdo Hibrido Cytation 5 (BioTek
Instruments, Inc., Winooski, VT, USA). O CTCF (correted total cell fluorescence) foi calculado como
descrito da metodologia e os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo de trés
experimentos independentes (n=3). A andlise estatistica foi realizada utilizando o teste Two-Way
ANOVA e de comparagao multipla pelo Tukey Test. Nivel de significancia p < 0,05, ondea>bec >
d.
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Controle 0,5 horas 4 horas

Figura 30. Imagens da validacdo do inibidor de acidificacdo endossomal bafilomicina em células
HeLa. As células foram tratadas com LysoTracker® Red DND-99 durante 30 minutos, depois foi
adicionado o inibidor bafilomicina, nas concentragcées de 0,1 uM, 0,5 uM e 1 uM. As células foram
incubadas em meio DMEM sem SFB, em estufa a 37°C e 5% CO2. Ap6s 0,5 e 4 horas de tratamentos
com o inibidor, as fotos foram adquiridas no Cytation 5 (escala 100 um). A, B, C - grupo controle; D
— bafilomicina 0,1 uM, E — bafilomicina 0,5 uM, F — bafilomicina 1 uM apés 0,5 horas da adicdo do
inibidor; G — bafilomicina 0,1 uM, H — bafilomicina 0,5 uM, I — bafilomicina 1 uM, apés 4 horas da
adicdo do inibidor.
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Figura 31. Validagao do inibidor de acidificacdo endossomal bafilomicina em células HeLa apés 0,5
horae 4 horas. As células foram tratadas com LysoTracker® Red DND-99 durante 30 minutos, depois
foi adicionado bafilomicina nas concentragcées de 0,1 uM, 0,5 uM e 1 uM. As células foram incubadas
em meio DMEM sem SFB, em estufaa 37°C e 5% de CO2. Apd4s 0,5 hora e 4 horas de tratamento com
o inibidor, analisou-se a fluorescéncia no Leitor Multidetec¢cdo Hibrido Cytation 5 (BioTek
Instruments, Inc., Winooski, VT, USA). O CTCF (correted total cell fluorescence) foi calculado como
descrito da metodologia e os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo de trés
experimentos independentes (n=3). A analise estatistica foi realizada utilizando o teste Two-Way
ANOVA e de comparacdo multipla pelo Tukey Test. Nivel de significancia p < 0,05, ondea>bec >
d.
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Controle 0,5 horas 4 horas

Figura 32. Imagens da validac&o do inibidor de acidificagcdo endossomal 3-Metiladenina (3-MA) em
células HelLa. As células foram tratadas com LysoTracker® Red DND-99 durante 30 minutos, depois
foi adicionado o inibidor 3-MA, nas concentra¢cfes de 2,5 mM, 5 mM e 10 mM. As células foram
incubadas em meio DMEM sem SFB, em estufa a 37°C e 5% CO2. Ap6s 0,5 e 4 horas de tratamentos
com o inibidor, as fotos foram adquiridas no Leitor Multidetec¢ao Hibrido Cytation 5 (BioTek
Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) (escala 100 um). A, B, C - grupo controle; D — 3-MA 2,5 mM, E
- 3-MA 5 mM, F — 3-MA 10 mM apds 0,5 horas da adi¢céo do inibidor; G — 3-MA 2,5 mM, H - 3-MA 5
mM, | - 3-MA 10 mM, apés 4 horas da adi¢cdo do inibidor.
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Figura 33. Validagao do inibidor de acidificagcdo endossomal 3-MA em células HelLa ap6s 0,5 hora e
4 horas. As células foram tratadas com LysoTracker® Red DND-99 durante 30 minutos, depois foi
adicionado 3-MA nas concentragdes de 2,5 mM, 5 mM e 10 mM. As células foram incubadas em meio
DMEM sem SFB, em estufa a 37°C e 5% CO2. Ap6s 0,5 hora e 4 horas de tratamento com o inibidor,
analisou-se a fluorescéncia no Leitor Multidetec¢cdo Hibrido Cytation 5 (BioTek Instruments, Inc.,
Winooski, VT, USA). O CTCF (correted total cell fluorescence) foi calculado como descrito da
metodologia e os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo de trés experimentos
independentes (n=3). A analise estatistica foi realizada utilizando o teste Two-Way ANOVA e de
comparacdo multipla pelo Tukey Test. Nivel de significancia p < 0,05, ondea>b e c >d.

Antes de utilizar os inibidores validados nas células tratadas com as
formulacbes se fez necessario avaliar a viabilidade celular na presenca destes, ja que as
concentracdes utilizadas ndo podem apresentar efeitos tdxicos significativos, pois nessa
condicdo nado seria possivel distinguir se o efeito observado ocorre devido a inibicdo da
acidificacao ou se € consequéncia da toxicidade do inibidor. Determinou-se a toxicidade
das concentracdes dos inibidores através da viabilidade celular com o método de
resazurina (Figura 34). Foi observado que a cloroquina e a bafilomicina néo alteraram a
viabilidade em nenhuma concentragcédo testada, jA o 3-MA apresentou toxicidade nas
concentracbes de 5 e 10 mM. Portanto, utilizando os resultados da inibicao da
acidificacao lisossomal e da viabilidade em presenca dos inibidores determinamos que

seria plausivel usar cloroquina 20 yM, bafilomicina 0,5 uM e 3-MA 2,5 mM.
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Figura 34. Viabilidade celular de células HeLa em presenca dos inibidores de acidificacao
endossomal. Cloroquina, nas concentracées de 10 uM, 20 uM e 50 uM; bafilomicina, nas
concentracdes de 0,1 uM, 0,5 uM e 1 uM e 3-MA, nas concentragdes de 2,5 mM, 5 mM e 10 mM. As
células foram incubadas durante 6 horas em meio DMEM sem SFB, em estufa a 37°C e 5% de COzx,
e a viabilidade foi avaliada pelo ensaio com resazurina. O grupo controle sem inibidor foi
considerado como 100% das células na viabilidade celular. Os resultados sdo expressos como
média + desvio padréo de dois experimentos independentes (n=3). A analise estatistica foi realizada
utilizando-se teste One-Way ANOVA com poés teste de multiplas andlises de Bonferroni’s. Nivel de
significancia *p < 0,05.

Por fim, avaliou-se a viabilidade celular de células HelLa tratadas com
doxorrubicina e as formulacdes lipossomais em presenca dos inibidores de acidificacao.
Na Figura 35 pode-se observar que ndao houve diferenca significativa na viabilidade
celular na presenca dos inibidores de acidificacdo endossomal bafilomicina e 3-MA,
porém com o inibidor cloroquina (20 uM) houve uma reducéo na viabidade celular com o
tratamento de SpHLdoxo comparado ao grupo sem inibidor, possivelmente tenha
potencializado o efeito da doxorrubicina quando esta foi entregue pelo lipossoma.
Acredita-se que os inibidores de acidificagdo endossomal, possuem propriedades
lisossomotropicas e capacidade de inibicdo da autofagia, e sdo agentes promissores para
serem usados em combinacdo com farmacos antineoplasico, sendo assim, os inibidores
de acidificacdo endossomal potencializam o efeito da doxorrubicina (Liu et al. 2017), por

isso observamos um aumento na citotoxicidade do farmaco. Nao sendo possivel justificar
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a possivel acdo da viabilidade celular em presenca dos inibidores de acidificacdo
endossomal em 4 horas.
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Figura 35. Viabilidade celular de células HeLa em presenca de inibidores de acidificacao
endossomal (A) cloroquina 20 uM, (B) bafilomicina 0,5 uM e (C) 3-MA 2,5 mM. As células foram
incubadas durante 4 h em meio DMEM sem SFB, em estufa a 37°C e 5% de CO2, ap6s o tempo de
incubacado os inibidores foram retirados e adicionou-se meio sem SFB, até completar 24 horas.
Apo6s 24 horas a viabilidade foi avaliada pelo ensaio de resazurina. O grupo controle sem inibidor
foi considerado como 100% das células na viabilidade celular. Resultados expressos como média
+ desvio padrdo de trés experimentos independentes (n=3). A andlise estatistica foi realizada
utilizando-se teste One-Way ANOVA com poés teste de multiplas analises de Bonferroni’s. Nivel de

significancia *p < 0,05.
4.5. AVALIACAO DA APOPTOSE EM CELULAS HELA TRATADAS COM AS FORMULAGOES
Como descrito, a doxorrubicina livre € capaz de induzir apoptose em células
tumorais, incluindo HeLa (Huang et al. 2018). Com a finalidade de observar o mecanismo
de apoptose das células tratadas com as formulacdes, foi realizada a imunomarcacédo da
proteina caspase-3 clivada, visto que, a ativacdo da caspase-3 é um dos passos
importantes na execucéo da apoptose (Claire Pfeffer e Amareshwar Singh 2018).
Realizou-se um experimento (Figura 40, Figura 41, Figura 42 em anexo), 0
qual as células foram tratadas com os respectivos ICso de cada formulagéo (Tabela 4),
onde pode-se observar que em 6 horas no tratamento de doxorrubicina livre e com
lipossoma n&o sensivel ao pH houve uma marcacéo mais evidente de caspase-3 quando
comparado com SpHLdoxo, ja no tempo de 12 horas o nSpHL apresenta quase o0 mesmo

perfil que a doxo livre. No tratamento com SpHLdoxo em 24 horas, observa-se uma
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diminuicdo da marcacdo da caspase-3 no nSpHLdoxo em comparagcdo aos outros
tratamentos. Sendo evidente que para todos os tratamentos com as formulagdes
contendo doxorrubicina, a caspase-3 € ativada, indicando que o mecanismo de apoptose
foi disparado, resultado ja esperado, pois € descrito na literatura que a doxorrubicina
induz apoptose em células HelLa (Chen et al. 2012).

Os resultados impulsionaram uma duvida, se a marcacdo de caspase-3
observada no tratamento nSpHLdoxo seria decorrente da utilizacdo de uma maior
concentragéo de doxorrubicina como ICso no experimento quando comparada aos outros
tratamentos, ou se realmente o nSpHLdoxo seria mais eficaz no disparo da apoptose.
Para isso, padronizou-se por realizar experimentos na mesma concentragéo de ICso da
doxorrubicina livre (3,22 uM).

Nas Figura 36, Figura 37 e Figura 38, mostram imagens representativas da
célula HeLa com marcacdo em vermelho da doxorrubicina e em verde da proteina
caspase-3 clivada. Nos experimentos cujo o0 equivalente molar foi padronizado na mesma
concentracdo que doxorrubicina livre, observou-se (Figura 36) que houve disparo no
mecanismo de apoptose em todos os tratamentos no periodo de 6 horas, porém com
diferenca significativa de intensidade entre eles, tendo a doxo livre uma intensidade maior
seguida de nSpHLdoxo e SpHLdoxo. No periodo de 12 horas (Figura 37), houve um
aumento na intensidade da caspase-3 apenas nos tratamentos doxo livre e SpHLdoxo e
uma manutenc¢édo no nSpHLdoxo equivalente a 6 horas. J& no periodo de 24 (Figura 38)
horas a intensidade de caspase-3 foi reduzida em todos os tratamentos, sendo essa
reducdo proporcional na doxo livre e no SpHLdoxo. Resultados que comprovam que a
apoptose ocorre devido a doxorrubicina e que o lipossoma sensivel ao pH apresenta uma

equivaléncia de ativacdo da caspase-3 quando comparado ao farmaco livre.
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Figura 36. Marcacdo de imunocitoquimica da proteina caspase-3 clivada em células HelLa, apés
tratamento com as formula¢des. As laminas para imunomarcagcdo foram preparadas utilizando
laminulas em placas de 12 pogos onde 4,0 x 10° células foram plaqueadas por poco, as células
foram tratadas com doxorrubicina livre, nSpHLdoxo, SpHLdoxo, com a concentracao de 3,22 uM
(ICso da doxorrubicina livre), ap6s o periodo de 6 horas o material foi fixado com PFA 4% e,
subsequentemente, marcado com anticorpo primario para caspase-3 clivada e secundario Alexa
647. Imagens representativas da célula HeLa com marcacédo em vermelho doxorrubicina e em verde
da caspase 3; A — ICso da doxorrubicina livre; B- ICso do nSpHLdoxo; C - ICso do SpHLdoxo; e D —
Grafico daintensidade integrada de caspase-3 a partir dos tratamentos com as formulagdes. Nivel
de significAncia p <0,05. Onde (i) diferenca significativa entre doxo livre e nSpHLdoxo; (ii) diferenca
significativa entre SpHLdoxo e nSpHLdoxo; e (iii) diferenca significativa entre doxo livre e
SpHLdoxo.
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Figura 37. Marcacdo de imunocitoquimica da proteina caspase-3 clivada em células HelLa, apés
tratamento com as formula¢des. As laminas para imunomarcagcdo foram preparadas utilizando
laminulas em placas de 12 pocos onde 4,0 x 10° células foram plaqueadas por poco, as células
foram tratadas com doxorrubicina livre, nSpHLdoxo, SpHLdoxo, com a concentracdo de 3,22 uM
(ICso da doxorrubicina livre), ap6s o periodo de 12 horas o material foi fixado com PFA 4% e,
subsequentemente, marcado com anticorpo primario para caspase-3 clivada e secundario Alexa
647 Imagens representativas da célula HeLa com marcagcao em vermelho doxorrubicina e em verde
da caspase 3; A — ICso da doxorrubicina livre; B- ICso do nSpHLdoxo; C - ICso do SpHLdoxo; e D —
Gréfico da intensidade integrada de caspase-3 a partir dos tratamentos com as formulagdes. Nivel
de significancia p <0,05. Onde (i) diferenca significativa entre doxo livre e nSpHLdoxo; (ii) diferenca
significativa entre SpHLdoxo e nSpHLdoxo; e (iii) diferenca significativa entre doxo livre e
SpHLdoxo.
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Figura 38. Marcacdo de imunocitoquimica da proteina caspase-3 clivada em células Hela, apés
tratamento com as formula¢cfes. As |laminas para imunomarcacdo foram preparadas utilizando
laminulas em placas de 12 pogos onde 4,0 x 10° células foram plaqueadas por poco, as células
foram tratadas com doxorrubicina livre, nSpHLdoxo, SpHLdoxo, com a concentragdo de 3,22 yM
(ICso da doxorrubicina livre), apés o periodo de 24 horas o material foi fixado com PFA 4% e,
subsequentemente, marcado com anticorpo primario para caspase-3 clivada e secundario Alexa
647. Imagens representativas da célula HeLa com marcac¢&o em vermelho doxorrubicina e em verde
da caspase 3; A — ICso da doxorrubicina livre; B- ICso do nSpHLdoxo; C - ICso do SpHLdoxo; e D -
Grafico daintensidade integrada de caspase-3 a partir dos tratamentos com as formulagdes. Nivel
de significancia p <0,05. Onde (i) diferenca significativa entre doxo livre e nSpHLdoxo; (ii) diferenca
significativa entre SpHLdoxo e nSpHLdoxo; e (iii) diferenca significativa entre doxo livre e
SpHLdoxo.
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5. CoNCLUSAO

No presente estudo, pode-se concluir que a internalizacado das formulagcdes
doxo livre e SpHLdoxo foram internalizadas em menos tempo do que a nSpHLdoxo,
entretanto a intensidade do sinal do farmaco livre foi maior, seguida da formulacdo
SpHLdoxo, que por sua vez apresentou maior intensidade que a formulagédo nSpHLdoxo
e através do ensaio de endocitose constatou-se que ndo ha uma via especifica de
internalizacao para as formulagdes, pois utilizando os inibidores de endocitose nao foi
possivel observar a diminuicdo da internalizacao da doxorrubicina.

Outro ponto importante observado, foi que o tratamento com o nSpHLdoxo
apresenta niveis menores de liberacdo de doxorrubicina no nucleo. Ja a formulacao
SpHLdoxo, apresentou uma liberagdo comparavel aos de doxorrubicina livre. Tendo
vista, a hipotese de que o pH intracelular poderia ser um fator determinante para liberacéo
da doxorrubicina dos SpHLdoxo, o ensaio de acidificagcdo endossomal foi realizado e
pode-se concluir que 0 mesmo néao influencia na liberagdo da doxorrubicina intracelular
pelos lipossomas, ndo sendo um fator determinante para sua eficacia tumoral.

A formulacdo SpHLdoxo apresentou um maior efeito toxico frente as células
HeLa que o nSpHLdoxo no periodo de 24 horas, e um ICso similar a doxo livre,
determinando assim sua eficacia e citotoxicidade nas células tumorais. Com a marcacao
da proteina caspase-3 clivada, foi possivel verificar que houve uma maior incidéncia de
apoptose no tratamento com SpHLdoxo em relacéo a doxo livre e nSpHLdoxo, sugerindo
gue quanto maior a liberacdo do farmaco para sua entrega ao ndcleo, maior € o disparo
da apoptose e mais eficaz a agcdo do medicamento em células HelLa.

Esse estudo também ressalta técnicas padronizadas que podem ser
ferramentas eficazes para avaliar o comportamento intracelular de sistemas de drug
delivery, como lipossomas, reduzindo assim, o numero de formulagbes que
possivelmente ndo apresentariam nenhuma eficacia in vivo, evitando serem testadas e o
uso desnecessario de animais.

Por fim, a aplicagdo da nanotecnologia em sistemas carreadores de farmacos
tem apresentado diversificada melhoria na farmacocinética de compostos, diminuigdo na
toxicidade e de efeitos adversos, devido a isso, lipossomas sdo0 uma estratégia

interessante para aumentar a concentragéo de farmaco no tecido de interesse. Portanto,
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os dados in vitro sugerem que o SpHL, pode ser uma alternativa promissora para efetiva
entrega de farmacos, possuindo uma eficiéncia nos sistemas da liberacdo, apresentando
um tratamento mais eficaz e menos tdéxico ao organismo, ou seja, com menos efeitos
adversos, pois utiliza-se uma menor concentracao do farmaco quando se compara com
0 NnSpHL e uma concentracédo similar ao farmaco livre, o que confirmou os estudo in vivo,
no qual o SpHLdoxo demonstrou uma melhor absor¢éo do farmaco no tumor quando
comparados com o nSpHL. Além disso, esse estudo pode ser um ponto de partida para

o desenvolvimento de novas formulacdes eficientes.
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7. ANEXOS

7.1. ACUMULO NUCLEAR DA DOXORRUBICINA EM CELULAS HELA

Figura 39. Imagens representativas do acumulo nuclear da doxorrubicina em células HelLa. As
laminas foram preparadas utilizando laminulas em placas de 12 pocos onde 4,0 x 10° células foram
plagueadas por poco, as células foram tratadas a partir dos ICsso da solucédo de doxorrubicinalivre,
nSpHLdoxo, SpHLdoxo e um grupo controle néo tratado, apds 24 h o material foi fixado com PFA
4%. A fluorescéncia da doxorrubicina foi observada no canal RFP. Barra de escala: 100 um. Linhas:
A e B — grupo controle; C e D — ICs0 no tratamento de Doxo livre; E e F - ICso no tratamento
nSpHLdoxo; G e H - ICso no tratamento SpHLdoxo. Colunas: 1- Doxorrubicina (RFP - vermelho); 2 —
Hoechst 33342 (DAPI -azul).
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7.2.MARCACAO DE IMUNOCITOQUIMICA DA PROTEINA CASPASE-3 CLIVADA EM CELULAS HELA
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Figura 40. Marcacdo de imunocitoquimica da proteina caspase-3 clivada em células HelLa, apés
tratamento com o ICso de cada formula¢do. As ldminas para imunomarcacdo foram preparadas
utilizando laminulas em placas de 12 pocos onde 4,0 x 10° células foram plagueadas por poco, as
células foram tratadas a partir dos ICsso de sua respectiva formulacdo (doxorrubicina livre,
nSpHLdoxo, SpHLdoxo), ap6és o periodo de 6 horas, o material foi fixado com PFA 4% e,
subsequentemente, marcado com anticorpo primario para caspase-3 clivada e secundario Alexa
647. Imagens representativas da célula HeLa com marcagcdo em vermelho doxorrubicina e em verde
da caspase 3; A — ICso da doxorrubicina livre; B- ICso do nSpHLdoxo; C - ICso do SpHLdoxo; e D —
Grafico daintensidade integrada de caspase-3 a partir dos tratamentos com as formulagdes. Nivel
de significAncia p <0,05. Onde (i) diferenca significativa entre doxo livre e nSpHLdoxo; (ii) diferenca
significativa entre SpHLdoxo e nSpHLdoxo; e (iii) diferenca significativa entre doxo livre e
SpHLdoxo.
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Figura 41. Marcacdo de imunocitoquimica da proteina caspase 3 clivada em células HelLa, apés
tratamento com o ICso de cada formulac&o. As Iaminas para imunomarcacdo foram preparadas
utilizando laminulas em placas de 12 pocos onde 4,0 x 10° células foram plaqueadas por pogo, as
células foram tratadas a partir dos ICsso de sua respectiva formulagcdo (doxorrubicina livre,
nSpHLdoxo, SpHLdoxo), apds o periodo de 12 horas, o material foi fixado com PFA 4% e,
subsequentemente, marcado com anticorpo primario para caspase-3 clivada e secundério Alexa
647. Imagens representativas da célula HeLa com marcacdo em vermelho doxorrubicina e em verde
da caspase 3; A — ICso da doxorrubicina livre; B- ICso do nSpHLdoxo; C - ICso do SpHLdoxo; e D -
Gréfico da intensidade integrada de caspase-3 a partir dos tratamentos com as formulagdes. Nivel
de significAncia p <0,05. Onde (i) diferenca significativa entre doxo livre e nSpHLdoxo; (ii) diferenca
significativa entre SpHLdoxo e nSpHLdoxo; e (iii) diferenca significativa entre doxo livre e
SpHLdoxo.
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Figura 42. Marcag¢do de imunocitoquimica da proteina caspase 3 clivada em células Hela, apés
tratamento com o ICso de cada formula¢do. As Idminas para imunomarcacdo foram preparadas
utilizando laminulas em placas de 12 pocos onde 4,0 x 10° células foram plaqueadas por poco, as
células foram tratadas a partir dos ICsso de sua respectiva formulagdo (doxorrubicina livre,
nSpHLdoxo, SpHLdoxo), ap6s o periodo de 24 horas, o material foi fixado com PFA 4% e,
subsequentemente, marcado com anticorpo primario para caspase-3 clivada e secundario Alexa
647. Imagens representativas da célula HeLa com marcacédo em vermelho doxorrubicina e em verde
da caspase 3; A — ICso da doxorrubicina livre; B- ICso do nSpHLdoxo; C - ICso do SpHLdoxo; e D —
Gréfico da intensidade integrada de Caspase-3 a partir dos tratamentos com as formulagdes. Nivel
de significancia p <0,05. Onde (i) diferenca significativa entre doxo livre e nSpHLdoxo; (ii) diferenca
significativa entre SpHLdoxo e nSpHLdoxo; e (iii) diferenca significativa entre doxo livre e
SpHLdoxo.
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