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RESUMO

DREWES, C.C. Efeitos das nanocapsulas de nucleo lipidico contendo
acetileugenol em melanomas: estudos in vivo e in vitro. 2015. 174f. Tese de
Doutorado. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, S&o
Paulo, 2015.

O melanoma é uma neoplasia de pele invasivo, com maior taxa de morte, sem
tratamento efetivo. Nanocapsulas poliméricas de nucleo lipidico (LNC) tem sido
empregadas com sucesso como carreadores de farmacos hidrofébicos. Como o
eugenol é um composto hidrofébico com atividades antiproliferativas e pro-
apoptoticas em células cancerosas, visamos avaliar os efeitos dos tratamentos com
acetileugenol (AC), LNC ou LNC contendo acetileugenol (LNC-AC) em modelo de
melanoma in vivo em camundongos C57B6, e a citotoxicidade dos mesmos em
células endoteliais (HUVEC) e de melanoma (SK-Mel-28) in vitro. Os resultados
obtidos mostraram que: 1) tratamentos i.p. com as LNC ou com LNC-AC (50 mg/kg,
3-10 dia de indugdo do tumor) induziram toxicidade sistémica e, somente o0
tratamento com LNC inibiu o desenvolvimento do melanoma. O tratamento com
LNC, mas ndo com a mistura de triglicerideos de cadeia média, por via oral, inibiu o
desenvolvimento tumoral, sem toxicidade. Adicionalmente, os tratamentos com AC,
LNC ou LNC-AC nao foram eficazes quando administrados em fase tardia de
evolucdo tumoral (50 mg/kg, 7-17 dia de inducdo do tumor, via oral); 2) os
tratamentos agudos com AC, LNC ou LNC-AC (20 mg/kg, 200 pL, e.v.) néo
alteraram o numero de leucdcitos circulantes, mas os tratamentos com LNC ou com
LNC-AC reduziram o comportamento de rolling dos leucécitos em vénulas pos-
capilares do musculo cremaster e causaram hemolise, sendo que este ultimo efeito
também foi observado apds tratamento in vitro em hemacias murinas; 3) Os estudos
in vitro mostraram que as LNC e LNC-AC foram captadas pelas células HUVEC e
SK-Mel-28 ap6s 1 hora de incubacdo; que a incubacdo com LNC-AC induziu
apoptose tardia e necrose com maior eficacia em SK-Mel-28 do que em HUVEC,;
que as incubacdes com LNC ou LNC-AC exerceram efeitos antiproliferativos,
induzindo parada na fase G2/M do ciclo celular das duas linhagens de células
avaliadas; que somente a incubacdo com AC ou LNC-AC inibiu a adesdo ao
Matrigel® com maior eficacia na linhagem SK-Mel-28 do que HUVEC; que somente a
incubacdo com as LNC reduziram a expressdo de VCAM-1 em HUVEC e que as
incubacées com LNC ou LNC-AC reduziram a expressao de B3 integrina em SK-Mel-
28; que nenhum dos tratamentos alterou a migragéo celular das HUVEC ou SK-Mel-
28; que somente a incubacdo com LNC-AC reduziu os niveis de espécies reativas
de oxigénio em HUVEC e SK-Mel-28; que a incubacdo com LNC ou LNC-AC
aumentou a producdo de o6xido nitrico (NO) pelas duas linhagens de células
avaliadas; que o tratamento com L-NAME reverteu os niveis de NO e a inibi¢cdo
sobre a proliferacédo celular induzida pela incubacdo com LNC ou LNC-AC e; que o
tratamento de células de melanoma murino com LNC ou LNC-AC parece alterar a
polarizar os neutréfilos para o fendtipo N1. Associados, os resultados obtidos
mostram o tratamento oral com LNC inibe o crescimento do melanoma sem induzir
efeitos toxicos, e que este efeito benéfico pode ser dependente, pelo menos em
parte, da nanoencapsulacdo dos trigliceridios de cadeia média e da supraestrutura
da formulagéo, com toxicidade direta sobre as células de melanoma e possivel
modulacao do microambiente tumoral.

Palavras-chave: Nanotoxicologia, Melanoma, Células Endoteliais, Neutrofilos,
Nanocapsulas Poliméricas.



ABSTRACT

DREWES, C.C. Effects of lipid-core nanocapsules with acetyleugenol in
melanomas: in vivo and in vitro studies. 2015. 174f. Tese de Doutorado.
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo,
2015.

Melanoma is the most invasive skin cancer, with high rates of death without effective
treatment. Polymeric lipid-core nanocapsules (LNC) has been successfully used as
carriers of hydrophobic drugs. As eugenol is an hydrophobic compound with
antiproliferative and pro-apoptotic activity in cancer cells, here we aimed to evaluate
the effects of treatments with acetyleugenol (AC), LNC or LNC containing
acetyleugenol (LNC-AC) in an in vivo melanoma model in C57BL6 mice and the
cytotoxicity of the treatments in vitro, using endothelial (HUVEC) and melanoma (SK-
Mel-28) cells. The results obtained showed that: 1) i.p. treatments with LNC or LNC-
AC (50 mg/kg, 3-10 days of tumor injection) induced systemic toxicity and, only the
treatment with LNC inhibited the melanoma development. Treatment with LNC, but
not with mix of triglycerides of medium chain, by oral route, inhibited the tumor
development, without toxicity. In addition, the treatments with AC, LNC or LNC-AC
were not effective when administered in the late stage of tumor evolution (50 mg/kg,
10-20 days of tumor induction, oral route); 2) the acute treatments with AC, LNC or
LNC-AC (20 mg/kg, 200 pL, intravenous route) did not altered the number of
circulating leukocytes, but the treatments with LNC or LNC-AC reduced the rolling
behavior of leukocytes in postcapillary venules of the cremaster muscle and induced
hemolysis. The latter effect was also observed after in vitro treatment using murine
erythrocytes; 3) In vitro studies showed that the LNC and LNC-AC suffered uptake by
HUVEC and SK-Mel-28 cells after 1 hour of incubation; that the incubation with LNC-
AC induced late apoptosis and necrosis more effectively in SK-Mel-28 than in
HUVEC cells; that the incubation with LNC or LNC-AC presented antiproliferative
effects, by inducing G2M arrest in cell cycle in both cells lines evaluated; that only the
incubation with AC or LNC-AC inhibited the adhesion in Matrigel® with more efficaccy
in SK-Mel-28 than in HUVEC cells; that only incubtion with LNC reduced the VCAM-1
expression in HUVEC and the incubation with LNC or LNC-AC reduced the B3
integrin expression in SK-Mel-28 cells; that any treatment affected the HUVEC or SK-
Mel-28 migration; that only the incubation with LNC-AC reduced the levels of reactive
species of oxygen in HUVEC and SK-Mel-28 cells; that the incubation with LNC or
LNC-AC increased the nitric oxide (NO) production by both cell lines used; that the
treatment with L-NAME reversed the NO levels and the inhibition on cell proliferation
induced by incubation with LNC or LNC-AC and; that the in vitro treatment of murine
with LNC or LNC-AC altered the neutrophil polarization to N1 phenotype. Together,
results obtained show that the oral treatment with LNC inhibit the melanoma growth
without any toxic effect, and that the beneficial effect could be dependent, at least in
part, of nanoencapsulation of medium chain triglycerides and the supraestrucuture of
the formulation, with direct toxicity on melanoma cells and possible modulation of
tumor microenvironment.

Keywords: Nanotoxicology, Melanoma, Endothelial Cells, Neutrophils, Polymeric
Nanocapsules.
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1 Introducéao

1.1 Nanotecnologia, nanotoxicologia e nanocapsulas de nucleo lipidico

A nanotecnologia pode ser definida como a “compreensao e controle da matéria e
dos processos na nanoescala, tipicamente, mas nao exclusivamente, abaixo de 100
nandmetros em uma ou mais dimensodes, onde o aparecimento de novas propriedades
e fendbmenos sdo dependentes do tamanho e permitem novas aplicacdes, como a
producdo de novas estruturas, materiais e dispositivos” (ISO, 2015; NIOSH, 2015),
apesar de ainda ndo haver um consenso a respeito da definicdo deste termo.

A escala nanométrica, que vai de aproximadamente 0,2 nm até cerca de 100 nm,
pode ser facilmente compreendida pela comparacdo das escalas de proporcdes, onde
um nanometro é a bilionésima parte do metro (10° m). A nanobiotecnologia refere-se a
fusdo de duas abordagens tecnoldgicas, a biotecnologia e a nanotecnologia, e pode ser
definida como o “estudo, processamento, fabricacdo e desenho de dispositivos
organicos, nanomateriais para a atuacao biol6gica ou biomateriais, nos quais pelo
menos um componente funcional possui tamanho nanométrico” (DUCAN, 2011).

Os estudos em nanotecnologia, bem como o depdsito de patentes, tém crescido
significantemente em todo o mundo e a expectativa € que, nos préximos 10 ou 15
anos, a nanotecnologia movimente um mercado de US$ 1 trilhdo, cabendo ao Brasil,
1% desse faturamento (ALVES, 2005). Em 2008, os Estados Unidos investiram cerca
de 1,55 bilhdo de ddlares no campo da nanotecnologia. Entretanto, esse pais ndo é o
Unico a reconhecer o enorme potencial de tal &rea. Embora seja dificil estimar com
precisdo, acredita-se que em 2008 os governos da Unido Europeia (UE) e do Japéao
investiram aproximadamente 1,7 bilhdes e 950 milhdes, respectivamente, na pesquisa
e no desenvolvimento nanotecnolégico (NANO.GOV, 2012).

A nanotecnologia esta contribuindo para melhora, ou até mesmo para revolugao,
de muitos setores tecnologicos e industriais, como 0 energético, o ambiental, o0 médico,
o alimenticio, o de transportes, o de equipamentos de seguranca e o farmacéutico
(NANO.GOV, 2012). Dentre as diferentes faces da nanotecnologia, a area farmacéutica
assume destaque inquestionavel, devido ao impacto que a tecnologia em nanoescala
imprime positivamente a terapéutica. Neste sentido, a nanotecnologia é utilizada no

desenvolvimento de testes para diagndstico e prevencdo de doencas, além de



estratégias terapéuticas para as mesmas. Dentre as estratégias terapéuticas, a
modificacdo dos sistemas de liberacdo de farmacos tem sido uma area de investigacéo
intensa, visando a obtencdo de nanoparticulas para medicamentos mais seguros e
eficazes (COUVREUR et al., 2002; COUVREUR & VAUTHIER, 2006). A utilizacao de
sistemas nanoparticulados apresenta diversas vantagens sobre as formulagbes
comumente utilizadas, como a possivel modificagcdo de distribuicdo, a melhora na
biodisponibilidade de substancias de interesse terapéutico, a possibilidade de
vetorizacdo de farmacos a alvos especificos, aumentando a sua especificidade e,
assim, diminuindo a dose necessaria para o efeito terapéutico, além de possibilitar a
protecdo de moléculas a fatores extrinsecos ou intrinsecos ligados a cinética no
organismo, proporcionando administragdes por vias nao invasivas (THASSU, 2007;
CATTANI et al., 2008; VAUTHIER & BOUCHEMAL, 2009, FRANK et al., 2015).

Em contrapartida, junto com a crescente producéo e utilizacdo de dispositivos
nanoestruturados, surge a preocupacdo com a toxicidade destes dispositivos. A
importancia da nanotoxicologia, nova area de conhecimento que tém cerca 10 anos de
estudos, pode ser mensurada por diversos parametros, como a alocacao de recursos
para pesquisa e pelo nimero crescente de publicacdes voltadas ao assunto (HAYNES,
2010). Apesar do grande numero de publicacbes recentes, estas ainda sao
fragmentarias quanto a abordagem dos estudos, na grande maioria realizados em
modelos in vitro, além da caréncia de estudos in vivo sobre a biodisponibilidade,
biodegradabilidade e toxicidade de novos nanomateriais (BALBUS et al., 2007;
FISCHER et al., 2007, SHARIFI et al., 2012).

A realizacdo de estudos toxicolégicos com nanomateriais in vivo € de dificil
execucao e interpretacdo, uma vez que ocorrem variacdes nas caracteristicas fisico-
guimicas como aglomeracao, agregacao, formacao de corona, e quimica de superficie.
Adicionalmente, cada nanomaterial pode possuir caracteristicas intrinsecas,
dificultando a extrapolacédo dos resultados obtidos a outras classes de nanomateriais
(FISCHER et al., 2007; JIANG et al., 2009; GIL et al., 2010, SHARIFI et al., 2012). No
gue tange as caracteristicas fisico-quimicas, o tamanho, a area superficial, as
caracteristicas quimicas e morfolégicas de superficie das nanoparticulas influenciam
diretamente nos efeitos toxicos induzidos pelas mesmas. Assim, quanto menor a
particula, maior a area superficial, maior a resisténcia mecanica e a atividade catalitica,

e assim, maior podera ser sua toxicidade. Estas caracteristicas facilitam sua difusédo e



transporte na atmosfera, em aguas e em solos; a concentracdo de compostos toxicos
na superficie das nanoparticulas, com posterior transporte no meio ambiente ou
acumulo ao longo da cadeia alimentar; a adsor¢cdo de biomoléculas, com
consequentemente interferéncia em processos bioldgicos in vivo; a maior resisténcia a
degradacdo e na catélise de rea¢Bes quimicas (FISCHER et al., 2007; GIL et al., 2010).
Em relacéo aos aspectos toxicologicos, tém sido descrito que nanoestruturas interagem
e/ou se ligam a componentes biolégicos, como proteinas de membrana e
intracelulares, enzimas e tecidos (FISCHER et al., 2007; FARAJI & WIPF, 2009). Desta
forma, a abordagem dos parametros de toxicocinética (absorcdo, biodistribuicéo,
biotransformacdo e depuracdo) e a toxicodindmica (estresse oxidativo, resposta
imunoldgica, dano do DNA, entre outros) podem ser alterados. Neste contexto, na area
farmacéutica, um ponto de grande relevancia € localizacdo e/ou degradacdo das
nanoparticulas apés a liberacdo do farmaco, bem como a elucidacdo do destino do
farmaco encapsulado ou ndo (FISCHER et al., 2007; GIL et al., 2010).

Nanoparticulas biodegradaveis sdo sistemas carreadores de drogas que tem
distribuicdo de tamanho menor do que 1 pm, e que tem sido amplamente investigadas
por controlarem a liberacdo de farmacos, aumentarem a sua biodisponibilidade e
direcionarem a mesma para o local desejado (POHLMANN et al., 2013; MULLER et al.,
2007, Li et al., 2015). Classicamente, a composi¢cdo destas nanoparticulas pode ser
dividida em carreadores lipidicos (lipossomas, nanoparticulas de lipidio sélido e
carreadores lipidicos nanoestruturados) e carreadores poliméricos (nanocapsulas e
nanoesferas), porém, recentemente, foi descrito, pelo grupo das professoras Adriana
Pohlmann e Silvia Guterres, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, um hibrido
de nanoparticula biodegradavel, chamada de nanocépsulas de nucleo lipidico (LNC)
(Figura 1).



Figura 1 Tipos de nanoparticulas biodegradaveis. Adaptado de PISSINATE et al.,
2013.
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Apesar das LNC terem surgido em meados do ano 2000, diferencas na
organizacdo supramolecular das particulas formadas foram encontradas somente
guando o componente monoestearato de sorbitano (MS) foi adicionado as formulagdes.
O MS é um lipidio sélido que foi introduzido na composi¢cdo de formulacdes de LNCs
formadas por polimero, por componente lipidico liquido (6leo, representado pelos
triglicerideos dos acidos caprico e caprilico (TCC)) e por tensoativo hidrofilico
(MULLER et al., 2001). Estudos atuais tém descrito que este novo componente esta
molecularmente disperso no lipidio liquido contido no interior das LNCs (CRUZ et al.,
2006; JAGER et al., 2007; POHLMANN et al., 2008).

JAGER e colaboradores (2007) demonstraram que a parede polimérica interage
com ambas as fases, oleosa e aquosa, indicando que existe uma pseudo-interface
Oleo-4gua na superficie das particulas. As LNCs apresentam maior viscosidade do
nacleo oleoso, podendo controlar a velocidade de liberacdo de uma substancia
encapsulada na particula (JAGER et al., 2009), a rigidez particular (FIEL et al., 2011) e

a capacidade de penetracdo em tecido biolégico, como o tecido cutaneo (DE BRUM,



FIEL et al.,, 2013). A dispersdao de MS em TCC possui propriedades de organogel,
sendo as caracteristicas de rede do organogel alteradas pela interacdo com as
substancias ativas encapsuladas (POLETTO et al., 2013). Desta forma, atualmente a
estrutura supramolecular proposta para as LNCs consiste de um nucleo lipidico, com
caracteristicas de organogel, e uma parede polimérica, a qual esta situada na pseudo-
interface 6leo-agua (Figura 2A). OLIVEIRA e colaboradores (2013) relataram que, em
formulagbes de LNC, a substancia ativa, de acordo com suas caracteristicas fisico-
quimicas, poderd localizar-se na fase dispersante, adsorvida na parede polimérica,
particionada entre a fase dispersante e o nanocarreador ou, ainda, confinada no interior
lipofilico da particula, podendo estas informacfes serem determinadas de acordo com
o valor de log D (OLIVEIRA et al.,, 2013). A Figura 2 mostra possiveis formas de
associacdo das substancias ativas as LNCs, de modo geral, ndo excluindo misturas.
Inicialmente o acetileugenol, substancia ativa alvo de estudo deste trabalho, cujo
aspecto fisico € Oleo, foi descrito ser um componente do ndcleo das nanocapsulas
(Figura 2D). Mas, estudos recentes realizados pelo grupo de pesquisa das professoras
Adriana Pohlmann e Silvia Guterres revelaram que esta ndo é a Unica opcao de
localizacdo desta substancia ativa e estes resultados serdo discutidos ao longo deste
trabalho.

Em conjunto, a problematica relacionada a avaliacdo da eficicia terapéutica de
nanoparticulas carreadoras de farmacos, dentre eles as nanocépsulas de nucleo
lipidico contendo antineoplasicos, é fundamental, uma vez que esta deve ser um
balanco da acdo terapéutica e do potencial téxico. Estudos neste sentido sé&o

essenciais para a real aplicacdo destas nanoestruturas no setor farmacéutico.



Figura 2 Representacao das possiveis formas de associacao das substancias ativas as
LNC.
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Modelo de estrutura supramolecular das nanocépsulas de ndcleo lipidico estabilizadas
por polissorbato 80 dispersas em agua e localizacdo das substancias ativas quando
veiculadas a estas (A), substancia ativa adsorvida a parede polimérica (B), substancia
ativa retida no nucleo oleoso da particula (C) e substancia ativa compondo o nucleo da
particula (D). Adaptado de FIEL, 2013.

1.2 Desenvolvimento de melanomas e a participacdo dos neutrofilos neste processo

A pele representa 0 maior 6rgdo do corpo humano e esta organizada
histologicamente em epiderme e derme, sendo que, abaixo desta Ultima, existe ainda a
hipoderme, que é constituida basicamente de tecido adiposo (KANITAKIS, 2002). A
epiderme representa a camada mais externa e é constituida principalmente por
queratinécitos organizados em subcamadas ou estratos (POTTER, 1966); por
melandcitos que produzem a melanina, responsavel pela cor da pele e pela protecédo
contra os efeitos nocivos da radiagdo ultravioleta dos tipos A e B; por células de
Menkel, que desempenham funcdo sensorial; e por células de Langerhans,
responsaveis pelo controle imunolégico (PHILLIPS, 1998, REGNIER et al., 1993;
BUTNARU & KANITAKIS, 2002; KANITAKIS, 2002).



Entre a epiderme e a derme esta localizada a membrana ou lamina basal que
sustenta a camada epidérmica. Este sistema de conexdes fibrilares controla o trafego
de moléculas bioativas em ambos os sentidos e € constituido, principalmente, por
coldgeno tipo IV, laminina, proteoglicanos e glicosaminoglicanos e fatores de
crescimento (HORCH et al., 2005, 10ZZ0, 2005; AJANI et al., 2007).

A derme, localizada abaixo da lamina basal, fornece energia e nutricdo para a
epiderme e sustenta a pele devido as fibras de coldgeno. A derme é constituida por
coladgeno, principalmente do tipo I, fibronectina, fibras de elastina, glicosaminoglicanos,
proteoglicanos, fibroblastos, que sintetizam e depositam componentes da matriz
extracelular e modulam a proliferacdo e migracdo de células vizinhas, além de células
do sistema imune, foliculos pilosos, glandulas sudoriparas e sebaceas, terminacdes
nervosas, vasos linfaticos e sanguineos (BALASUBRAMANI et al., 2001; WONG et al.,
2007).

O aumento da expectativa de vida observado na populagcdo mundial tem
provocado elevagédo na incidéncia de doencas crénico-degenerativas e neoplasias. O
cancer, também chamado de neoplasia ou tumor maligno, € um termo genérico
utilizado para um conjunto de mais de cem doencas que tem em comum a
caracteristica da perda do controle normal da proliferacdo e crescimento celular
(malignidade), levando a producdo de células ndo diferenciadas, ao crescimento
desregulado e a invasao em tecidos locais e distantes (metastases). A Organizacdo
Mundial da Saude estima que, no ano de 2030, ocorrerdo 27 milhdes de casos de
incidéncia de cancer, 17 milh6es de mortes por cancer e 75 milhdes de pessoas vivas,
anualmente, com cancer. Por outro lado, os tumores benignos significam simplesmente
uma massa localizada de células que se multiplicam vagarosamente e se assemelham
ao seu tecido original, sendo que raramente constituem um risco a vida (INCA, 2015;
NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2014; WHO, 2014).

Embora o cancer de pele seja o mais frequente no Brasil, correspondendo a 25%
de todos os tumores malignos registrados no pais, os melanomas, neoplasias malignas
de melandcitos, representam apenas 4% deste total (INCA, 2015). A cada ano,
globalmente, ocorrem cerca de 2,5 milhdes de casos de cancer de pele do tipo nao-
melanoma, e cerca de 132.000 casos de melanoma. Segundo a Estimativa de
Incidéncia de Cancer no Brasil, em 2014 estavam previstos 2.960 novos casos de
melanoma em homens e 2.030 novos casos em mulheres (INCA, 2015). Para este



mesmo ano, estavam previstos cerca de 76.100 novos casos s6 nos Estados Unidos
(National Cancer Institute, 2015). Em muitos paises o melanoma € considerado um
problema de saude publica, sendo responsavel por 75-80% das mortes relacionadas ao
cancer de pele (NCBI, 2013).

O melanoma cutaneo é um cancer de deteccdo simples, pelo fato da sua
localizacdo ser de facil visualizacdo. Quando o melanoma é detectado em estagios
iniciais da sua progressao, ele apresenta um bom prognéstico. Contudo, uma vez que o
melanoma progride, gerando metastases, ele se torna um tumor de dificil tratamento
(FIDLER, 2003). Assim, apesar da incidéncia ser baixa, sua letalidade € elevada, pois a
sobrevida, superior a 5 anos de pacientes com metastases em linfonodos, varia de 13 a
69% dos casos, dependendo do nimero de linfonodos afetados. Se houver metastases
para outros O6rgdos, o tempo mediano de sobrevivéncia €é estimado em
aproximadamente 8 meses (x 2 meses) e, somente 10 % dos pacientes sobrevivem
mais de 5 anos apés o diagnostico (CHUDNOVSKY et al., 2005; GARBE et al., 2011,
National Cancer Institute, 2015; Cancer Research UK, 2015).

Dentre os fatores de risco podem ser citados a exposicdo ao sol, as
caracteristicas de pigmentacdo da pele, a presenca de multiplos nevus, o histérico
familiar e pessoal de desenvolvimento de melanoma, a imunossupressdo, e a
exposicado ambiental a substancias potencialmente carcinogénicas (National Cancer
Institute, 2015).

Apos a divisdo celular os melandcitos separam-se, retraem seus dendritos e
migram ao longo da membrana basal estabelecendo contato novamente com o0s
queratinécitos, formando outra unidade de melanina epidérmica. Cada melandcito, por
meio de expansdes de seu citoplasma, pode interagir com até 36 queratinécitos. Por
meio dessas expansdes que 0s melanossomos, organela especializada que sintetiza o
pigmento melanina, séo transferidos dos melandcitos para os queratinécitos das
camadas suprabasais, no processo de pigmentacéo da epiderme (HAASS & HERLYN,
2005; LI & HERLYN, 2000). Apo6s o estabelecimento da adesdo, os queratinécitos
controlam o crescimento e a expressao de receptores da superficie dos melanécitos. A
maioria dos melanomas surge dentro da epiderme (melanoma in situ) e, entao,
invadem a membrana basal. As células tumorais podem escapar do controle dos
queratindcitos por alguns mecanismos, a saber: 1) diminuicdo da expressao de

receptores importantes para a comunicagdo com queratindcitos, como E-caderina, P-



caderina desmogleina e conexinas, realizada por fatores de crescimento como fator de
crescimento de hepatdcitos, fator de crescimento derivado de plaquetas, e endotelina-
1, produzidos por fibroblastos e queratindcitos; 2) regulacdo de receptores e moléculas
de sinalizagdo importantes para interacdes de células de melanoma-melanoma e
fibroblasto-melanoma, tais como N-caderina, Mel-CAM e proteina-1 de zbnula de
oclusédo; 3) desregulacdo de morfégenos, como os receptores Notch e seus ligantes; 4)
perda de ancoragem a membrana basal, devido a expresséo alterada de moléculas de
adesdo célula-matriz; e 5) producdo exacerbada de metaloproteinases (HAASS &
HERLYN, 2005).

A classificacdo dos estagios de desenvolvimento dos melanomas pode ser
realizada de acordo com dois modelos histolégicos diferentes, sendo que 0s mesmos
se complementam. O primeiro é baseado na espessura vertical da lesdo em milimetros
(Classificacdo de Breslow) e, o segundo no nivel de invasdo anatdbmica (Classificacédo
de Clark) (National Cancer Institute, 2015, Cancer Research UK, 2015).

A progressao dos melanomas segundo modelo proposto inicialmente por CLARK
e colaboradores (1969) pode ser dividida em 5 niveis (Figura 3). Na primeira etapa do
desenvolvimento dos melanomas ocorre a geracdo de nevos localizados somente na
epiderme, que sdo formados por melandcitos que proliferam de maneira
desorganizada, formando uma lesédo hiperplasica, também chamada de lesdo névica
ou nevo maduro. Esta lesdo, que ndo progride devido a senescéncia celular, é
comumente considerada um marcador de exposicdo a agentes com potencial
carcinogénico, como, a luz ultravioleta (MOOI & PEEPER, 2006). Nivel 1: uma vez
vencida a barreira proliferativa, este nevo se torna displasico e pode progredir para um
estagio de espalhamento superficial, chamado de melanoma de crescimento radial (in
situ). Neste estagio, as células neoplasicas estdo confinadas a epiderme e possuem
baixo potencial invasivo. Nivel 2: melanoma invasivo onde as células de crescimento
radial podem adquirir a capacidade de romper a membrana basal e invadir a derme
papilar, mas nao atingir a interface papilar dérmica-reticular. Nivel 3. melanoma
invasivo, onde as células preenchem e expandem a derme papilar, mas ndo penetram
na derme reticular. Nivel 4. melanoma invasivo, onde as células invadem a derme
reticular, mas ndo chegam ao tecido subcutdneo. Este é também chamado de
melanoma de crescimento vertical, por levar a formagao de ndédulos visiveis e palpaveis

(FIDLER, 2003). Nivel 5: melanoma invasivo onde as células invadem a derme reticular
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no tecido subcutaneo, além de possuirem capacidade de proliferacdo e sobrevivéncia
em microambientes distantes do seu local de origem (CLARK et al., 1984; CLARK,
1991; FIDLER, 2003, National Cancer Institute, 2015).

Figura 3 Constituintes celulares das camadas da pele e etapas da progressao do
melanoma humano.
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A pele é dividida histologicamente em duas principais camadas: a epiderme, que €&
composta por queratinécitos e melandcitos, que estdo proximos a membrana basal e a
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derme, que € composta principalmente por fibroblastos. A proliferacdo aberrante de
melandcitos induzidas por radiacdo UV, por exemplo, resulta na formacdo de nevus
benignos ou displasicos. Posteriormente, ocorre a fase de crescimento radial onde o
melanoma apresenta a habilidade de crescimento dentro da epiderme, seguido pela
invasdo da derme na fase de crescimento vertical, culminando em metastase.
Adaptado de ZAIDI et al., 2008.

Ja a classificacdo dos estagios de desenvolvimento descrito por BRESLOW
(1970), baseada na espessura vertical da lesdo, € mais reprodutivel e possui maior
precisdo quanto ao comportamento do melanoma maligno em lesées mais expressas
do que 1,5 mm. Sua classificagdo foi utilizada pelo Comité Comum Americano em
Cancer (AJCC) para definir a classificagdo dos estagios de desenvolvimento do
melanoma pelo Tumor Node Metastasis (TNM) em 5 estagios (baseado na espessura
do melanoma e a possibilidade de existéncia de qualquer propagagdo em nodulos
linfaticos ou em outras partes do corpo). De forma simplificada, as etapas séo: O.
Melanoma in situ na epiderme sem metastases locais ou distantes. 1. Melanoma com

espessura < 1 mm com ou sem ulceracdo ou mitose e sem metastases locais ou
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distantes; 2. Melanoma com espessura entre 1,01 e 4,00 mm ou > 4,00 mm, com ou
sem ulceracdo e sem metastases locais ou distantes; 3. Melanoma com espessura
entre 1,01 e 4,00 mm ou > 4,00 mm com ou sem ulceracao e com metastases somente
em noédulos linfaticos locais ou sentinelas, sem evidéncias de metastase distantes; 4.
Melanoma com diferentes espessuras com ou sem ulceracdo, com metastases em
nodulos linfaticos locais ou sentinelas e com metastase em diferes 6rgdos como 0ssos,
cérebro, pulméo, figado e intestino (ESGE et al., 2010, National Cancer Institute, 2015).

Além de células cancerosas, 0s tumores apresentam outra dimensdo de
complexidade, pois 0 microambiente tumoral possui um repertorio de células
recrutadas, aparentemente normais; de fatores de crescimento; rede vascular;
expressao de enzimas, proteinas e fatores quimiotaticos, que tornam o “microambiente
tumoral" Unico. Assim, o0 sucesso das terapias anti-melanoma estdo associados ao
estagio de desenvolvimento tumoral, mas também, dentre outros fatores, a composicao
do microambiente tumoral (HANAHAN & WEINBERG, 2011).

Nos ultimos anos tém sido demostrado, por evidéncias epidemioldgicas ou
experimentais, que a inflamac&o crénica € um das caracteristicas mais consistentes do
microambiente tumoral. A inflamacdo pode contribuir para a aquisicdo de
caracteristicas Unicas de cada tumor, onde estas podem ser alteradas pela presenca
do infiltrado de células inflamatorias; moléculas bioativas como fatores de crescimento,
gue sustentam a sinalizacdo da proliferacdo celular; fatores de sobrevivéncia, que
limitam a morte celular; fatores pré-angiogénicos, como enzimas que modificam a
matriz extracelular facilitando a angiogénese, invasdo e metastases; e sinais indutores
gue ativam a transicdo epitelial para a mesenquimal (DENARDO et al., 2010;
GRIVENNIKOV et al., 2010; QIAN & POLLARD, 2010; KARNOUB & WEINBERG,
2007, GALDIERO et al., 2012).

Neste contexto, os mediadores inflamatdrios como citocinas e quimiocinas;
células inflamatdrias (neutréfilos, macrofagos, linfocitos, mastocitos, células dendriticas,
entre outras); fatores de transcricao (fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB) e o
transdutor de sinal e ativador da transcricao (STAT 3), podem ser empregados como
alvo de tratamento a fim de diminuir a incidéncia e a metastizacdo tumoral (ALLAVENA
et al., 2008; SCHETTER et al., 2009; MANTOVANI et al., 2008).

As células inflamatorias sdo componentes essenciais do microambiente tumoral e

desempenham um papel importante na progressao tumoral (HANAHAN & WEINBERG,
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2011; MANTOVANI et al., 2008). Dentre as células inflamatorias, os neutréfilos tem
recebido destaque pois séo plasticas, ou seja, podem mudar o fenétipo dependendo do
micro ambiente, e ainda, por serem secretoras modificam o microambiente tumoral e o
crescimento de tumores (MANTOVANI et al, 2011, GALDIEIRO et al., 2012,
FRIEDLENDER & ALBELDA, 2012; DUMITRU et al., 2013).

Os neutrofilos sdo células sanguineas da série branca que séo geradas a partir de
células tronco hematopoiéticas pluripotentes da medula éssea, e seus estagios
morfologicos de maturagdo incluem diferentes fases. Os neutrofilos segmentados,
tltima etapa de maturacao, representam a populacdo predominante (cerca de 50-70%)
de leucdcitos circulantes em humanos. Estas células presentes no sangue periférico e
tecidos possuem um ndcleo multi-lobulado e trés classes diferentes de granulos em
seu citoplasma. Cada classe de granulos, azurofilos, secundarios e de gelatinase,
possuem componentes diferentes no seu interior que, em conjunto, S8o responsaveis
pelas fungdes destas células. Os neutrdéfilos participam de forma direta na ativacao e
regulacdo da imunidade inata, atuando como células fagociticas, liberadoras de
enzimas laticas e produtoras de espécies reativas de oxigénio, e adaptativa do
organismo, atuando como células apresentadoras de antigenos, como indutoras da
proliferacdo e polarizacdo de células T, e como células resolutivas do processo
inflamatério (MANTOVANI et al., 2011; KOLACZKOWSKA & KUBES, 2013).

Nos ultimos anos tem sido publicada uma série de trabalhos que enfatiza, em
ensaios in vitro e in vivo, a importancia dos neutréfilos na biologia do cancer. Os
neutroéfilos séo recrutados para o tumor em diversos estagios de iniciacdo e progressao
tumoral. Consequentemente, eles desempenham um intenso cross-talk com as células
tumorais, células do estroma e o0 microambiente (GALDIEIRO et al., 2012,
FRIEDLENDER & ALBELDA, 2012; DUMITRU et al., 2013, KOLACZKOWSKA
& KUBES, 2013). De maneira similar a polarizacdo de macrofagos associados ao tumor
(M1 e M2) no microambiente tumoral, tem sido proposto que os neutrdfilos associados
ao tumor (TANs) adquirem fendtipos de polarizagdo em N1 e N2. A predominancia de
neutréfilos com fendtipo N1 no microambiente tumoral desencadeia um perfil de
inibicdo de crescimento tumoral, enquanto que a predominancia de neutrofilos com
fendtipo N2 desencadeia um perfil de progressdo do crescimento tumoral
(MANTOVANI et al.,, 2011, GALDIEIRO et al., 2012, FRIEDLENDER & ALBELDA,
2012; DUMITRU et al., 2013).
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As diferencas entre estes perfis de neutroéfilos e resposta final de desenvolvimento
tumoral sdo acompanhados por algumas caracteristicas, como concentracdes de fator
de transformacdo do crescimento-f (TGF-B), agninase, fator de necrose tumoral-a
(TNF-a), fator de crescimento de endotélio (VEGF), metaloproteinase de matriz
extravascular-9 (MMP-9), espécies reativas de oxigénio, dentre outros. Este perfil ird
regular etapas importantes como a imunossupressado ou imunoestimulacdo, perfil pro
ou anti-angiogénico, e liberacdo de mediadores pré ou anti-inflamatérios que irdo
direcionar a sobrevivéncia, proliferacdo, migracdo e invasdo das células tumorais
(Figura 4) (MANTOVANI et al., 2011, GALDIEIRO et al., 2012, FRIDLENDER &
ALBELDA, 2012; DUMITRU et al., 2013).

Adicionalmente, estudos clinicos recentes apontam a presenca de neutrofilos
como um importante parédmetro de prognéstico independente, que influencia no
resultado da doenca (DONSKOV, 2013). Um intenso infiltrado destas células no
microambiente tumoral pode ser associado a um pior progndéstico e menor
sobrevivéncia do paciente em diversos tipos de cancer, incluindo céancer renal,
carcinoma hepatocelular, carcinoma pulmonar, carcinoma de células escamosas de
cabeca e pescoco, glioma, adenocarcinoma gastrico, cancer coloretal e melanoma
(FOSSATI et al.,, 2009; JENSEN et al., 2009; KUANG et al., 2011; LI et al., 2011,
TRELLAKIS et al., 2011; ILIE et al., 2012; JENSEN et al., 2012; RAO et al., 2012;
ZHAO et al., 2012; DONSKOV, 2013, LADANVI, 2013). Em 2005 foi publicado o
primeiro trabalho na literatura relacionando a presenca de neutrofilos como um fator de
pior prognostico em pacientes com melanoma metastatico (SCHIMIDT et al., 2005).
Apesar disto, a literatura é escassa, neste momento, quanto a real modulacéo exercida
pelas células de melanoma nos neutréfilos ou a modulacdo que os neutréfilos exercem
nas células de melanoma.

Do exposto, fica evidente a importancia das células imunes, entre 0s quais 0s
neutréfilos, na progressdo ou inibicdo tumoral, sendo que a elucidacdo da exata
participacdo dos mesmos no tumor podera torna-los alvos terapéuticos para tumores

malignos, como 0os melanomas.
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Figura 4 Participacao dos neutréfilos TAN na inibicdo ou progressao tumoral.
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Fonte: Adaptado de Mantovani et al., 2011.

1.3 O tratamento de melanomas e as nanoparticulas carreadoras de farmacos

Atualmente, dentre as op¢des de tratamento para o melanoma estéo a realizacao
de intervencdo cirdrgica, a quimioterapia, a radioterapia, e a imunoterapia (National
Cancer Institute, 2015), sendo que melhor tratamento para o paciente com o melanoma
€ realizado de acordo com a classificagdo do estagio de desenvolvimento do
melanoma, e na maioria dos casos € utilizado um modo de terapia combinada (National
Cancer Institute, 2015, Cancer Research UK, 2015).

O prognéstico do paciente é afetado pelas caracteristicas priméarias e
metastaticas dos tumores. Dentre os principais fatores de progndéstico estdo a
espessura e/ou o nivel de invasdao do melanoma, o indice mitdtico (mitoses por
milimetro), a ulceracdo ou hemorragia do sitio primario, o nimero de linfonodos
afetados e a presenca de metastase sistémica. Outros fatores, como a presenca de
infiltrado de células como linfécitos ainda estdo sendo estudados (National Cancer
Institute, 2015).

A intervencdo cirurgica pode acontecer ndo sO no local da leséo inicial, mas
também para a retirada de nddulos linfaticos e outros 6rgaos que foram atingidos pelas
metastases. Os quimioterapicos mais utilizados, que podem ser utilizados de forma

combinada com a terapia biologica, sdo a Dacarbazina e a Temozolida, que muitas
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vezes sao utilizadas em combinacdo com Carmustina, Vinblastina, Cisplatina ou com o
Tamoxifeno. A radioterapia para o tratamento de melanomas é pouco utilizada e tem o
objetivo de controlar os sintomas da doenca e diminuir as chances de recidivas,
principalmente ap0s o processo cirdrgico. A imunoterapia consiste em farmacos
inibidores de chekpoints como o anticorpo monoclonal anti-proteina 4 de linfocito T
citotoxico (CTLA4; Ipilimumab) ou anti-VEGF (Bevacizumab), em administracdo de
interleucina-2 e interferon a-2b recombinantes, além da utilizacdo de inibidores de
transducédo de sinal, como os inibidores de BRAF (Verurafenib, Dabrafenib) e de MEK
(Trametinib). Ainda, dentre as opc¢des de terapias biolégicas, mas somente como trial
clinico, est4 a terapia baseada em vacinas (GOYDOS et al., 2005; GARBE et al., 2011;
Cancer Research UK, 2015, National Cancer Treatment, 2015).

O indice de resposta dos pacientes a estes tratamentos é muito baixo, ndo
ultrapassando a faixa dos 30% a fracdo de pacientes com resposta objetivas. Os
melanomas figuram assim, entre 0s canceres humanos mais resistentes aos diferentes
tratamentos. Os mecanismos de resisténcia mais conhecidos dos melanomas aos
tratamentos sdo a expressao elevada de transportadores do tipo ATP-binding cassatte
(ABC), sendo representada principalmente pela glicoproteina-P, que bombeiam os
farmacos para o meio extracelular (DEICHMANN et al., 2005); a internalizacdo dos
farmacos pelos melanossomas, que podem captar, degradar e externalizar os farmacos
junto com a melanina (CHEN et al., 2006); a evasdao a morte por apoptose, permitindo
gue as células escapem da senescéncia pela super expressdo de proteinas anti-
apoptéticas como a Bcl-2, Bcl-x. e Mcl-1; e a proliferacdo descontrolada, uma vez que
adquirem mutacdes nas proteinas importantes para a proliferacdo e sobrevivéncia
celular, como a BRAF e as vias de MAPK e MEK/ERK (BOLLAG et al., 2010;
SMALLEY, 2010).

Deste modo, devido a rapida progressao tumoral, a alta resisténcia da doenca a
terapia e aos efeitos adversos dos tratamentos disponiveis, ainda € necessario a busca
de novas estratégias terapéuticas para o tratamento dos melanomas (BENJAMIN et al.,
2007; FECHER et al.,, 2008). Neste sentido, recentemente tém sido descrito na
literatura que os sistemas nanoestruturados para o tratamento de melanoma podem ser
uma estratégia viavel. Apenas poucas formulagcfes nanoestruturadas foram aprovadas
pelo FDA ja estdo disponiveis na clinica para o tratamento ou como “Trails”, como por

exemplo, o Doxil® (lipossomas peguilados contendo doxorrubicina), o Abraxane®
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(nanoparticulas de albumina humana contendo Nab-paclitaxel), o Daunoxome®

(lipossomas contendo daunorrubicina), o Ontak® (nanoparticulas contendo denileucina
diflitox), o Nanoxel® (nanoparticulas contendo paclitaxel) e o Aurimune® (TNF ligado a
nanoparticulas de ouro e tiol peguilado, fase 1l). As demais op¢des de nanoestruturas
contendo diferentes antineoplasicos ja conhecidos para o tratamento do melanoma sao
utilizadas somente experimentalmente, como o0s lipossomas, dendrimeros,
polimersomas, nanoparticulas de carbono, nanogéis e, além disso, nanoparticulas
magnéticas para aumentar a temperatura no local desejado, nanoparticulas metélicas
ligadas a fotosensibilizadores para a realizacdo de terapia fotodinamica (BEI et al.,
2010; CHEN et al., 2013; BOMBELLI et al., 2014; LI et al., 2015; NORTHFELT et al.,
1996; OLSEN et al., 2001; NYMAN et al., 2005, PARVEEN et al., 2012; BAWA, 2013).

A utilizacdo de sistemas nanoestruturados para o tratamento de melanoma,
tanto experimentalmente quanto na clinica, apresenta algumas vantagens de acordo
com cada nanoparticula. Os lipossomas apresentam alta biocompatibilidade e
biodegradabilidade e altas taxas de captacdo celular; os dendrimeros apresentam alta
estabilidade, solubilidade e eficacia de encapsulamento de drogas e, além disso,
apresentam uniformidade de tamanho; o0s polimerssomas apresentam alta
biodegradabilidade e permitem liberacdo controlada; as nanoparticulas de carbono
apresentam alta compatibilidade e fotoestabilidade, além disso, tamanho reduzido; as
nanoparticulas de albumina humana apresentam alta solubilidade, estabilidade e baixa
toxicidade. Por outro lado, as nanoparticulas decritas acima também apresentam
algumas desvantagens como baixa eficacia de encapsulamento de drogas e alto custo
(lipossomas); baixa biodegradacdo (dendrimeros e nanoparticulas de carbono); falta de
boa uniformidade de tamanho (polimerssomas). E estas desvantagens dos sistemas
nanoestruturados podem culminar na sindrome das maos e dos pés (rash cutaneo,
edema, rubor e dor), efeitos secundarios com a liberacdo dos tratamentos, toxicidade
em células saudaveis devido a carga positiva, acumulo em rins e reticulo endotelial,
inflamacgéo e producado de espécies reativas de oxigénio (CHEN et al., 2013).

Como ja salientado, as nanoparticulas poliméricas sdo sistemas carreadores de
farmacos que apresentam diametros inferiores a 1 um e que tém sido utilizadas como
uma estratégia atrativa para melhorar a eficiéncia da realizagdo de target tumoral e
reduzir os efeitos toxicos de diferentes tratamentos. Neste sentido, tem sido descrito

qgue as LNCs com estrutura e caracteristicas fisico-quimicas semelhantes as utilizadas
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neste trabalho contendo indometacina, reveratrol ou curcumina aumentaram a eficacia
no tratamento do glioblastoma in vivo e no tratamento da doenga de Alzheimer
(BERNARDI et al., 2009; FIGUEIRO et al., 2013; ZANOTTO-FILHO et al., 2013;
RODRIGUES et al, 2015). Além disso, LNCs contendo extrato de blueberry melhoram a
resposta em modelos de nocicepgdo em camundongos (RAMIREZ et al., 2010).

A utilizacdo de materiais poliméricos para a encapsulacédo de farmacos ou ativos
cosméticos € uma alternativa para mascarar as propriedades fisico-quimicas
intrinsecas da substancia, melhorar sua interacdo com membranas, bem como o
transporte através delas e facilitar a sua absorcéo ou penetracéo cutanea (COUVREUR
& VANTHIER, 2006). Comparando com outros carreadores coloidais, as nanocapsulas
poliméricas apresentam maior estabilidade quando estdo em contato com fluidos
biolégicos (RONEY et al., 2005). Além disso, elas podem ser administradas por via
endovenosa sem causar embolia (COUVREUR et al.,, 2002). Mas, os sistemas
carreadores, para serem efetivos, devem seguir alguns requisitos, como: o carreador
deve ser capaz de encapsular a substancia ativa; o sistema nanotecnolégico resultante
deve ser capaz de levar as moléculas de farmaco ao alvo especifico pretendido; as
moléculas do farmaco devem ser liberadas no tecido ou érgdo alvo, e o carreador,
depois de liberar o farmaco, deve ser eliminado apds dissolucdo ou degradacao no
meio biolégico. Além disso, 0s sistemas carreadores devem ser minuciosamente
planejados em relacdo as suas caracteristicas fisico-quimicas, como hidrofobicidade,
potencial de superficie e perfil de biodegradacdo (GUTERRES et al., 2007,
POHLMANN et al., 2013; FRANK et al., 2015).

A entrega de drogas, presentes em sistemas nanoestruturados, a sitios
especificos tém se mostrado promissora em termos de farmacocinética. Inicialmente,
sugeria-se que a Unica forma viavel para aumentar a seletividade ao tumor era usar um
alvo celular, assim, muitos pesquisadores procuraram desenvolver anticorpos ou
peptideos especificos para os tumores (DUNCAN, 2003; KHANDARE & MINKO, 2006;
KOUCHAKZADEH et al., 2015; LIU et al., 2015). No entanto, estudos mais recentes
tém mostrado que farmacos conjugados com polimeros ou nanoparticulas tém sua
circulagdo sanguinea prolongada, e que estas se acumulam passivamente nos
tumores, mesmo na auséncia de ligantes de alvos especificos (DUNCAN, 2003),

sugerindo a existéncia de um mecanismo de retengéo passiva.
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Os vasos sanguineos tumorais geralmente séo caracterizados por anomalias,
tais como alta taxa de proliferacdo de células endoteliais, aumento da tortuosidade,
deficiéncia de pericitos e a deformagdo na membrana basal. Este defeito na estrutura
vascular, que provavelmente é resultante da rdpida vascularizacdo necessaria para
fornecer oxigénio e nutrientes para os tumores de crescimento rapido, aliada a
diminuicdo na drenagem linfatica, torna 0s vasos permeaveis a macromoléculas.
Devido a diminuicdo da drenagem linfatica, as macromoléculas ndo sado removidas de
forma eficiente, e, assim, sdo mantidas na regido tumoral. Este fen6meno de alvo
(target) passivo, primeiro identificado pelo grupo de MAEDA e colaboradores
(MATSUMURA & MAEDA, 1986; MAEDA 2001), foi chamado de “efeito de aumento de
retencdo e permeabilidade (EPR)”. Apos a sua primeira identificagdo, apesar de sofrer
algumas criticas, estudos tém demonstrado que o efeito EPR resulta em acumulo
passivo de macromoléculas e de particulas nanométricas (polimeros conjugados,
micelas poliméricas, dendrimeros e lipossomas) em tecidos de tumores sdlidos,
aumentando o indice terapéutico e diminuindo os efeitos toxicos nas regides proximas
(MATTHEOLABAKIS et al., 2012). A Figura 5 ilustra o conceito do tumor como alvo
passivo por efeitos de EPR.

O tamanho 6timo das nanoparticulas que se acumulam em um tumor devido ao
efeito EPR ainda ndo é precisamente conhecido. Estudos utilizando lipossomas e
nanoparticulas tém demonstrado que os poros em vasos tumorais podem chegar a 1,2
um (YOKOYAMA et al.,, 1991; YUAN et al., 1995), indicando que nanoparticulas
carregadas de farmacos podem se acumular no microambiente tumoral e em células
tumorais. Desta forma, a administracdo de formulacdes de lipossomas contendo
doxorrubicina apresenta farmacocinética favoravel devido ao efeito de target tumoral
mediado por EPR, quando comparado com a doxorrubicina ndo encapsulada
(MOGHIMI et al., 2005). Adicionalmente, particulas poliméricas contendo doxorrubicina
foram encontradas a circulagdo sanguinea por mais de trés dias apds o tratamento, e
gradualmente acumularam em tumores através do efeito EPR (PARK et al., 2006; KIM
et al., 2006). Em teoria, o efeito EPR pode ser utilizado também para entregar genes e
proteinas em tumores primarios ou em metastases, sugerindo que uma ampla
variedade de medicamentos que utilizam a tecnologia nanométrica podem ser

utilizados para tornar o tumor alvo de drogas antineoplasicas.
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Assim, aliando as vantagens da utilizacdo de nanocapsulas de nucleo lipidico
contendo antineoplasicos ao efeito da maior permeacdo e do efeito de retencéo,
atualmente é de grande interesse, para a comunidade cientifica, avaliar o emprego de

antineoplasicos presentes em formulages nanoestruturadas no tratamento do cancer.

Figura 5 Acumulo passivo de farmacos no microambiente tumoral devido a maior
permeabilidade vascular e ao efeito de retencéo.

Injegdo de
nanoparticulas

Células
endoteliais

As nanoparticulas poliméricas se acumulam preferencialmente em tumores solidos,
devido, pelo menos em parte, as fenestras do sistema de vasos presentes no
microambiente tumoral e da ineficacia do sistema de drenagem linfatica. Adaptado de
PARK et al., 2008.

1.4 Eugenol

Os fitoquimicos fendlicos compreendem uma ampla classe encontrada em
diversas plantas. Esta classe é extensivamente pesquisada por cientistas devido ao
seu potencial de promocdo da saude e o eugenol (4-Alil-2-Metoxifenol), um destes
fitoquimicos, € um composto fendlico natural biologicamente ativo que pode ser
encontrado em concentragfes significativas em diferentes espécies de plantas, como

por exemplo, a Syzgium aromaticum (cravo), a Pimenta racemosa (louro) e a
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Cinnamomum verum (canela) (GOSH et al., 2005; PISANO et al., 2007). O dleo
essencial extraido de cravos contém cerca de 72-90% de eugenol (JAGANATHAN &
SUPRIYANTO, 2012). O Eugenol € um liquido oleoso de cor amarelo claro que € muito
soluvel em solventes organicos e pouco solivel em agua.

De acordo com a literatura, o eugenol tem sido utilizado em diferentes areas de
forma segura, pois ndo apresenta efeitos cancerigenos ou mutagénicos (FDA, U.S.
Food and Drug Administration), sendo que a FAO (Food and Agriculture Organization)
e a WHO (World Health Organization) aceitam a ingestdo diaria de 2,5 mg/kg de
eugenol por peso corpéreo de humanos (FDA, 2014; FAO, 2014; WHO, 2014).

Tal composto pode atuar como agente flavorizante, antisséptico, analgésico,
antibacteriano, antifingico, antiviral, antioxidante, antigenotdxico e como principal
ingrediente do “cimento” para preenchimento de cavidades dentarias (ABRAHAM et al.,
2001; KALEMBA et al., 2003; BURT, 2004; GAYOSO et al., 2005; GHOSH et al., 2005;
BRAGA et al., 2007; HAN et al., 2007; PISANO et al., 2007; SHOKEEN et al., 2008;
HIDALGO et al., 2009). Os efeitos do eugenol sdo dependentes da sua concentracéo
pois, tem sido demonstrado que, em baixas concentragfes ele atua como agente
antioxidante e anti-inflamatério, enquanto que em altas concentracées pode atuar como
um pro-oxidante, causando aumento na geracéo de dano tecidual induzido por radicais
livres (CHOGO & CRANK., 1981; ASHA et al., 2001).

Recentemente tem sido reportado que o eugenol possui atividade anti-tumoral em
varias linhagens celulares e em modelos animais. Adicionalmente, os mecanismos
moleculares da apoptose induzida pelo eugenol em melanomas, tumores de pele,
cancer de mama, leucemias, hepatoma, osteosarcomas, e mastécitos tém sido
documentados (YOO et al., 2005; SLAMENOVA et al., 2009; ABDEL BAR et al., 2010;
JAGANATHAN & SUPRIYANTO, 2012).

Além da inducado de apoptose em diferentes tipos celulares, tem sido descrito que
o eugenol inibe a biossintese de prostaglandinas e bloqueia a atividade da enzima
ciclooxigenase-2 (COX-2), além de causar supressédo no crescimento de melanomas
por inibir a atividade transcricional do fator de transcricdo E2F1 (GHOSH et al., 2005;
PISANO et al., 2007; CARRASCO et al., 2008; CHEN et al., 2009). Adicionalmente, em
um modelo de carcinogénese gastrica em ratos foi demonstrado que o eugenol induz
apoptose das ceélulas cancerosas, por um mecanismo de desequilibrio das proteinas

pré e anti-apoptoéticas e, a0 mesmo tempo, por inibir a invasao e a angiogénese, por
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mecanismo dependente da alteracdo do equilibrio entre os estimuladores e inibidores
do processo (MANIKANDAN et al., 2010).

Um estudo demonstrou que o acetileugenol (AC) apresenta atividade similar a do
eugenol em células de cancer de préstata insensiveis a andrégeno e em células de
carcinoma escamoso oral (CARRASCO et al.,, 2008). Entretanto, os mecanismos
exatos pelos quais o eugenol e o AC exercem seu efeito antitumoral ainda sdo pouco
conhecidos e peculiares para cada tipo de tumor.

Para o desenvolvimento desta tese foi necesséario realizar uma acetilagdo do
eugenol (Figura 6), a fim de manter a estabilidade das formulacfes nanoencapsuladas
contendo o principio ativo, LNC-AC, conforme discutido ao longo do trabalho. As
informacdes da literatura quanto a eficacia terapéutica do AC ou das nanocépsulas
lipidicas contendo AC ainda sdo escassas tornando-se assim alvos interessantes para

estudo.

Figura 6 Estrutura quimica do eugenol (A) e do acetileugenol (B).

A B
H L.
OCH, OCH,
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CH2 CH2

Eugenol Acetileugenol
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2 Objetivos

Os objetivos desta tese foram avaliar a eficacia terapéutica do acetileugenol
(AC), das nanocapsulas de nucleo lipidico (LNC) e das nanocépsulas de nucleo lipidico
contendo acetileugenol (LNC-AC) em um modelo de melanoma in vivo e avaliar os
mecanismos toxicos destes tratamentos utilizando ensaios in vitro com diferentes
linhagens de células. Além disso, foi objetivo avaliar se os tratamentos em células de
melanoma poderiam modificar a ativacao de neutrofilos.

Os obijetivos especificos deste trabalho foram:

1) Avaliar os efeitos terapéuticos das LNC, AC e LNC-AC em diferentes estagios
de desenvolvimento de melanoma in vivo;

2) Avaliar os efeitos toxicos das LNC, AC e LNC-AC durante e ao término dos
protocolos de desenvolvimento de melanoma in vivo;

3) Avaliar os efeitos toéxicos das LNC, AC e LNC-AC in vivo apdés tratamento
agudo;

4) Avaliar os efeitos das LNC, AC e LNC-AC em células endoteliais e de
melanoma humano in vitro;

5) Avaliar se o tratamento das células de melanoma murino com LNC, AC e

LNC-AC poderia modificar a ativacdo de neutréfilos in vitro.
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3 Material e Métodos

3.1 Obtencéo e caracterizacdo das formulacdes

O acetileugenol, as nanocapsulas de nucleo lipidico e as nanocapsulas de nucleo
lipidico contendo acetileugenol foram fornecidos pelo grupo de pesquisa da Dra.
Adriana Raffin Pohlmann, do Instituto de Quimica e da Dra. Silvia Stanisguaski
Guterres, da Faculdade de Farmécia, ambas da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul. Os métodos utilizados para a producédo e resultados de caracterizacdo das
formulacgdes utilizadas neste trabalho, e apresentados aqui, foram realizados e obtidos
pela Dr® Luana Almeida Fiel durante o desenvolvimento do seu Doutorado realizado na
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (FIEL, 2013).

O acetileugenol utilizado neste trabalho foi obtido pela acetilagdo do eugenol (6leo
de cravo-da-india, 78 % de eugenol) por mecanismo de substituicdo nucleofilica em
carbono acilico (CAREY & SUNDBERG, 2000) e purificado por extracdo com solucdo
aguosa de NaOH 0,5 M. O produto obtido foi caracterizado por infravermelho e RMN-
1H.

As suspensfes de nanocapsulas de nucleo lipidico (LNC) utilizadas neste trabalho
foram preparadas conforme método j4 descrito, chamado deposi¢do interfacial de
polimero pré-formado (MULLER et al., 2001; JAGER et al., 2009; VENTURINI et al.,
2011). Resumidamente, foi preparada a fase orgéanica dissolvendo-se o componente
oleoso, o monoestearato de sorbitano e a blenda polimérica de poli (epsilon-
caprolactona) (PCL) (PCL114:PCL14, 90:10, m/m), na acetona (Tabela 1). Esta foi
mantida sob agitacdo e aquecimento a 40 °C. Em um frasco separado, o polissorbato
80 (tensoativo de carater hidrofilico) foi disperso em agua, permanecendo sob agitacao,
a temperatura ambiente. Apds a completa dissolucdo dos componentes de ambas as
fases, a fase organica foi injetada na fase aquosa utilizando-se um funil. A suspenséo
resultante foi mantida sob agitacdo moderada por 10 minutos, a temperatura ambiente.
A suspenséo foi concentrada a um volume final de 10 mL em evaporador rotatério, para
eliminacdo do solvente organico e concentracdo da suspensdo. O nucleo das
nanocapsulas contendo acetileugenol foi formado por mistura de trilglicerideos de
cadeia média (TCM) e acetileugenol na proporcao de 75:25 (TCM:AC, v/v) e o nucleo
das nanocapsulas sem o principio ativo foi formado apenas por triacilglicerol de cadeias

médias.
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Tabela 1 Composicéo qualitativa e quantitativa das formulacdes das nanocapsulas.

Componentes Quantidade
Acetileugenol 0,042 g
PCL (M 114000 g/mol) (PCL114) 0,090 ¢
Fase PCL (M 14000 g/mol) (PCL14) 0,010¢
Organica Triglicerideos de cadeia média (acidos 0.120 mL
caprico e caprilico)
Monoestearato de sorbitano 0,040 g
Acetona 27 mL
Fase Agua milliQ 53 mL
Agquosa Polissorbato 80 0,080 ¢

Fonte: Adaptado de Luana Almeida Fiel, 2013.

As suspensbBes de nanocapsulas foram caracterizadas fisico-quimicamente
quanto a distribuicdo de didmetro das particulas, diametro médio considerando o
volume de uma esfera (Dpugs) e superficie especifica por difracdo de laser
(Mastersizer® Mastersizer 2000 (Malvern, Reino Unido); quanto ao indice de
polidispersao (PDI) e didmetro médio das particulas por espectroscopia de correlacédo
de fétons (Zetasizer®nano-ZS modelo ZEN 3600 (Malvern, Reino Unido); quanto ao
potencial zeta por mobilidade eletroforética (Zetasizer®nano-ZS modelo ZEN 3600
(Malvern, Reino Unido); quanto ao pH por potenciometria; quanto a integridade do
polimero na presenca do acetileugenol por avaliacdo do entumescimento do filme
polimérico (massa de um filme de polimero imerso em mistura de
triacilglicerol:acetileugenol 1:1 foi verificada durante 60 dias) e quanto ao niumero de
particulas presente nas formulacdes pelo método de rastreamento do movimento das
particulas no equipamento Nanosight (modelo LM10, Amesbury, Reino Unido).

Adicionalmente, as suspenstes de LNC-AC foram analisadas quanto ao teor (mg
de farmaco/mL de formulagéo) e eficiéncia de encapsulagéo (E.E. %) apds dissolucéo
e ultrafiltracdo-centrifugacao, respectivamente. O teor de acetileugenol foi determinado
no comprimento de onda em que o AC apresentou maior absorcdo em analise por
varredura espectroscopica em UV-Vis (Amad’ = 275 nm). A metodologia previamente
descrita para analise de eugenol por CLAE (LI et al., 2004) foi adaptada para as

analises de acetileugenol. Nesta adaptacao utilizou-se equipamento S200 Perkin-Elmer
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(USA), coluna RP-18 LiChrospher® 100 (Merck, Germany), fase mével metanol:agua
(85:15, v/v), pH 5,0 e fluxo 0,7 mL/min.

Cabe ressaltar que estes ensaios e caracterizagbes foram realizados pela Dra.
Luana Almeida Fiel da UFRGS, que é colaboradora deste trabalho, e constituem parte
de sua tese de Doutorado. Por esta razdo, estes resultados s&o descritos
resumidamente, somente para demonstracdo da producdo, purificacdo e

caracterizacdo das nanocapsulas de nucleo lipidico em estudo.

3.2  Tratamentos

Para o desenvolvimento dos ensaios in vivo, foram empregados 0s seguintes
grupos experimentais: salina (controle), DMSO (veiculo do acetileugenol),
nanocapsulas de nucleo lipidico (LNC, sem o acetileugenol), acetileugenol (AC,
solucdo de acetileugenol), nanocapsulas de nucleo lipidico contendo acetileugenol
(LNC-AC, nanocéapsulas contendo acetileugenol no nucleo) ou triglicerideos de cadeia
meédia dos acidos caprico e caprilico (TCM). Para os experimentos realizados in vivo
foram utilizadas diferentes periodos de tempo de tratamento, que serdo descritos a
seguir. Os animais receberam os tratamentos nas doses de 20 mg/Kg (via endovenosa)
ou 50 mg/Kg (via intraperitoneal e via oral) da solucdo de AC ou de LNC-AC, ou
volumes equivalentes dos seus respectivos controles, de acordo com cada protocolo
experimental.

Para o desenvolvimento dos ensaios in vitro foram empregados os seguintes
grupos experimentais: R10 (controle), DMSO (veiculo do acetileugenol), nanocépsulas
de nudcleo lipidico (LNC, sem o acetileugenol), acetileugenol (AC, solucdo de
acetileugenol) ou nanocapsulas de nucleo lipidico contendo acetileugenol (LNC-AC,
nanocapsulas contendo acetileugenol no nucleo).

Os diferentes compostos foram diluidos no meio de cultura RPMI, adicionado de
10% de SFB (R10), nas concentragdes de 1; 3; 10; 30; 60; 100 ou 300 uM, quando
necessario. Os volumes de DMSO ou de LNC foram equivalentes aos seus respectivos
tratamentos com AC ou com LNC-AC. Os tratamentos foram incubados com as
culturas de células endoteliais, de melanoma murino ou melanoma humano por

diferentes periodos de tempo.
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3.3 Cultura de células

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizadas as diferentes células: 1)
linhagem de melanoma metastatico murino B16F10, 2) linhagem de melanoma
metastatico humano SK-Mel-28, 3) linhagem nédo tumoral de células endoteliais de veia
umbilical humana (HUVEC), e 4) Neutrdfilos obtidos de camundongos C57BL6.

Para a realizacdo dos ensaios in vivo foram utilizadas células de melanoma
murino B16F10 (H2b), que correspondem a uma variante de melanoma B16 obtida de
camundongos C57BL6. Esta linhagem de células é amplamente utilizada pela literatura
como modelo experimental in vivo (DE LIMA et al., 2013; STRELCZYK et al., 2009).

Para a realizacdo dos ensaios in vitro foi empregada a linhagem de células de
melanoma humano SK-Mel-28, cuja principal mutacdo ocorre no gene B-RAF (V599E)
(mutacdo ocasionada pela substituicdo da timina por adenina, no codon 1796
(A1796T), que resulta na substituicdo de valina por &cido glutdmico no c6don 599).
Esta mutacdo ocorre em aproximadamente 50 % dos melanomas (GOYDOS et al.,
2005). Ainda, a linhagem né&o tumoral de células endoteliais humanas (HUVEC), foi
empregada nos ensaios de toxicidade in vitro, pois a células endoteliais reveste os
vasos da circulagdo e, desta forma, esta em contato direto com agentes quimicos
distribuidos pelo organismo.

As linhagens de células foram cultivadas em estufa a 37°C, em garrafas de
cultura contendo RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute, Vitrocell®) acrescido de
10% de SFB (Soro Fetal Bovino, Vitrocell®) (R10), em atmosfera de 5% de CO,, para a
manutencao do pH préximo ao fisioldgico. As células foram subcultivadas até atingirem
aproximadamente 80% da densidade de saturacdo e, entdo, foram lavadas e
incubadas com uma solucdo Tripsina/EDTA 250 mg% (Vitrocell®). Os estoques
celulares foram mantidos em soro bovino fetal (SFB) contendo DMSO 10%
(dimetilsulfoxido) a -196 °C, em reservatorio com nitrogénio liquido e somente foram
empregadas nos ensaios apos o0 terceiro repique.

Os neutrdfilos foram obtidos de camundongos C57BL6, machos, com 2-3
meses, que receberam uma injecao intraperitoneal de 3 mL de solucdo de glicogénio
de ostra 1% (Type II- Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) em solucdo tamponada de
fosfatos (PBS: NaCl 125mM, KCI 5mM, Na,HPO, 8mM, NaH,PO4 2mM). Apds 4 horas,

0s animais foram anestesiados com uma solugdo quetamina/xilazina (8:80 mg/kg),
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exsanguinados pela seccédo da artéria carétida e veia jugular e a cavidade abdominal
foi lavada com PBS para coleta das células com auxilio de pipeta Pasteur. Em seguida,
a suspensao de células foi centrifugada por 10 minutos, a 4° C, em 600 g. As células
foram ressuspendidas em 1 mL de Hanks e contadas em céamara de Neubauer.
(HEBEDA et al., 2012).

3.4 Ensaios in vivo

3.4.1 Animais

Para o desenvolvimento deste trabalho, foram empregados camundongos
C57BL6 machos com peso entre 20-30g. Os animais foram fornecidos pelo Biotério da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas e do Instituto de Quimica da Universidade de
Sédo Paulo. Todos os animais foram mantidos nas condicbes normais de biotério, ou
seja, caixas de polipropileno, salas com controle de temperatura (22-25°C), controle de
umidade (40 %), controle dos ciclos de luminosidade (12 horas claro/12 horas escuro),
com 4gua e comida a vontade, até o inicio e durante os experimentos, quando
necessario. Os procedimentos foram realizados de acordo com os Principios Eticos de
Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(CEUA, N°309). Antes e, quando necessério, durante 0os experimentos os animais
foram anestesiados com uma solucéo de cloridrato de ketamina (77 mg/kg) /cloridrato

de xilazina (7 mg/kg), respectivamente.

3.4.2 Inducdo de melanoma em camundongos e avaliacdo do crescimento tumoral

Os camundongos foram divididos aleatoriamente em grupos e mantidos em
condicBes normais de biotério. Para a realizacdo da injecdo das células tumorais da
linhagem B16F10 os animais foram anestesiados e a regido dorsal foi tricotomizada
com o creme Veet®. Para avaliar os efeitos dos tratamentos nas diferentes fases do
desenvolvimento tumoral, foram realizados dois protocolos experimentais distintos: 1)
avaliacdo nas primeiras etapas de desenvolvimento do melanoma - 0s animais
receberam uma injecdo subcutanea com 8x10° células B16F10 em 100 pL (meio de
cultura com 10% de SFB) e a partir do 3° dia da administracéo das células tumorais os

animais receberam o tratamento pela via intraperitoneal por 7 dias. 2) avaliagdo nas
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primeiras etapas de desenvolvimento do melanoma - 0s animais receberam uma
injecdo subcutanea com 8x10° células B16F10 em 100 pL (meio de cultura com 10%
de SFB) e a partir do 3° dia da administracdo das células tumorais os animais
receberam o tratamento pela via oral por 7 dias. 3) Avaliacdo nos estagios avancados
de desenvolvimento do melanoma - os animais receberam uma injecdo subcutanea
com 8x10° células B16F10 em 100 pL (meio de cultura com 10% de SFB) e a partir do
10° dia da administrac@o das células tumorais os animais receberam o tratamento pela
via oral, por 10 dias (adaptado de ONIKI et al., 2006 e HUO et al., 2010) O
delineamento experimental in vivo esta representado na Figura 7.

As dimensdes do tumor foram determinadas diariamente, apds 0s animais serem
anestesiados com uma solucdo de cloridrato de ketamina (77mg/kg) / cloridrato de
xilazina (7mg/kg), a partir do primeiro dia de tratamento com o auxilio de um
paquimetro digital (Mitutoyo, modelo n°® CD-6“CSX-B). O volume tumoral foi calculado
utilizando-se a seguinte férmula: “(valor do menor diametro)®> x (valor do maior
diametro) x 0,5”; de modo que os resultados foram expressos em milimetros cubicos
(DEGAKI et al., 2009). A avaliacdo do crescimento tumoral foi realizada pela plotagem
dos valores dos volume obtidos diariamente para cada grupo experimental do terceiro

ao décimo dia de tratamento (mm?/dia).
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Figura 7 Esquema representativo dos trés protocolos experimentais utilizados para a
avaliacao do crescimento tumoral apés os diferentes tratamentos.

Protocolo 1 - Etapas iniciais de desenvolvimento tumoral, tratamentoi.p.

Tratamento (7 dias, i.p.)
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Protocolo 3 - Etapa avancada de desenvolvimento tumoral, tratameto v.o.
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3.4.3 Analise Histolégica

Para observar as alteragcbes histopatolégicas induzidas pelos diferentes
tratamentos foram realizados cortes histolégicos de diferentes tecidos dos animais
utilizados no protocolo nimero 2 de desenvolvimento tumoral, descrito anteriormente

(tem 3.4.2). O tecido tumoral, estdbmago, intestinos, figado, rins, baco, linfonodos,



30

pancreas e pulmdes foram coletados e transferidos para uma solucédo tampao fosfato-
salino (PBS) contendo formaldeido (FA) a 10% (pH = 7,4), por 48 horas para fixacao.
Todas as amostras foram submetidas a desidratacdo e diafanizacdo em alcool etilico e
em diferentes concentracdes de xilol. Posteriormente, os tecidos foram impregnados e
incluidos em parafina. Os blocos de parafina contendo as amostras coletadas foram
cortados em micrétomo (cortes seriados com 5 micrdmetros de espessura) e, em
seguida, foi realizado a coloragao de rotina com hematoxilina e eosina (HE) para uma
observacédo geral das altera¢cfes histopatoldgicas.

Atualmente, a classificacdo das lesGes proliferativas e nédo proliferativas
(iniciativa INHAND) em camundongos esta em discussao pelo Comité de Padronizacao
de Critérios Diagnésticos em Patologia Toxicoldgica (http://www.goreni.org/). Portanto,
foi utilizada a classificagdo morfoldgica das lesdes melanociticas disponivel para a
espécie canina (SMITH et al., 2002).

3.4.4 Avaliacdo dos mediadores quimicos no homogenato tumoral

Para a avaliacdo das concentracdes dos mediadores quimicos no homogenato
tumoral foram usados os animais do protocolo n°® 2 de desenvolvimento tumoral,
descrito anteriormente no item.3.4.2.

Ao término dos tratamentos, os animais foram sacrificados e parte da massa
tumoral foi cuidadosamente removida e homogeneizada com o auxilio de um
homogeneizador de tecidos (T10 Ultra-Turrax IKA® - Brasil), de modo que para cada 1
g de tecido tumoral foram acrescentados 5 mL de solugdo tampé&o (composta por 10
mL de tampao Tris 50 mM pH 7,4 (Trizma — Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), 20 pL
de PMSF 0,5 M (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e 10 uL de inibidor de protease
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Posteriormente, esse homogenato foi
centrifugado e no sobrenadante foi realizada a quantificacdo das proteinas pelo método
de Bradford, com a finalidade de normatizar os valores obtidos para as concentragdes
dos mediadores quimicos.

A concentracdo de nitrito (NO?*) foi determinada no sobrenadante do
homogenato tumoral e no soro obtido dos animais por puncéo da veia cava abdominal.
Em resumo, 50 yL das amostras (puras ou diluidas 1:3000 no caso do homogenato
tumoral) foram adicionados a 50 pL do reagente de Griess (1% de sulfonilamida com

0,1% de a-naftil etilenodiamina). Apdés dez minutos de incubacdo em temperatura
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ambiente, a absorbancia de cada amostra foi determinada em espectrofotémetro no
comprimento de onda de 540 nm. A concentracdo de NO? das amostras foi
determinada a partir de uma curva padréao de NaNO..

As concentracfes dos outros mediadores como a prostaglandina E; (PGE;), TNF-
a, interleucina 10 (IL-10) e o VEGF foram determinados no sobrenadante do
homogenato tumoral dos animais com melanoma, sendo que os ensaios de ELISA
foram conduzidos conforme as especificacées dos fabricantes dos kits (PGE,: Cayman
Chemical® - EUA; TNF- a: BD OptEIA® - EUA; IL-10: BD OptEIA® - EUA; VEGF: IBL®

- Japao).

3.4.5 Avaliacdo da toxicidade dos tratamentos in vivo

Durante e/ou ap0Os a realizacdo dos diferentes protocolos de tratamento de
desenvolvimento tumoral foram analisados parametros, como ganho de peso e
consumo de racdo dos animais. Ainda, ao final do protocolo de tratamento n° 2,
descrito no item 3.4.2, foram avaliados a celularidade sanguinea e funcdes renal e
hepatica dos animais.

Os animais e a racao contida em cada caixa foram pesados uma vez ao dia em
uma balanga semi-analitica, desde o primeiro dia de tratamento até o dia da eutanéasia.
Os resultados do peso dos animais foram apresentados como porcentagem (%) da
variacdo do peso acumulativo, e os do consumo de racdo como o consumo total de
racao de cada grupo experimental.

As amostras sanguineas foram obtidas a partir da puncéo da veia submandibular
de camundongos previamente anestesiados. O sangue foi coletado em tubos tipo
Eppendorf, contendo EDTA 10%, na proporcéo de 10 yL de anticoagulante para cada 1
mL de sangue. A partir do sangue obtido da puncédo da veia submandibular, foram
realizados os hemogramas e a contagem diferencial de leucécitos circulantes. O
hematécrito (Ht), a dosagem de hemoglobina (Hb), o volume corpuscular médio (VCM),
a hemoglobina corpuscular média (HCM), a concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM) e a contagem global de hemacias, leucécitos e plaquetas foram
determinados pelo analisador automatico de células sanguineas ABC vet (ABX
Diagnostics). A contagem diferencial de leucécitos foi realizada em esfregaco, os quais

foram fixados em laminas, corados com solucdo corante de May Grumwald-Giemsa
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(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), modificada (ROSENFELD, 1947). Os esfregacos
foram analisados em microscoépio Optico com objetiva de imerséo (aumento de 100x).

Os niveis de creatinina, alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST) foram analisados no soro coletado dos animais a partir da
puncdo da veia cava abdominal, por método enzimatico utilizando kits comerciais
referentes ao aparelho analisador de testes bioquimicos e imunolégicos Labmax 240
(Labtest® - Brasil).

3.4.6 Microscopia Intravital no musculo cremastérico

Para a avaliagdo dos parametros da microcirculacdo murina apos os diferentes
tratamentos foi utilizada a técnica de microscopia intravital. Esta técnica permite avaliar
a dindmica dos eventos da microcirculacdo em animais vivos, pela observacédo direta
da rede microvascular de tecidos transiluminados ou ndo (GAVINS, 2012). Para tanto,
0s animais foram anestesiados, canulados pela veia femural e em seguida cada animal
foi submetido aos procedimentos cirlrgicos necessarios para a exposicdo do musculo
cremaste. Cabe ressaltar que os animais permaneceram anestesiados durante todo o
protocolo de microscopia intravital.

Os animais foram posicionados e fixados, em decubito ventral, sobre uma placa
de metal aguecida com uma regido acrilica transparente. Uma vez exposto, o musculo
cremaster foi entdo distendido por quatro pontos distintos, com auxilio de pequenos
ganchos, formando uma &rea transparente, pela qual foi possivel visualizar as
estruturas microvasculares (Figura 8). Uma vénula pos-capilar com diametro entre 30 e
40 um, facilmente observavel ao microscépio na superficie transparente, foi entédo
escolhida aleatoriamente para analise. A preparacéo foi mantida Umida e aquecida por
irrigacdo com solucdo tampédo de Ringer-Locke gelatina (pH= 7,3 — 7,4; NaCl 154nM,;
KCI 5,6 mM; CaCl2.2H20 2mM; NaHCO3 6mM; Glicose 5mM e Gelatina).

ApGs a escolha da vénula, foram administrados, por via endovenosa, durante 5
minutos, aproximadamente 200 pL de Salina, DMSO, FA, LNC, AC (20 mg/kg) ou LNC-
AC (20 mg/kg). A vénula foi observada antes (tempo 0), 10, 30, 60 e 120 minutos apés
a administracdo dos compostos. Foram avaliados os parametros de numero de
leucdcitos em comportamento de “rolling”, numero de leucécitos aderidos, formagao de
trombos e de areas hemorragicas. Os leucocitos em movimento na periferia do fluxo

sanguineo, em contato com o endotélio, foram considerados em comportamento
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“rolling”. Essas células foram observadas individualmente e contadas durante um
periodo de 10 minutos a partir de sua passagem por um ponto fixo selecionado na
vénula. Foram considerados leucécitos aderidos agueles que permaneceram por mais
de 30 segundos fixados a parede vascular (FARSKY et. al., 1995; 2004). As imagens
foram obtidas com aumentos finais de 400 x para a quantificacdo do numero de
leucdcitos em comportamento de “rolling” e 1000 x para a quantificagdo do numero de
leucocitos aderidos.

As imagens foram obtidas em microscépio Optico (Axioplan Il, Carl-Zeiss) e as
imagens foram capturadas por camera de video (ZVS, 3C75DE, Carl-Zeiss), e
transmitidas simultaneamente a um computador onde, posteriormente, foram

analisadas pelo software AxioVision 4.8.

3.4.7 Celularidade sanguinea ap0s tratamento agudo

Ao término do protocolo de microscopia intravital, ou seja, duas horas apos a
administracdo dos tratamentos, foram coletadas e analisadas amostras de sangue

utilizando o mesmo protocolo descrito no item 3.4.5.

3.4.8 Analise qualitativa da urina

Ao término do protocolo de microscopia intravital, ou seja, duas horas apés a
administragdo dos compostos, amostras de urina dos animais foram coletadas. As
amostras de urina foram coletadas realizando-se puncéao direta da bexiga dos animais
e, posteriormente, as mesmas foram aplicadas a tiras reagentes (Urofita 10DL,
Prodimol) para andlises bioquimicas. Foram avaliados os seguintes parametros:
Sangue, Urobilinogénio, Bilirrubina, Proteinas, Nitrito, Cetonas, Glicose, pH, Densidade

e Leucdcitos.
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Figura 8 Imagens representativas do procedimento da exposicdo do musculo
cremaster e posicionamento do animal sob o microscoépio.

Os animais foram anestesiados, tricotomizados e 0 seu musculo cremaster foi exposto
e estendido sob uma placa aquecida (1). Esta placa foi posicionada sobre o charriot do
microscépio (2) onde a malha vascular foi transiluminada (3) e visualizada (4).

3.4.9 Hemobdlise in vitro

Para confirmar os resultados observados no ensaio de bioquimica da urina, o
ensaio de hemolise in vitro foi adaptado de SHARMA & SHARMA (2001), onde os
camundongos foram anestesiados e o sangue foi coletado da veia cava com citrato
0,13 M. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas (2000 G, 15 minutos,
temperatura ambiente) e o plasma e os leucocitos foram removidos. As heméacias
foram lavadas com PBS (2x, temperatura ambiente) e centrifugadas (2000 G, 10

minutos, temperatura ambiente), sendo que o “pellet” de hemacias foi ressuspenso e
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diluido a 10% em PBS. As hemacias diluidas foram incubadas com salina, LNC, AC,
LNC-AC (20 ou 32 mg/Kg, ou seja, 1,6 ou 2,6 mM de acetileugenol, respectivamente)
OU com 0s seus respectivos controles na propor¢cao de 5:1 (v/v), durante 1 hora, a 37
°C. Posteriormente, os tubos foram centrifugados (10000 g, 2 minutos, temperatura
ambiente) e o sobrenadante foi avaliado por espectrofotometria no comprimento de
onde de 540 nm. Para a inducdo de hemdlise (controle positivo) foi utilizado uma
solucéo de Triton-X 100 0,2% em PBS. O percentual da hemdlise foi calculada com a
formula: [Absorbancia da amostra / Absorbancia Triton-X 100] x 100.

3.5 Experimentos realizados in vitro

3.5.1 Avaliacdo da estabilidade da suspensdo de nanocapsulas quanto a liberacdo do

acetileugenol

A fim de avaliar a estabilidade das suspensdes de LNC-AC apés a realizacao de
uma diluicdo seriada, a formulacdo foi diluida em &gua contendo 10 % de SFB. As
suspensdes de nanocapsulas de nucleo lipidico contendo acetileugenol e as suas
diluicdes (Figura 9) foram analisadas quanto ao teor por CLAE (mg de farmaco/mL de
formulacdo), conforme o item 3.1, e eficiéncia de encapsulacdo (E.E. %) apos

ultrafiltracdo-centrifugacdo (membranas de 10 kDa por 10 minutos a 5000 rpm).
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Figura 9 Esquema representativo das diluicdes seriadas realizadas com as
suspensdes de nanocapsulas de nucleo lipidico e nanocapsulas de nucleo lipidico
contendo acetileugenol em agua.
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3.5.2 pH do meio de cultura

A fim de avaliar se as suspensdes de nanocapsulas alteravam o pH do meio de
cultura, utilizado nos ensaios in vitro, foram realizadas diluicdes seriadas, semelhante
as realizadas para a realizacédo dos tratamentos com volume final de 5 mL a 25 °C. As
diluicdes foram submetidas a avaliacdo da variacdo de pH utilizando um potenciémetro
(Bel Engineering, Piracicaba, Brasil) calibrado com solucdo tampéo a pH 4.0 e 7.0.
Estes ensaios foram realizados utilizando 3 lotes diferentes de formulagdes, em

triplicata.

3.5.3 Interacdo das nanocapsulas e nanocapsulas de acetileugenol com as células

endoteliais e de melanoma in vitro

A interacdo das nanocdpsulas e das nanocépsulas de acetileugenol com as
células HUVEC e SK-Mel-28 foi avaliada pela observacao direta das células, utilizando
0 microscépio com sistema de imagem hiperespectral CytoViva® (CytoViva Inc.,
Alabama, USA). A tecnologia da iluminacdo patenteada pela CytoViva®, integrada a um

microscopio Optico padrdo, propiciaram o desenvolvimento de um equipamento com
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excelente relacédo sinal-ruido em imagem de campo-escuro, com resolucao 6ptica de
74 nm. Desta forma, é possivel uma rapida observacdo de nanomateriais e também de
patégenos, devido ao espalhamento de luz intrinseco de materiais na escala micro e
nanomeétrica. Além disso, caso estes estejam conjugados a fluoroforos, pode-se utilizar
o CytoViva® no modo microscépio de fluorescéncia comum (CytoViva® Home, 2014).
Para tanto, as células foram plaqueadas (2x10° células/poco) em placas de Petri
de poliestireno, com 22 cm? de diametro interno, contendo uma laminula de vidro de
aproximadamente 0,5 mm de espessura. Apos a confirmagdo da aderéncia das células
as laminulas, pela visualizacdo em microscopio invertido (Leica Microsystems) foram
adicionados R10, LNC-Rod ou LNC-AC-Rod (30 uM). As células permaneceram em
contato com os tratamentos por 24h e, em seguida, as mesmas foram cuidadosamente
lavadas com PBS a 37°C (5x). Estas laminulas foram posicionadas e fixadas sobre
laminas de microscopio livres de particulas de poeira para a obtencdo das imagens das
células pelo auxilio do microscépio CytoViva®. Visando a confirmacéo da presenca de
nanocapsulas no interior das células, variou-se o eixo Z, através da mudanca do plano
focal. As imagens foram processadas em um aumento final de 1500x. As analises
conduzidas no microscépio CytoViva® foram realizadas em colaboragéo com a aluna
de doutorado Mayara Klimuk Uchiyama, orientada pelo Professor Dr. Koiti Araki do

Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo.

3.5.4 Viabilidade celular

A avaliacéo da citotoxicidade dos compostos aqui empregados foi avaliada pelo
método de exclusdo com azul de tripan e em ensaios de citometria de fluxo. Este Ultimo
foi empregado para a identificacdo do tipo de morte celular, tanto para as células

endoteliais quanto para as células de melanoma.

3.5.4.1 Contagem de células pelo método de exclusdo com Azul de Tripan

A viabilidade celular foi avaliada pela utilizacdo de solucdo do corante Azul de
Tripan (0,4% Azul de Tripan em PBS pH 7,4), onde as células foram consideradas n&o
viaveis quando, ao se analisar por microscopia Optica, apresentaram 0 seu interior a
coloracdo azul. Assim, foram plaqueadas 1x10” células, em placas de 24 pocos e, apés
12 horas, as células foram tratadas com R10, LNC, AC, LNC-AC (1, 3, 10, 30, 60, 100,

300 ou 1000 pM) ou com o0s seus respectivos controles. Os tratamentos foram
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realizados por 24 ou 48 horas e tanto as células aderidas quanto as células presentes
no sobrenadante foram coletadas e centrifugadas. Uma aliquota das células foi
adicionada ao corante Azul de Tripan e estas foram contadas em dois campos distintos
da camera de Neubauer. Os ensaios foram realizados em triplicata biolégica e

duplicata experimental.

3.5.4.2 Marcacao com Anexina-V e lodeto de Propidio (PI)

Para a identificacdo do tipo de morte celular induzida pelos compostos foi
empregado a marcacdo com a proteina Anexina V e com iodeto de propidio (PI), para a
mensuracdo da apoptose e necrose celular, respectivamente. As células foram
plagueadas e posteriormente tratadas com R10, LNC, AC, LNC-AC (10, 30, 60, 100 ou
300 uM) ou com o0s seus respectivos controles, por 24 ou 48 horas. Posteriormente, as
células foram transferidas para tubos especificos para o ensaio de citometria de fluxo, e
incubadas com a proteina Anexina-V (conjugada com o fluorocromo FITC), diluida com
tampéo de ligagdo para anexina (1:100), e com 10 pL de PI, na concentragdo de 50
pg/mL. Apds 15 minutos de incubacao, a temperatura ambiente, solucdo tampéao de
ligacdo de anexina foi adicionada aos tubos e as amostras foram lidas em citdmetro de
fluxo (FACS Canto, Becton and Dickinson). Foi avaliada a % de células, de 10.000
eventos por amostra, que apresentavam fluorescéncia de FITC e do PI, monitorados
nos canais FITC (Aexc.= 490 NM; Aemi= 525 nm) e PerCP— Cy 5.5 (Aexc.= 482 nm; Aemi=
695 nm), respectivamente. Os ensaios foram realizados em triplicata biolégica e

duplicata experimental.

3.5.5 Proliferagéo celular

3.5.5.1 Teste de sobrevivéncia clonogénica

O ensaio de sobrevivéncia clonogénica detecta todas as células que
permaneceream com a capacidade para a producdo de um grande numero de
descendentes ap0s tratamentos, que podem causar a morte celular reprodutiva como
um resultado de dano em cromossomos, apoptose, etc (FRANKEN et al., 2006). Assim,
200 células, das diferentes linhagens, foram plagueadas em placas de 6 poc¢os. Apds o
periodo de aderéncia, as células foram incubadas por seis dias com R10, LNC, AC,
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LNC-AC (30, 60 ou 100 uM) ou com os seus respectivos controles. O meio de cultura
contendo os diferentes compostos foi substituido a cada 48 horas. Apds o periodo de
tratamento, as células foram fixadas com paraformaldeido (4 % peso/volume, 5 mL,
4°C) por 20 minutos e, em seguida, foram lavadas com PBS (3x, 37°C). As células
fixadas foram coradas com cristal violeta (0,01%, peso/volume, 5 mL, temperatura
ambiente) por 10 minutos e, em seguida, as placas foram novamente submetidas a 3
lavagens consecutivas com PBS (37°C). As col6nias de células foram contabilizadas
com auxilio de uma lupa em um aumento final de 25x (Carl-Zeiss). A eficiéncia de
clonagem (EC) foi calculada pela férmula EC = n° de colbdnias / n° de células semeadas
e a fracdo de coldnias sobreviventes (FS) foi calculada de acordo com a férmula:

FS=n° de colbnias contadas/ (EC*n° células semeadas/100%).

3.5.5.2 Incorporacéo de CFSE

Os efeitos do acetileugenol e das nanocpsulas de acetileugenol sobre a
proliferacdo celular foram avaliados pela marcacédo das diferentes linhagens de células
com diacetato de carboxi-fluoresceina succinimidil éster (CFSE - Molecular Probe).
Este fluoréforo penetra nas células por difusdo passiva e seu grupo acetato é clivado
pelas esterases intracelulares. Subsequentemente, o grupo succinimidil éster reage
com aminas celulares formando conjugados que sdo retidos nas células durante o
desenvolvimento e a meiose. A marcacao € herdada pelas células filhas apos a divisdo
ou fuséo celular. Desta forma, ocorre uma diminui¢cdo da intensidade de fluorescéncia
ao longo da proliferacéo celular, permitindo assim acompanhar, de uma maneira eficaz,
a taxa proliferativa das células (LYONS & PARISH, 1994; HODGKIN et al., 1996).

As diferentes linhagens de células foram cultivadas e posteriormente 1x10° de
células em suspensdo foram lavadas com PBS acrescido de BSA (0,01%),
centrifugadas e incubadas com CFSE (0,5 uL de uma soluc&o 2 uM, Invitrogen®) por 10
minutos. Ap6s a confirmacao de incorporacao do corante as células por citometria de
fluxo, estas foram plaqueadas (4x10* células/poco) em placas de 12 pocos. Vinte e
quatro horas apds a incorporagcdo do fluoréforo, o decaimento da intensidade de
fluorescéncia foi novamente verificada por citometria de fluxo. Em seguida, foram
realizados os tratamentos com R10, LNC, AC, LNC-AC (10, 30 ou 60 pM) ou com os
seus respectivos controles, por 24 ou 48 horas.
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Em um segundo protocolo experimental, para avaliar os efeitos do NO na
proliferacédo celular, as células foram marcadas com o CFSE e incubadas previamente
por 30 min com o N-w-Nitro-L-arginina metil éster (L-NAME, 10 M, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA), um inibidor inespecifico das oxido nitrico sintases (NOS). Apds este
periodo, foram realizados os tratamentos como descrito acima, mas na presenca de L-
NAME, por 24 ou 48 horas.

A intensidade de fluorescéncia do CFSE, de 10.000 eventos por amostra, foi
monitorada por citometria de fluxo no canal do FITC (Aexc= 490 nm; Aemi= 525 nm;
FACS Canto, Becton and Dickinson). Os ensaios foram realizados em triplicata

bioldgica e duplicata experimental.

3.5.6 Andlise do ciclo celular

Para a avaliacdo do ciclo celular, as células foram plaqueadas (3x10*
células/poco) em placas de 12 pocos e apds a aderéncia celular, as mesmas foram
tratadas com R10, LNC, AC, LNC-AC (10, 30 ou 60 uM) por 24 ou 48 horas. Ao término
dos tratamentos, o meio de cultura foi removido das placas e descartado, as células
foram lavadas duas vezes com PBS, tripsinizadas, transferidas para tubos de citometria
e centrifugadas (600g por 10 minutos a 4°C). O sobrenadante foi desprezado e foram
adicionados a cada tubo 50 pL de uma solugdo contendo a enzima RNAse A (15
mg/mL) e 150 puL do tampéo hipotonico fluorescente (PBS, 2% SFB, 0,05 % Triton—X
100, 0,1% de citrato de sodio, 25 pg/mL de iodeto de propidio). As amostras foram
incubadas por 30 minutos, a temperatura ambiente, e as analises foram realizadas por
citometria de fluxo (FACS Canto, Becton and Dickinson). Foi avaliada a intensidade de
fluorescéncia do iodeto de propidio ligado ao DNA de 10.000 eventos por amostra,
monitorados no canal PerCP— Cy 5.5 (Aexe. = 488 NnM; Aemi. = 695 nm). Os ensaios foram

realizados em triplicata bioldgica e duplicata experimental.

3.5.7 Aderéncia celular

As diferentes linhagens celulares foram cultivadas, contadas e adicionadas
(5x10” células/poco) a uma placa de cultura de 96 pocos. Concomitantemente, foram
adicionados R10, LNC, AC, LNC-AC (10, 30 ou 60 pM) ou os seus respectivos
controles. A aderéncia das células ao Matrigel® (BD Biosciences), na presenca dos
diferentes compostos, foi permitida por um periodo de 2 horas, a 37°C. Apls este



41

periodo, o sobrenadante foi cuidadosamente removido e as células foram lavadas com
PBS (2%, a 37°C). Posteriormente, foi adicionado meio de cultura acrescido de 10 pL
de MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-)-2,5-diphenyltetrazolium bromide, 5 mg/mL). As
células foram incubadas com o MTT durante 2h a 37°C e, em seguida, o0 meio de
cultura foi removido e os cristais de azul de formazan foram dissolvidos com 200 mL de
DMSO (BRANDAL et al., 2011). A absorbancia foi quantificada usando um leitor de
microplacas (VersaMax, Molecular Devices) em 570 nm. Os resultados foram
expressos como % em relagcdo ao grupo controle. Os ensaios foram realizados em

triplicata biologica e duplicata experimental.

3.5.8 Expressdo de moléculas de adesdo em células endoteliais e de

melanoma

Para a quantificacdo das moléculas de adesdo das células endoteliais e de
melanoma, 4 x10° células foram plaqueadas, e aguardou-se um periodo de 12 horas
para a adesdao celular. Apés este periodo, as células foram tratadas com R10, LNC, AC
ou LNC-AC (60 uM) por 2 horas.

ApoOs o periodo de incubacdo com os tratamentos, as células foram lavadas com
PBS e incubadas por 20 minutos a 4°C, sob auséncia de luz, com anticorpos
especificos (Becton, Dickinson and Company): anti-PECAM-1-FITC (CD31), anti-
VCAM-1-FITC (CD106), anti-ICAM-1-PE (CD54), anti-B3 integrina-PE (CD61) ou anti-,
integrina-PE (CD29). Todos os anticorpos foram utilizados na diluicdo de 1:100. Ao
término da incubacédo, as células foram lavadas e fixadas pela adicdo de 100 pL de
uma solucdo de p-formaldeido a 2%. As andlises foram conduzidas pelo
monitoramento da intensidade de fluorescéncia de 10.000 eventos por amostra, no
canal FITC (Aexc.= 488 nm; Aemi.= 525 nm) € PE (Aexc.= 562 nm; Aemi= 588 nm) utilizando
citometro de fluxo FACS Canto Il (BD® Becton, Dickinson and Company). Os

resultados foram expressos como mediana de intensidade de fluorescéncia.

3.5.9 Migracéo Celular

A migracdo das células endoteliais e de melanoma foi avaliada utilizando o

modelo de migracdo bidimensional de acordo com o modelo de cicatrizagdo in vitro
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estabelecido por Burk (1973). Antes do plaqueamento, foram delimitadas linhas no
fundo da placa, na altura do diametro dos pocos, a fim de servir de guia para as fotos
do experimento. Desta forma, as fotos foram sempre tiradas imediatamente acima da
linha tracada. Para tanto, 5x10° células foram plaqueadas em placas de cultura de 24
pocos e apols estas atingirem 90-100% de confluéncia, foi realizada uma leséo

(“arranhdo”) na monocamada unicelular com o auxilio de uma ponteira estéril de
micropipeta de 1 mL. As células foram lavadas 2x com PBS e em seguida, foram
adicionados os tratamentos R10, LNC, AC, LNC-AC (30 pM) que permaneceram em
contato com as células por 12 horas. Trés campos microscopicos distintos de cada
poco foram fotografados nos tempos 0 e 12 horas e o numero de nucleos celulares que

atravessaram a linha demarcada foi quantificado.

3.5.10 Producao de Espécies Reativas de Oxigénio

Para a avaliacdo da producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) as células
endoteliais e de melanoma foram plaqueadas (1x10%células por poco) em placas de 96
pocos e apods a sua aderéncia, as mesmas foram tratadas com R10, LNC, AC, LNC-AC
(30, 60, 100 ou 300 uM) por 24 horas. Apos a incubacéao, as células foram lavadas 2x
com PBS e incubadas a 37°C por 30 min com o corante ndo fluorescente 2',7'-
diclorfluoresceina-diacetato (DCFH-DA, 10 uM; diluido em PBS) que penetra no
citoplasma das células onde é oxidado por ROS a uma diclorofluoresceina fluorescente
(DCF) (ELBIM & LIZARD, 2009). Apos este periodo, a fluorescéncia foi analisada em
um leitor fluorescéncia em Aegyxc= 488 nm and Aemi= 530 nm (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA). Os resultados séo apresentados como unidades arbitrarias de fluorescéncia

de trés experimentos em duplicata.

3.5.11 Determinacédo da concentracdo de nitrito (NO; ") por quimiluminescéncia

As células endoteliais e de melanoma foram plaqueadas (1x10* células/poco) e
posteriormente incubadas com R10, LNC, AC ou LNC-AC (10, 30 ou 60 uM) por 24
horas. A concentracdo de NO, (indicador indireto da concentracdo de oxido nitrico) foi
determinado em 5 pL do sobrenadante das culturas celulares pela técnica de
guimioluminescéncia, oxido nitrico/ozénio na presenca de um agente redutor (0,8% de
cloreto de vanadio em HCI 1N a 95 °C), utilizando um analisador de NO (Sievers® Nitric

Oxide Analyser 280, GE Analytical Instruments, Boulder, EUA) de acorodo com as
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instrucdes do fabricante (BAYLIS & VALLANCE, 1998). A concentracdo de NO, das
amostras foi determinada a partir de uma curva padrao de NaNO; e os valores foram
expressos como UM (adaptado de ALVES et al., 2002).

Para avaliar os efeitos do inibidor inespecifico das NOS, as células foram pré-
tratadas com L-NAME (10° M) por 30 minutos e posteriormente tratadas com R10,
LNC, AC ou LNC-AC (30 uM) na presenca de L-NAME por 24 horas.

3.5.12 Expresséo Proteica das Enzimas Oxido Nitrico Sintases por Western Blot
- Extragao proteica

As linhagens de células foram plaqueadas em placas de 100 nm de diametro e
guando as células atingiam aproximadamente 50% de confluéncia, estas foram
incubadas com R10, LNC, AC ou LNC-AC (60 uM). ApGs o periodo de tratamento, as
culturas foram lavadas 2x com PBS gelado e, apés, esta etapa, adicionou-se 70-100 pL
de tampéao de lise RIPA (50 mM Tris pH 8,0, 150 mM NacCl, 1 mM EDTA pH 7,4, SDS
0,05%, inibidor de protease (Protease inhibitor cocktail tables — Roche, Manheim,
Germany) e inibidor de fosfatases (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Com o auxilio
de um cell scrapper, as células foram coletadas, transferidas para um tubo cbénico e
incubadas por 20 min a 4C°. ApGs a incubacgdo, as amostras foram centrifugadas por
20 min, 4 °C e os sobrenadantes foram mantidos a -80°C. As amostras foram
normatizadas de acordo com a quantidade de proteina, utilizando o método de
Bradford (1976), com o uso do Reagente de Bradford (Bio-Rad) e curva padrdo de BSA
(albumina sérica bovina). Foram utilizados 60 pg de proteina total para cada canal.

- Separacéo de proteinas utilizando eletroforese em gel de acrilamida e

transferéncia para membrana

Para a separacdao foi utilizado gel de SDS-PAGE com 10% de acrilamida. Em
cada canaleta foram colocados 60 pg de extrato proteico total em 20 puL de tampéo de
lise + 5 pL de tampéao de amostra 5X (Tris-HCI 62,5 mM pH 6.7, SDS 2%, Glicerol 10%,
Azul de Bromofenol 0,1%, DTT 50 mM) aquecido a 95 °C por 5 min (condicdes
desnaturantes) e 5 uL de marcador de peso molecular Rainbow (RPN800V, Amersham
Pharmacia Biotech, NJ, USA) em cada gel. A corrida foi realizada a 100V / 2h durante a

separacédo das proteinas no gel. Apos o fracionamento, as proteinas foram transferidas
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para uma membrana de nitrocelulose (Amersham Pharmacia Biotech, NJ, USA),

utilizando-se transferéncia Umida realizada 100V /2 h a 4 C°.

- Incubacdo das membranas com anticorpos primarios e secundarios

As membranas foram bloqueadas com solucdo de bloqueio constituida de 5 %
de leite desnatado em p6 em TBS-t acrescido de 0,2% de Tween 20 (Roche) (TBS-t), a
temperatura ambiente, por 1 hora.

Apés a etapa de blogueio, as membranas fora incubadas overnight (16 a 20

horas) com os anticorpos:

v/ 1:500 de anticorpo monoclonal de humano especifico para INOS/NOS I
humana - 130 kDa (610328 - BD Bioscience — Franklin Lakes, NJ, USA)
na presenca de TBS-t 0,2%.

v' 1:500 de anticorpo monoclonal de humano especifico para eNOS/NOS |li
humana - 140 kDa (610296 - BD Bioscience — Franklin Lakes, NJ, USA)
na presenca de TBS-t 0,2%.

Apos 4 lavagens de 10 min com TBS-t 0,02%, a membrana foi incubada com
anticorpo secundario anti-coelho diluido 1:3000, ou anticorpo anti-camundongo diluido
1: 5000 em TBS-t 0,0% durante 1 hora a temperatura ambiente, sob agitacao.

Adicionalmente cada membrana foi incubada com 1:20000 de anticorpo
monoclonal de humano especifico para B-actina humana conjugada com a enzima
HRP - 42 kDa (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) na presenca de TBS-t 0,2%, por 45
min.

ApoOs as incubagdes com os anticorpos secundarios ou com o anticorpo 3-actina,
as membranas foram lavadas 4 vezes de 10 min com TBS-t 0,02% e em seguidas
reveladas por quimiluminescéncia, utilizando o kit ECL para deteccdo de proteinas
(Amersham Pharmacia Biotech, NJ, EUA) utilizando o equipamento ImageQuantTM
400® versdo 1.0.0 (Amersham Biosciences, Pittsburg, PA, USA). Os resultados foram

expressos em relacéo a intensidade de B-actina.

3.5.13 Co —cultura de células de melanoma murino (B16F10) e neutrofilos

Para avaliar se o tratamento prévio das células de melanoma poderia modular

neutrofilos em co-cultura, as células de melanoma murino foram plaqueadas
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(1x10%células por poco) em placas de 24 pocos e apds a sua aderéncia, foram
tratadas com R10, LNC, AC ou LNC-AC (30 uM) por 24 horas. Apés a incubacao, as
células foram lavadas 2x com PBS e foi adicionado 600 pL de R10. Apdés este
procedimento, foi adicionado um transwell em cada pogo (poro de 0,4 pum, BD
Bioscience, EUA) contendo 5x10° neutréfilos em volume final de 200 pL (proporcéo
final de 1 célula de melanoma para cada 50 neutréfilos, CHEN et al., 2003).

Os neutrdfilos foram obtidos de acordo com o item 3.3 e separados das demais
células utilizando Ficoll (adaptado de MUNDER et al.,, 2005). Resumidamente, as
células foram colocadas sob o Ficoll e centrifugadas (700 x g por 30 min a 22 °C). O
pellet contendo os polimorfos nucleares (PNM) e eritrécitos foi resuspendido em
solucéao de Hanks (HBSS, Gilbco, Grand Island, EUA) e misturados em uma proporgéao
de 1:1 em uma solucdo de dextran 3%. ApoOs a sedimentacdo dos eritrécitos (cerca de
1h) o sobrenadante rico em PMN foi coletado e lisado com uma solucdo hipotdnica
(NaCl 0,2% por 30 segundos e NaCl 1,6% por 30 segundos) e posteriormente as
células foram lavadas com solugcdo de Hanks, analizadas quanto a viabilidade
utilizando azul de tripan e caracterizados por citometria de fluxo.

As células permaneceram em co-cultura por 18 h e apds este periodo as células
B16F10 presentes no fundo do poco foram utilizados para realizacdo de ensaios de
viabilidade celular por FACS (protocolo descrito no item 3.5.4.2 do Material e Métodos).
Os neutrofilos presentes na parte superior do transwell foram utilizados para a
realizacdo de ensaios de viabilidade celular por FACS e expressdo de moléculas de
adesdao (protocolo descrito no item 3.5.8 do Material e Métodos). O sobrenadante da
co-cultura foi utilizado para a quantificacdo de mediadores quimicos por ELISA e por
FACS (Kit CBA Inflammation, BD, EUA).

3.6 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram apresentados como média + e.p.m. e foram
analisados estatisticamente pelo Teste “t” de student ou pela Andlise de Variancia com
comparacdes multiplas (ANOVA), seguido do teste de Tukey-Kramer, quando
necessario. O programa GraphPad Prisma® versdo 4.00 (GraphPad Prism Software

Inc, 1992-2003) foi utilizado para conduzir as analises estatisticas.
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4 Resultados e Discussao

4.1 SECAO 1 - Caracterizagéo das formulacdes

Os resultados de producéo e caracterizacdo das formulacdes utilizadas para o
desenvolvimento deste trabalho foram obtidos pela Dra. Luana Fiel e fazem parte da
sua tese de Doutorado desenvolvida na Universidade Federal do Rio Grande do Sul
sob a orientagéo da Dra. Adriana Raffin Pohlmann. A reagao de acetilagdo do eugenol
foi eficiente, com rendimento de reacdo de 84%, sendo que o produto purificado obtido
foi caracterizado por infravermelho e RMN de *H (Anexo 1). Os resultados confirmaram
a obtencao do acetileugenol, solucéo limpida de cor amarelada (Figura 10).

As nanocapsulas utilizadas neste projeto foram obtidas pelo método de deposicéo
interfacial de polimero pré-formado (MULLER et al.,, 2001; JAGER et al., 2009;
VENTURINI et al., 2011). Ap6s o preparo, as formulacbes de nanocapsulas
apresentaram aspecto leitoso (Figura 10), pH em torno de 6,0 para as LNC e 4,5 para
as LNC-AC. O potencial zeta ficou em torno de - 10,0 mV, tanto para as LNC quanto
para as LNC-AC. Para a realizagdo dos ensaios in vivo, o pH das formulagcdes de LNC-
AC foi ajustado dentro da faixa de 6-7. Cabe destacar que o polissorbato 80 utilizado
na composicdo das LNC e LNC-AC é utilizado como um agente estabilizante da
formulacéo, impedindo agregacdo das nanocapsulas. A fase aquosa (FA), utilizada em
alguns ensaios como um controle, foi inserida como um grupo experimental apos a
observacdo de que as LNC (sem o principio ativo) possuiam efeitos biol6gicos. Mas
deve-se levar em consideracdo que o polissorbato 80 representa, de certa forma,
somente a estrutura mais externa das LNC e das LNC-AC, enquanto que na FA ele
esta totalmente livre (FIEL et al., 2001 e 2013). O polissorbato 80 é conhecido por ser
citotoxico para diferentes linhagens de células em concentracdes abaixo de 0,1 uM
(MENARD et al., 2011).

A avaliacdo da alteracdo da massa polimérica foi realizada para verificar a
integridade do polimero em presenca de AC. Observou-se que o perfil de
entumescimento do polimero nao foi alterado quando este foi colocado em contato com
0 AC, sendo que a massa polimérica foi mantida durante os 60 dias de observacéo.

Diferentemente, a esséncia oleosa de cravo-da-india induziu aumento seguido de
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reducdo da massa polimérica (~ 60 %) (Anexo 2). Estes resultados indicam que a
acetilacdo do eugenol foi capaz de reduzir a interacdo deste com o componente da
parede polimérica, o polimero poli (épsilon-caprolactona), sugerindo que as
nanoparticulas preparadas com o derivado acetilado teriam mais chances de estarem
estruturadas como um sistema vesicular, formado por um nucleo oleoso envolto por
uma parede polimérica (GUTERRES et al., 2000). Aliado a este fato, e os resultados
obtidos por FIEL (2013) nos ensaios de eficiencia de encapsulacdo e taxa de
encapsulacdo, concluiu-se que a utilizacdo do acetileugenol (AC) seria mais adequada
do que do eugenol para o desenvolvimento deste trabalho.

No entanto, como citado na introducédo, estudos recentes realizados pelo grupo de
pesquisa das professoras Adriana Pohlmann e Silvia Guterres revelaram que o AC
possui um logD (logaritmo do coeficiente de distribuicdo) menor que 3, podendo
interagir com o polimero das LNCs e, assim, dissolver sua parede polimérica com
consequente alteragcdo da supraestutura da formulacdo (FIEL, 2014, comunicacao
pessoal).

Adicionalmente, as imagens das formulagdes de LNC (Figura 11A) e de LNC-AC
(Figura 11B), utilizando o microscépio de imagem hiperespectral CytoViva®, mostram a
homogeinidade das nanocapsulas de nucleo lipidico, ou seja, estas formula¢cdes ndo

sofreram agregacao ou aglomeracao decorridos 15 dias da sua manipulagao.
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Figura 10 Imagem representativa das formulagdes de nanocapsulas de nucleo lipidico,
acetileugenol e nanocapsulas de nucleo lipidico contendo acetileugenol utilizadas no
desenvolvimento deste trabalho.

Figura 11 Imagem representativa das LNC e das LNC-AC obtidas por microscopia

hiperespectral no equipamento CytoViva®.

LNC LNC-AC

25 pm 25 pm

As LNC (A) e as LNC-AC (B) foram espalhadas em laminas ultra limpa e observadas
no microscopio em aumento final de 1500X. As fotos indicam a homogeneidade das
diferentes formulacgdes.
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O perfil de distribuicdo de tamanho foi inicialmente determinado por difracdo a
laser, sendo que os perfis de distribuicdo (Figura 12) foram monomodais e em escala
nanomeétrica, tanto para as LNC quanto para as LNC-AC. Os valores de diametro
médio de cada sistema (média de 3 lotes), expressos em volume da esfera equivalente
(Dpa,3)) foram 290 + 51 nm (LNC) e 227 £ 41 nm (LNC-AC).

Figura 12 Distribuicdo de tamanho de particula obtido por difracdo de laser para as
LNC e as LNC-AC. Os resultados foram expressos como média + DP de trés lotes
diferentes.

_ —= LNC —e— LNC-AC

0,01 0,1 1 10 100 1000
Diametro (mm)

Quando as LNC e as LNC-AC foram analisadas por espectroscopia de correlacéo
de fétons, utilizada para avaliar a populacdo nanométrica, as formulacdes de LNC e de
LNC-AC apresentaram diametro médio de 208 + 15 e 194 + 20 nm, respectivamente. A
largura do pico obtido foi menor do que 100 nm e os valores de PDI ficaram abaixo de
0,11 indicando estreita distribuicdo de tamanho. Os valores de diametro médio das
LNC e das LNC-AC obtidas pelos dois métodos foram préximos, sendo que ndo houve
diferenca significativa deste parametro quando os mesmos foram comparados, ou
quando o diametro meédio das LNC e das LNC-AC foram comparados.

O AC foi analisado quanto ao teor e taxa de encapsulacdo por CLAE apoés
dissolucdo e ultrafiltracdo-centrifugacdo, respectivamente. Para assegurar a
confiabilidade dos resultados, as curvas de calibracdo para quantificacdo do ativo

foram validadas segundo os seguintes parametros: linearidade, precisao intermediaria,
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repetibilidade, exatidao e limite de quantificacdo. A média da curva de calibracdo do AC
em acetonitrila, na faixa de concentragcéo de 1,0 a 30 pg/mL, foi obtida com um r>0,99.
A analise de variancia dos dados indicou existéncia de correlacdo linear entre as
variaveis selecionadas, sem desvios da linearidade. O método de quantificagédo foi
preciso e exato e a analise de quantidade de farmaco contida nas amostras de LNC-AC
foi de 3,23 + 0,03 mg/mL [teor (mg/mL de formulacéo)].

A eficiéncia de encapsulacdo do AC foi avaliada apds analise do ultrafiltrado
resultante da ultrafiltracdo-centrifugacdo do sistema. Essa andlise mostrou que a
guantidade de AC que permanece na FA (externa) é <1 %. Assim, considerando o teor
de AC na formulacdo como 100 %, a eficiéncia de encapsulacdo do ativo foi >99 %
para as LNC-AC.

As formulacdes de LNC e de LNC-AC obtidas contém cerca de 4,50 + 0,50 x 10* e
3,65 + 0,36 x 10* particulas a cada mL de formulacéo, respectivamente. A superficie
especifica das particulas foi obtida com o auxilio do equipamento de difracdo de laser
(Mastersizer 2000, Malvern). Assim, a superficie especifica (média £ DP, n=3) das LNC
e das LNC-AC foi de 34,3 + 1,25 m%g e 38,1 + 1,25 m?/g, respectivamente. A area
superficial total das particulas foi calculada levando em consideracdo a superficie
especifica das particulas e a massa de todos componentes que compdem a fase
dispersa das formulacdes. Assim, a area superficial total das particulas presentes em 1
mL de formulacdo é de LNC=1,03 + 0,24 m%mL e de LNC-AC= 1,14 + 0,03 m?/mL.

4.2 SECAO 2 - Eficécia terapéutica e toxicidade in vivo

4.2.1 Eficacia terapéutica e toxicidade ap6s administracao dos tratamentos pela via

intraperitoneal na etapa inicial de desenvolvimento do melanoma

Os ensaios para avaliar a atividade anti-tumoral dos tratamentos foram iniciados
com a dose diaria de 20 mg/kg/dia, i.p., e os resultados obtidos mostram que nenhum
dos tratamentos administrados foi capaz de reduzir a massa tumoral (dados néo
mostrados). Desta forma, os ensaios foram conduzidos com tratamentos na dose de 50
mg/Kg/dia, pela via i.p., do terceiro ao décimo dia a partir da inje¢cdo da suspenséo de
células de melanoma murino. Os resultados obtidos mostraram que o volume tumoral

do grupo de animais tratados com LNC-AC apresentou uma tendéncia de reducao do
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volume tumoral em relagcdo ao grupo tratado com salina. Adicionalmente, somente o
volume tumoral do grupo de animais tratado com o LNC foi estatisticamente reduzido
em relagdo ao grupo tratado com salina, nos 9° e 10° dia ap0s a injecdo das células
tumorais (Figura 13).

E importante ressaltar que considerando somente o Gltimo dia de tratamento, 0s
tratamentos com LNC-AC ou LNC, ocasionaram, respectivamente, reducédo no volume
tumoral de 44,5% e 74,7%, quando comparados ao volume tumoral de animais tratados
com salina. As redugdes do volume tumoral ocasionadas pelos tratamentos com LNC
ou LNC-AC puderam ser facilmente visualizadas macroscopicamente como
demonstrado na Figura 13B.

Apesar dos tratamentos com LNC ou LNC-AC (50 mg/Kg/dia), pela via i.p. terem
causado redug&o no volume tumoral dos animais, estes mesmos grupos experimentais
apresentaram toxicidade sistémica, como reducdo no peso acumulado (Figura 14A) e
no consumo de racado (Figura 14B), e toxicidade local, demonstrado pela presenca de
precipitado das LNC na cavidade abdominal (Figura 14 A), além de aderéncia dos
orgdos desta regido (Figura 14C).
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Figura 13 Volume tumoral de animais que receberam os diferentes tratamentos pela
via intraperitoneal durante sete dias na etapa inicial de desenvolvimento do melanoma.

A

=®- Salina
800 1
P -~ DMSO
€
@~ AC (50mg/Kg/dia
E 600- ( g/Kg )
e -~ LNC
o
- ; i
£ 400 LNC-AC (50 mg/Kg/dia)
=}
}—
o
E 2001
=
g % * *
0 T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Dias
B

Os animais receberam a injecdo das células tumorais no tecido subcutaneo dorsal
(5x10° células B16F10/100 pL meio de cultura) e trés dias ap6s foram tratados com
salina, DMSO, AC (50 mg/kg/dia), LNC ou com LNC-AC (50 mg/kg/dia) durante sete
dias, pela via i.p., uma vez ao dia. (A) Volume tumoral dos diferentes grupos
experimentais e (B) imagens representativas dos animais ao final dos tratamentos. Os
resultados sdo expressos como média + e.p.m. de cinco animais por grupo. *p<0,05 e
**p<0,01 vs grupo tratado com salina.
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Figura 14 Variacao do peso acumulado, consumo de racéo e imagens representativas
da cavidade peritoneal de camundongos tratados com os diferentes tratamentos pela

via intraperitoneal.
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Os animais receberam injecdo das células tumorais no tecido subcutaneo dorsal (5x10°
células B16F10/100 puL meio de cultura) e trés dias apds foram tratados com salina,
DMSO, AC (50 mg/kg/dia), LNC ou com LNC-AC (50 mg/kg/dia) durante sete dias, pela
via i.p. (A) Variacdo do peso acumulado, (B) consumo de racdo e (C) imagens
representativas da cavidade peritoneal de camundongos tratados com LNC ou LNC-AC
indicam a formagdo de precitado
esbranquicado. Os resultados sé&o expressos como média £ e.p.m. de cinco animais
por grupo. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 vs grupo tratado com salina.

ao final dos tratamentos onde as setas
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De modo semelhante, BULCAO e colaboradores (2013) demonstraram que a
administracdo de nanocapsulas, com formulacdo semelhante as utilizadas neste
trabalho, mas sem principio ativo, por via i.p. em ratos Wistar, apresentou 0 mesmo
perfil de toxicidade intraperitoneal, com perda de peso e diminuicdo no consumo de
racdo. Tal toxicidade foi observada tanto no tratamento agudo (dose Unica, 72,12x10%*
particulas de LNC/Kg; volume de 12 mL/kg), quanto no crénico (doses diarias por 28
dias; 18,03x10 particulas de LNC/Kg; volume de 3mL/kg). Vale a pena ressaltar que
no trabalho aqui apresentado, foram empregadas 1,59x10*? LNC/Kg no volume de 15
mL/Kg durante 7 dias, ou seja, mesmo utilizando uma quantidade menor de particulas,
observamos efeitos semelhantes aos observados por BULCAO e colaboradores (2013).
Adicionalmente, BARCELOS e colaboradores (2013, comunicacdo pessoal) também
relataram o acumulo de precipitado das LNC no peritdnio, semelhante ao encontrado
neste trabalho, quando tratavam camundongos por 10 dias, pela via i.p., com volumes
de tratamentos de 200 a 500 pL de nanocapsulas poliméricas, com formulacdo
semelhante a utilizada no presente estudo.

Os efeitos toxicos observados possivelmente ndo sdo decorrentes do polimero
empregado na manipulacdo das nanocapsulas, pois, a poli (e-caprolactona), um dentre
os polimeros utilizados na producdo de nanocapsulas, se destaca devido a sua
biocompatibilidade, biodegradabilidade e propriedades mecanicas, pois € um polimero
semi-cristalino que apresenta degradacao mais lenta quando comparado aos polimeros
amorfos (GUTERRES et al., 2007). A poli (e-caprolactona) € um dos mais importantes
polimeros biodegradaveis na medicina, sendo amplamente empregado em fios de
suturas (LU & CHEN, 2004). Vérios trabalhos tém mostrado a importancia do emprego
deste material polimérico no desenvolvimento de sistemas carreadores de farmacos
nanoparticulados, sendo empregado inclusive para uso intravenoso (LAMPRECHT et
al., 2000a; 2000b; RAVI KUMAR, 2000; SINHA et al., 2004; LU & CHEN, 2004,
FATTAL et al., 2007). Por estas observac¢des, acreditamos que o acumulo local de LNC
no peritdnio, pode estar relacionado ao 1) tempo prolongado de degradacéo do
polimero empregado; 2) a absorcdo rapida somente da fracdo liquida onde as LNCs
estdo suspensas; e 3) a incapacidade dos macréfagos residentes da cavidade
peritoneal fagocitarem a grande quantidade de LNCs, considerando que trabalhos
recentes tém mostrado que esta células sdo capazes de fagocitar as LNCs in vitro
(POLETTO et al., 2012; FIEL et al., 2014).
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Associados, os resultados aqui obtidos mostraram a eficacia do emprego das
LNCs para o tratamento do melanoma, no entanto, a administracdo dos tratamentos
pela via i.p. causa toxicidade sistémica e local, o que torna inviavel a continuidade do
estudo empregando esta posologia. Desta forma, passamos a investigar a eficacia dos
tratamentos por via oral, que consiste na via mais preponderante para tratamentos

farmacoldgicos.

4.2.2 Eficacia terapéutica e toxicidade apés administracao dos tratamentos pela via

oral na etapa inicial de desenvolvimento do melanoma

Os resultados obtidos mostraram que a administracdo de LNC ou de LNC-AC
(50 mg/Kg/dia), por via oral, reduziu o volume tumoral nos dois Ultimos dias de
tratamento em relacéo ao grupo tratado com salina (66,2+8,4% e 50,7+8,6% (9° dia) e
de 74,7+9,1% e 51,5+11,0% (10° dia)). No entanto, o volume tumoral do grupo de
animais tratado com LNC-AC apresentou apenas tendéncia de reducéo do volume
tumoral em relagéo aos grupo de animais tratados com salina ou com AC (Figura 15).
Apenas o grupo de animais tratado com LNC apresentou reducdo do crescimento
tumoral estatisticamente significante em relagdo ao grupo salina nos dois ultimos dias
de tratamento. Estes dados s&o muito instigantes, uma vez que confirmam a maior
eficacia terapéutica das formulagdes nanoencapsuladas no tratamento do melanoma,
mas ao mesmo tempo, sugerem um papel terapéutico proprio das LNC.

Apesar de tais reducdes nao terem sido estatisticamente significantes ao longo de
todo o protocolo experimental, a diminuicdo no crescimento tumoral dos animais
tratados com LNC ou LNC-AC pdde ser facilmente visualizada ao final dos tratamentos,
conforme demonstrado na Figura 15B.

Como salientado na Introducédo, o eugenol possui efeito anti-carcinogénico, no
entanto, no protocolo experimental aqui empregado o efeito terapéutico do

acetileugenol, nesta concentracéo, nao foi observado.
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Figura 15 Volume tumoral de animais que receberam os diferentes tratamentos pela
via oral durante sete dias nas etapas iniciais de desenvolvimento do melanoma.
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Os animais receberam a injecdo das células tumorais no tecido subcutaneo dorsal
(5x10° células B16F10/100 pL meio de cultura) e trés dias ap6s foram tratados com
salina, DMSO, AC (50 mg/kg/dia), LNC ou com LNC-AC (50 mg/kg/dia) durante sete
dias, pela via oral. (A) Volume tumoral dos diferentes grupos experimentais e (B)
imagens representativas dos animais ao final dos tratamentos. Os resultados sé&o
expressos como média + e.p.m. de dez animais por grupo. *p<0,05 e **p<0,01 vs grupo
tratado com salina.

Vale ressaltar que a absorcdo das LNCs pela via oral ndo alterou o peso
acumulado e o consumo de ragéo dos animais (Figura 16 A e B), como ocorreu quando
0s animais foram tratados pela via i.p. (Figura 14). Adicionalmente, nao foi observado
acumulo de LNCs ou alteracGes histopatologicas na mucosa gastrica ou intestinal

destes animais. E possivel que componentes da mucosa gastrica ou mesmo o
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movimento peristaltico ndo favorecam o acumulo local das LNC, e em conjunto, 0s

resultados sugerem que a via oral possa ser relevante para o emprego das LNCs.

Figura 16 Variacdo do peso acumulado e consumo de racdo de camundongos tratados
com os diferentes tratamentos pela via oral.
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Os animais receberam a injecdo das células tumorais no tecido subcutaneo dorsal
(5x108 células B16F10/100 pL meio de cultura) e trés dias apés foram tratados com
salina, DMSO, AC (50 mg/kg/dia), LNC ou com LNC-AC (50 mg/kg/dia) durante sete
dias, pela via oral. (A) Variacdo do peso acumulado e (B) consumo de racdo dos
animais. Os resultados sédo expressos como média + e.p.m. de dez animais por grupo.

O primeiro antineoplasico de base nanotecnoldgica a ser aprovado pelo FDA,
para uso em humanos, foram os lipossomas peguilados de cloridrato de doxorrubicina

(Doxil®), um antibiético antraciclinico citotoxico, cuja patente expirou em 2009. No inicio
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deste ano, o FDA aprovou a primeira versdo genérica do Doxil® (BARENHOLZ, 2012;
FDA, 2013). A doxorrubicina lipossomal peguilada é utilizada para o tratamento de
pacientes com cancer de ovario, cancer de mama metastéatico e para o tratamento do
sarcoma de Kaposi relacionado a sindrome da imunodeficiéncia adquirida. Estudos em
animais mostraram que a cardiotoxicidade da doxorrubicina lipossomal peguilada é
reduzida em comparacdo com a toxicidade das preparacdes convencionais de
cloridrato de doxorrubicina. Apesar destas vantagens, ainda ocorrem toxicidade
dérmica e reprodutiva, além deste tipo de formulacdo apresentar um alto custo de
producdo (ANVISA, 2015).

Os carreadores coloidais de farmacos, incluindo lipossomas, complexos
lipidicos, nanoemulsfes, nanoesferas e nanocapsulas, sdo utilizados como veiculos
promissores para a administracdo de farmacos lipofilicos pela via intravenosa, oral,
ocular e cutanea, possibilitando a otimizacdo da velocidade de cedéncia e do regime de
dosagem das substancias (ALVARES-ROMAN et al., 2001; BRIGGER et al., 2002;
COUVREUR et al., 2002; FATTAL & VAUTHIER, 2002).

Apesar de haver diferentes carreadores que apresentam vantagens e
desvantagens, como salientado na Introducdo, a utilizacdo de nanocapsulas
poliméricas apresenta algumas facilidades em relacéo a utilizacao de lipossomas, pois
permitem que maior quantidade de farmaco seja encapsulada e que haja maior
controle do processo de liberacdo do mesmo (KONAN et al., 2002). Adicionalmente, os
polimeros utilizados para preparacdo das nanocapsulas para uso farmacéutico, os
quais incluem a poli (epsilon-caprolactona) e a poli (D, L-lactona), sdo biodegradaveis e
biocompativeis, reduzindo a sua toxicidade (KUMARI et al., 2010).

Neste sentido, o presente trabalho foi realizado com nanocapsulas poliméricas
de nucleo lipidico contendo acetileugenol. Mesmo porque, estudos prévios do grupo
das professoras Guterres e Pohlmann mostraram a eficacia terapéutica das mesmas.
Assim, BERNARDI e colaboradores (2008 e 2009) apresentaram resultados
promissores com nanocapsulas de indometacina no tratamento de glioma, uma vez
que a formulagéo encapsulada apresentou toxicidade seletiva para linhagens tumorais
in vitro e, a0 mesmo tempo, reduziu o crescimento tumoral em um modelo in vivo em
ratos. Ainda, BERNARDI e colaboradores (2009) demonstraram que as nanocapsulas
aumentam a eficacia anti-inflamatéria da indometacina, diminuindo os efeitos

indesejaveis deste farmaco no trato gastrointestinal (BERNARDI et al., 2008 e 2009).
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RODRIGUES e colaboradores (2015, submetido) mostraram que a nhanoencasulamento
de éster de indometacina evitou os efeitos adversos gastricos induzidos por este
agente anti-inflamatorio, que estas LNCs contendo éster de indometacina atravessaram
a barreira hematoencefalica e inibiram o crescimento do glioma em um modelo
experimental em camundongos. Outros pesquisadores, como SHENOY & AMIJI
(2005), tém incorporado com sucesso farmacos como o tamoxifeno, amplamente
empregado no combate ao cancer de mama, em nanocapsulas poliméricas,
demonstrado, assim, a vetorizag&o passiva do tamoxifeno para o tumor e comprovando
as vantagens da formulagcdo nanoencapsulada quando comparada com a
habitualmente utilizada (SHENOY & AMIJI, 2005).

Embora ainda existam poucos estudos desta natureza em modelos de
melanomas (www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed, utilizando as palavras-chave: “melanoma
AND nanocapsules” obtém-se apenas 38 trabalhos publicados), o mesmo padrdo de
melhora na resposta terapéutica tem sido observado (NECKEL-LOCH et al.,, 2007,
DAVID et al., 2012).

Diante dos resultados obtidos no presente trabalho, vale a pena destacar que
possivelmente as formulacées nanoencapsuladas atingiram a regido tumoral, uma vez
que, além da inibicdo do crescimento tumoral, dados obtidos pelo nosso grupo de
pesquisa mostram que foi possivel detectar a fluorescéncia em vasos piais (vasos da
microcirculacdo cerebral) de nanocapsulas ligadas a rodamina B (200 uL), apés a
administracdo das mesmas pela via oral ou pela via intravenosa. Estes resultados
sugerem que as formulagcBes foram absorvidas e atingiram a corrente sanguinea, ou
seja, os parametros farmacocinéticos ndo interferiram na eficacia dos tratamentos
guando administrados pela via oral (RODRIGUES et al., 2015, submetido para
publicacao).

Aliado a estes aspectos, estudos recentes tém demonstrado que farmacos
conjugados com polimeros e com nanoparticulas apresentam um tempo prolongado na
circulagdo sanguinea e acumulam, passivamente, nos tumores na auséncia de ligantes
de alvos especificos (DUNCAN, 2003), sugerindo a existéncia de um mecanismo de
retencdo passiva. Adicionalmente, estudos com lipossomas e nanoparticulas tem
demonstrado que o limite de tamanho dos poros em vasos tumorais esta entre 200 nm
e 1,2 um (YOKOYAMA et al., 1991; YUAN et al., 1995), e a observacdo direta da

vasculatura tumoral tem demonstrado que o limite de tamanho dos poros dos vasos
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tumorais variam entre 200 nm a 2 um (HOBBS et al., 1998; HASHIZUME et al., 2000),
assim, ndo haveria impedimento reoldgico para as nanocapsulas utilizadas neste
estudo ndo terem atingido as células tumorais.

A literatura tem demonstrado que o tratamento com eugenol (125 mg/kg, i.p.,
duas vezes por semana) inibe em 40% o crescimento do melanoma, induzido com
células B16F10, em camundongos. Adicionalmente, estes animais ndo apresentaram
sinais de metastases ou invasdo (GHOSH et al., 2005). Contudo, os dados obtidos
neste trabalho sdo inéditos, uma vez que aqui foi utilizado uma dose quase trés vezes
menor de farmaco do que utilizado por GHOSH e colaboradores (2005), e por ndo
haver descricdo dos efeitos do AC ou de nanocapsulas poliméricas contendo AC no
crescimento de melanomas.

Os efeitos de inibicdo do crescimento tumoral induzido pelas LNC podem estar
diretamente relacionados aos efeitos dos acidos caprico e caprilico, que compde 0s
triglicerideos de cadeia média (TCM) do Oleo presente no nucleo das nanocapsulas.
Tém sido demonstrado que emulsdes lipidicas podem reduzir efeitos do estresse
oxidativo, da resposta imune e, até mesmo, de processos inflamatérios (HOSHIMOTO
et al., 2002; LIMA et al., 2002; CALDER et al., 2010), fatores estes, que podem
influenciar diretamente o crescimento tumoral. Neste sentido, foram realizados ensaios
com o mesmo protocolo descrito acima, mas tratando os animais com salina, LNC
(1,1x10*?particulas/kg/dia) e TCM (180 pL/dia) ndo encapsulado em quantidades
equivalentes. Podemos observar que somente o tratamento com LNC, mas ndo com 0s
TCM nao encapsulados, inibiu o crescimento tumoral ao final do protocolo experimental
(Figura 17A e B) e ndo causaram alteragdes no peso acumulado ou consumo de ragéo
destes animais (dados ndo mostrados). Assim, o efeito antitumoral das LNC pode estar
relacionado ao fato dos TCM estarem encapsulados e chegarem em maior quantidade
no microambiente tumoral.

Outro indicativo de que as LNC tém eficacia terapéutica maior do que as LNC-
AC pode ser devido a alteracdo da supraestrutura da formulacdo de LNC-AC pelo AC.
Nas LNC-AC a quantidade de TCM que compde o nucleo lipidico é reduzido, sendo
substituido pelo AC. Assim, a supraestrutura das LNC poderia estar exercendo efeito
antitumoral, uma vez que quando o TCM é substituido pelo AC a formulacdo né&o
apresenta efeito terapéutico (Figura 13 e Figura 15). Este fato por estar relacionado ao
fato do AC presente nas LNC-AC interagir com a parede polimérica das nanocapsulas,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hoshimoto%20A%5Bauth%5D
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desestabilizando a supraestrutura da formulacdo, como salientado na Introducao.
Neste sentido, FIEL e colaboradores (2013) mostraram que a substituicdo do TCM por
diferentes concentracfes de 6leo mineral faz com que as LNCs apresentem atividade
citotoxica in vitro na linhagem de células de glioblastoma de ratos C6 reduzida

sugerindo o papel da supraestrutura das LNCs na sua atividade biologica (FIEL, 2013).

Figura 17 Volume tumoral de animais que receberam os tratamentos com LNC e TCM
pela via oral durante sete dias nas etapas iniciais de desenvolvimento do melanoma.
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Os animais receberam a injecdo das células tumorais no tecido subcutaneo dorsal
(5x10° células B16F10/100 pL meio de cultura) e trés dias ap6s foram tratados com
salina, LNC (1,1x10%particulas/kg/dia) ou TCM (180 pL/dia) durante sete dias, pela via
oral. (A) Volume tumoral dos diferentes grupos experimentais e (B) imagens
representativas dos animais ao final dos tratamentos. Os resultados sao expressos
como média + e.p.m. de dez animais por grupo. **p<0,01 vs grupo tratado com salina e
#*n<0,05 vs grupo tratado com TCM.
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4.2.3 Quantificacdo dos mediadores quimicos no homogenato tumoral

O microambiente tumoral possui uma diversidade de mediadores quimicos,
secretados pelas células tumorais, constitutivas dos tecidos e imunes que migram para
o tumor, que influenciam o desenvolvimento do mesmo. Assim, com a finalidade de
tracar o perfil de mediadores quimicos presentes no homogenato tumoral ao final do
protocolo experimental n® 2, descrito no item 3.4.2, os animais foram eutanasiados e a
massa tumoral foi homogeneizada para a realizacdo das analises.

Os resultados obtidos mostraram que o tratamento com LNC reduziu as
concentracbes de VEGF (Figura 18A), TNF-a (Figura 18B) e IL-10 (Figura 18C) no
homogenato tumoral. Ja o tratamento com LNC-AC (50 mg/kg/dia) reduziu somente a
concentracdo de IL-10 (Figura 18A) no homogenato tumoral. O tratamento com AC (50
mg/kg/dia) ou com o seu veiculo ndo alteraram as concentracdes de nenhum dos
mediadores quimicos avaliados no homogenato tumoral. As concentracfes de PGE2
(Figura 18D) ou 6xido nitrico (Figura 18E) no homogenato tumoral ndo foram alteradas

por nenhum dos tratamentos na concentracéo de 50 mg/kg/dia.
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Figura 18 Concentragcdo de mediadores quimicos no momogenato tumoral apés 7 dias
de tratamento pela via oral.
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Os animais receberam a injecdo das células tumorais no tecido subcutaneo dorsal
(5x10® células B16F10/100 pL meio de cultura) e trés dias apés foram tratados com
salina, LNC, AC ou LNC-AC (50 mg/Kg/dia) por sete dias. Ao término dos tratamentos,
a massa tumoral foi coletada, homogeneizada e as concentracées de VEGF (A), TNF-a
(B), IL-10 (C), PGE; (D) e NO; (E) foram analisadas. Os dados representam os valores
de médias * e.p.m. de 4 ou 5 animais por grupo. *p<0,05 vs salina.

Os efeitos na reducgao tumoral observados podem ser provenientes da toxicidade

das formulac¢des nas células tumorais, da inibicdo da proliferacdo das células tumorais
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e/ou da alteracdo na producdo ou acdo de mediadores inflamatorios e fatores de
crescimento, ou mesmo devido a uma possivel atuacdo sobre as células do sistema
imune (ALLAVENA et al., 2008; MANTOVANI et al., 2008). Neste sentido, a reducao
das concentracbes de VEGF, TNF-a e IL-10 no homogenato tumoral induzido pelo
tratamento com as LNC pode ser responsavel, pelo menos em parte, pela inibicdo do
crescimento tumoral.

O VEGF é o principal fator de crescimento responsavel pela promocdo da
angiogénese tumoral, ou seja, pela formacdo de novos vasos no microambiente
tumoral. A angiogénese tem ganhado destaque como um possivel alvo na terapia
contra o cancer (TORTORA et al.,, 2004) pois este desempenha papel chave na
proliferacdo, migracdo e sobrevivéncia das células endoteliais que constituirdo a nova
rede microvascular. O VEGF atua pela ligagcdo a receptores tirosina quinase
especificos, de modo que o aumento das concentracdoes de VEGF e da expressao de
seus receptores tém sido associados a progressao e pior prognostico em diversos
tumores malignos, como por exemplo, carcinomas de tiredide e melanomas (CAPP et
al., 2009 ; SIMONETTI et. al., 2012).

Outro mediador inflamatdrio associado com pior progndéstico de diferentes
tumores como glioma, cancer de mama e carcinoma renal (KOEV et al.,, 2014,
TRIPSIANIS et al.,, 2014; MIKAMI et al.,, 2015) é o TNF-a, que esta associado a
promoc¢do do crescimento de células malignas e a maior frequéncia de processo de
invasdo e metastase. Alguns estudos in vitro ttm demonstrado que o TNF-a aumenta a
capacidade de invasdo e migracao de células de melanoma humano pela ativacdo de
enzimas proteoliticas que atuam na degradacdo da membrana basal e da matriz
extracelular (KATERINAKI et al., 2003). Assim, a reducdo das concentracdes do VEGF
e TNF-a s&o importantes na inibicdo do desenvolvimento tumoral induzido pelo
tratamento com as LNC.

Adicionalmente, a IL-10 apresenta agdo imunomoduladora no microambiente
tumoral, agindo como uma citocina antiinflamatoria por diversos mecanismos de acéo,
dentre eles: inibicdo da sintese de citocinas/quimiocinas produzidas por macrofagos,
como por exemplo, IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a e IL-12; inibicdo da funcdo de macrofagos e
dos eventos metabdlicos associados com sua ativacdo; inibicdo da proliferacdo de
células T e da producao de citocinas do tipo Thl; inibicdo da liberacdo de mediadores

dos mastdcitos (histamina); inibicdo da expressdo de moléculas co-estimulatorias e
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MHC classe Il e estimulo a expressdo de antigenos 4 citotéxicos a linfécitos T (CTLA-4)
(OLIVEIRA et. al. 2011). Apesar destes efeitos, tém sido descrito que a IL-10 promove
o crecimento de melanoma induzido por células B16F10 por inibir funcbes de
macréfagos, e por induzir a proliferacdo de células tumorais além de induzir a
angiogénese (GARCIA-HERNANDEZ et al, 2002). Assim, a reducdo das
concentracfes de IL-10 poderia reduzir o crescimento do melanoma por aumentar as
funcBes de macrogafos, por reduzir a proliferacdo das células tumorais ou por reduzir a
angiogénese no microambiente tumoral. Mais estudos sdo necessérios para elucidar a
real participacdo destes mediadores quimicos na inibicdo do crescimento do melanoma
induzido pelo tratamento com as LNC.

Em conjunto, nossos resultados ressaltam que as LNC podem ter amplo
espectro de acdo do microambiente tumoral e, estudos subsequentes deste trabalho

foram realizados para confirmar esta hipétese.

4.2.4 Analise histolégica da massa tumoral

Com a finalidade de analisar as possiveis alteracdes histoldgicas induzidas pelos
tratamentos, quando administrados pela via oral, na massa tumoral ou em diferentes
orgaos, os animais foram eutanasiados no oitavo dia apds o inicio dos tratamentos e a
massa tumoral e diferentes 6rgdos foram coletados. As analises histopatolégicas foram
realizadas em colaboracdo com o Professor Bruno Cogliati, da Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade de S&o Paulo.

Os resultados histopatologicos dos tumores indicaram predominio de figuras
mitéticas nos tecidos de animais tratados com salina, DMSO ou com AC e predominio
de pontos de necrose nas amostras de animais tratados com LNC ou LNC-AC (50
mg/Kg/dia) (Figura 19). Estes resultados indicam um perfil proliferativo na massa
tumoral de animais tratados com salina, DMSO ou AC e necrético na massa tumoral de
animais tratados com LNC ou LNC-AC, mostrando que os tratamentos causam a morte
das células tumorais. A possibilidade da citotoxicidade direta das LNC sobre as células
B16F10 foi posteriormente investigada neste estudo. No entanto, ha de se considerar
gque acdes das LNCs sobre o microambiente tumoral ndo podem ser descartadas.

Somente GHOSH e colaboradores (2005) mostraram que o tratamento com
eugenol (125 mg/kg, i.p., duas vezes por semana) induziu apoptose no tumor in vivo

induzido por células B16F10. Assim, apesar de usarmos um modelo experimental
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semelhante ao utilizado por GHOSH, ndo observamos o mesmo perfil de resposta,
talvez por administrarmos uma dose 2,5 vezes menor de farmaco, apesar de
administramos com uma frequéncia maior, ou por estarmos utilizando o acetileugenol e
nao o eugenol.

Associado ao efeito terapéutico, a administracao pela via oral de LNC, AC ou
LNC-AC (50 mg/Kg/dia) durante 7 dias, ndo causou alteracBes histopatolégicas no
estbmago, intestinos, figado, rins, baco, linfonodos, pancreas, ou pulmdes dos animais

(dados nédo mostrados).

4.2.5 Analise da celularidade sanguinea e parametros sanguineos

Com a finalidade de avaliar as possiveis alteracdes sistémicas dos tratamentos, a
celularidade e parametros bioquimicos do sangue foram avaliados em amostras
obtidas por puncdo da veia submandibular. Foram quantificados o numero total e
diferencial de leucécitos, plaquetas e hemécias, bem como o valor da hemoglobina
(Hb), o hematdcrito (Ht), o volume corpuscular médio (VCM), a hemoglobina
corpuscular média (HCM) e a concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM), utilizando o analisador automatico de células ABC vet (ABCX Diagnostics).

Os animais tratados com LNC, AC e LNC-AC (50 mg/kg/dia) apresentaram
reducdo somente no numero linfécitos em relacdo ao grupo tratado com salina (Tabela
2). Os demais parametros sanguineos avaliados ndo foram alterados por nenhum dos

tratamentos utilizados (Tabela 2).
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Figura 19 Imagens representativas de cortes histologicos da massa tumoral de
animais que foram tratados durante 7 dias pela via oral.
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Os animais receberam injecéo das células tumorais no tecido subcutaneo dorsal (5x10°
células B16F10/100 puL meio de cultura) e foram tratados pela via oral com salina (A),
DMSO (B), LNC (C), AC (50 mg/Kg/dia, D) ou LNC-AC (50 mg/Kg/dia, E) por sete dias.
Ao término dos tratamentos, a massa tumoral foi coletada, incluida em parafina,
cortada, corada com hematoxilina e eosina (HE) e fotografadas em aumento final de 10
X. As setas maiores indicam regides de proliferacdo celular, as setas menores indicam
regides de necrose e a barra indica dimensao de 50 um.
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Tabela 2 Parametros hematolégicos dos camundongos ao final de 7 dias de tratamento

pela via oral.

Salina DMSO AC LNC LNC-AC
Leucécitos 2,3x0,4 3,7+0,3 2,2+0,2 2,0x0,2 2,1+0,2
Linfocitos 2,5+0,2 3,1+0,3 1,7+0,2%**  1,8+0,07** 1,7+0,1***
Neutrofilos  0,4+0,04 0,4+0,03 0,4+0,1 0,3+0,07 0,4+0,05
Mondcitos 0,03+0,00 0,03+0,01 0,02+0,00 0,02+0,00 0,02+0,00
Plaquetas 1021455,6 940480 965,3+30  879,4+44,3 1164+38,2
Hemécias 8,7+t1,0 8,4+0,3 9,1+0,2 9,1+1,0 9,7+0,2
Hemoglobina 13,7+0,2 13,3#0,5 14,7+0,4 13,4+1,5 14,7+0,4
Hematocrito 39,6+0,7 38,7£1,6 43,5%£1,0 41,3+4,8 44,4+1,0
MCV 45,2+0,3 45,4+0,4 45,3+0,3 45,1+0,2 45,4+0,4
MCH 15,6+0,3 15,5+0,3 15%0,2 14,3+0,2 15,3+0,2
MCHC 34,5+0,6 34,4+0,5 32,4+0,2 32,6+3,3 33,6+0,2

Notas: Leucécitos (10°mm?®); Linfécitos (10°mm?°); Neutréfilos (10°/mm?®); Monécitos
(10%mm?3); Plaquetas (10°/mm?); Hemacias (10°/mm?®); Hemoglobina (g/dl); Hematécrito
(%); MCV (fm®); MCH (pg); MCHC (g/dl). Os valores foram exressos como média +
e.p.m (n = 6). **p<0,05 e ***p<0,001 vs salina.

A diminuicdo no namero de leucdcitos totais por ser devido a linfocitopenia,

apesar do numero de leucdcitos totais estd dentro da faixa de normalidade para a

espécie (PAIVA, 2013). Nao ha dados até este momento que possam inferir sobre os

mecanismos envolvidos na linfocitopenia, mas é possivel que tenha havido migragéo
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destas células para a regido tumoral, reducdo na sua producdo, aumento no seu
clearance, ou migracéo para os linfonodos. Mais estudos sédo necessarios para elucidar
0S motivos reais desta redugdo no numero de linfécitos induzido pelos tratamentos com
LNC, AC e LNC-AC.

Nos ensaios de microscopia intravital, apresentados no item 4.3.2, apos
administracdo de um volume final de 200 puL de LNC ou LNC-AC pela via endovenosa
(administrados durante um periodo de 5 ou 30 minutos) foi observado hemolise duas
horas apos as administracdes. A hemdlise foi detectada devido a presenca de sangue,
e ndao de hemacias, na urina dos animais (Tabela 5). Adicionalmente, o tratamento in
vitro de hemacias murinas com LNC ou LNC-AC, na dose equivalente a 20 mg/Kg,
também induziu hemolise destas células (item 4.3.3). Interessantemente, nao
observamos alteragcbes no numero ou funcdo das hemacias apos longo periodo de
tratamento (7 dias) sugerindo que a hemolise pode ser momentaneo e reversivel com o

passar do tempo.

4.2.6 Avaliacdo das funcdes renal e hepatica

Com a finalidade de avaliar as funcbes renal e hepatica dos animais apls a
administracdo dos tratamentos pela via oral, sangue dos animais foi obtido por puncéo
da veia cava no oitavo dia apds o inicio dos tratamentos. O soro foi isolado e as
concentracbes de creatinina, alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST) foram quantificados. Os resultados obtidos mostraram que os
tratamentos ndo alteraram significantemente os niveis de creatinina e das enzimas

aspartato aminotransferase e de alanina aminotransferase (Tabela 3).
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Tabela 3 Parametros hepaticos e renais dos camundongos ao final de 7 dias de
tratamento pela via oral.

Salina DMSO AC LNC LNC-AC
AST 159,9+37,0 182,7+50,1 163,1+45,2 109,4+16,2 162,4+33,2
ALT 21,7+2,3 23+1,7 22,9+2,8 25,6%3,6 23,7+3,1

Creatinina 0,15+0,02 0,17+0,02 0,16+0,02 0,18+0,03 0,12+0,02

Nota: AST (U/L); ALT (U/L); Creatinina (mg/dL). Os resultados expressam a médiate.p.m. m (n
=6).

4.2.7 Eficacia terapéutica dos tratamentos apds administracédo pela via oral na etapa

avancada de desenvolvimento do melanoma

Os resultados apresentados anteriormente mostraram a eficacia das LNCs na
etapa inicial de desenvolvimento do melanoma. Sabe-se que, no modelo aqui
empregado, o tumor estd em fase avancada apdés 10 dias da injecdo das células
tumorais (ONIKI et al., 2006). Assim, nos propusemos a investigar se os tratamentos
poderiam reduzir o tumor avancado e os tratamentos foram conduzidos entre o 10° e
20° dias ap6s a administracdo das células tumorais (protocolo n° 3, decrito no item
3.4.2). O volume tumoral do grupo de animais tratados com LNC ou LNC-AC foi igual
ao volume tumoral do grupo de animais tratado com salina, DMSO ou AC (Figura 20A).
A massa tumoral macroscépica dos animais pode ser visualizada na Figura 20B. Cabe
ressaltar que ndo houve alteracdo nos parametros de variacdo de peso acumulado e
de consumo de racdo dos animais que receberam os diferentes tratamentos (dados

nao mostrados).
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Figura 20 Volume tumoral de animais que receberam os diferentes tratamentos pela
via oral durante dez dias na etapa avancada de desenvolvimento do melanoma.
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Os animais receberam injecdo das células tumorais no tecido subcutaneo dorsal (5x10°
células B16F10/100 pL meio de cultura) e apds 10 dias foram tratados com salina,
DMSO, AC (50 mg/kg/dia), LNC ou com LNC-AC (50 mg/kg/dia) durante 10 dias, pela
via oral. (A) Volume tumoral dos diferentes grupos experimentais e (B) imagens
representativas dos animais ao final dos tratamentos. Os resultados sdo expressos
como meédia + e.p.m. de dez animais por grupo. *p<0,05 e **p<0,01 vs grupo tratado
com salina.

Atualmente o cancer é melhor compreendido como um microambiente, em que

as interacdes entre os elementos celulares e moleculares que o compbe sao
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determinantes na progressdo tumoral. Dentre 0os componentes do microambiente
tumoral, a resposta imune com consequente formacao de infiltrado inflamatoério ocorre
na maioria dos tumores e a composi¢cao deste infiltrado varia, tanto qualitativamente
quanto quantitativamente, de acordo com as alteracées no microambiente tumoral,
podendo modificar o fendtipo de cada tumor (HANAHAN & WEINBERG, 2011,
SWARTZ et al.,, 2012). Assim, o microambiente tumoral difere, de acordo com o0s
diferentes estagios de desenvolvimento tumoral. Diante dos resultados obtidos nesta
etapa de investigacdo, podemos sugerir que os tratamentos com as LNCs néo
induziram inibicho do crescimento do melanoma, nesse estagio avancado de
desenvolvimento, ou por haver diferencas de composicdo no microambiente tumoral,
que podem ter alterado o fenétipo do mesmo, ou por haver diferenca na reologia no
microambiente tumoral quando comparamos 0s estagios iniciais e mais avancados de
desenvolvimento tumoral. Estas alteracdes de reologia culminam em alteracdo da
pressédo intratumoral podendo limitar a chegada das LNCs no centro da massa tumoral
(JAIN & STYLIANOPOULOS, 2010; Wang et al., 2011).

Cabe ressaltar que os resultados obtidos ndo estdo relacionados com uma
possivel ndo absorcdo dos tratamentos uma vez que o protocolo de administracéo,
pela via oral dos tratamentos foi o mesmo utilizado no segundo protocolo de tratamento
(Figura 15). Adicionalmente, o tamanho dos poros nos vasos sanguineos em situacoes
de inflamacédo sao maiores, facilitando o efeito de retencdo passiva das nanocapsulas,
e o limite de tamanho dos poros em vasos tumorais pode estar entre 200 nm e 2 pum
(YOKOYAMA et al., 1991; YUAN et al., 1995; HOBBS et al., 1998; HASHIZUME et al.,
2000). Assim, ndo haveria impedimento reolégico para as nanocapsulas utilizadas
neste estudo terem atingido as células tumorais (KOLACZKOWSKA & KUBES, 2013).

4.3 SECAO 3 - Toxicidade Aguda

4.3.1 Microscopia Intravital

Nosso laboratério emprega a metodologia de microscopia intravital para o estudo
de aspectos vasculares e celulares da microcirculacado envolvidos na inflamacéo. No
entanto, mais recentemente, acreditamos que esta seja uma metodologia importante

para o estudo de toxicidade aguda. Neste método é possivel avaliar as alteracdes na
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rede microcirculatoria in vivo e em tempo real (MENGER & LEHR , 1993; MENGER et
al., 2002; WEIGERT et al.,, 2010). Assim, no intuito de contribuir para o emprego
terapéutico das LNCs, realizamos o estudo das alteragbes da microcirculagdo apdés
aplicacdo endovenosa das LNCs e os correspondentes controles.

Um dos parametros avaliados foi a interacdo leucoécito-endotélio, no qual os
leucécitos circulantes deslizam (comportamento rolling) e aderem sobre o endotélio de
vasos pos-capilares (DAHLEN et. al., 1981; UCHIYAMA et al., 2014). Os resultados
obtidos mostraram que os tratamentos com DMSO, com a FA ou com o AC (20 mg/kg)
ndo foram capazes de alterar o niumero de leucocitos em comportamento rolling em
relacdo ao grupo tratado com salina, em nenhum dos tempos avaliados. No entanto, os
tratamentos com LNC ou LNC-AC (20 mg/kg) diminuiram o niamero de leucdcitos em
comportamento rolling em relacdo ao grupo tratado com salina 60 e 120 minutos apos
os tratamentos (Figura 21A). Adicionalmente, nenhum dos tratamentos empregados
alterou a adesao de leucdcitos em relacdo aos animais tratados com salina (Figura
21B). Adicionalmente, vale ressaltar que a administracdo pela via endovenosa dos
diferentes tratamentos ndo induziu hemdlise, formacdo de trombos ou de areas
hemorragicas na microcirculacdo murina (dados ndo mostrados).

Estes dados, além de mostrar que os tratamentos ndo causaram toxicidade na
rede microcirculatoria, sugere que as LNCs podem atuar como anti-inflamatérias,

inibindo as etapas iniciais da migracao de leucécitos para o foco do tumor.
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Figura 21 Efeitos do AC, LNC e LNC-AC sobre o comportamento rolling (A) e adeséo
(B) de leucécitos da microcirculagdo murina.

Ml Salina
FA
] DMSO
A 3 LNC
@E AC (20 mgikg)
0 500+ 1 LNC-AC (20 mg/kg)
o
€ = 400
ES
g (=]
S 'S 3004 I
35
© i 2004 ;
33 :
il " (O 0 A A
e i il M [H[]
0- .
0 10 30 60 120
B Tempo (minutos)
3 s
=2
(=]
S >
£ [
Te [
w .
< 5 4 | Ihr I I b
w ‘;“ ¢
Sw :
T o
O T
S E 21 I
o 3
-l O
o ©
o -
R | _ :
- 0 10 30 60 120

Tempo (minutos)

O musculo cremaster foi exposto e 0s animais receberam pela via endovenosa salina,
DMSO, FA, LNC, AC ou LNC-AC (20 mg/kg). O comportamento de rolling e a adeséao
dos leucécitos as vénulas pos capilares foram avaliados antes ou 10, 30, 60 e 120
minutos apods os tratamentos. Os dados representam os valores de médias + e.p.m. de
4 ou 5 animais por grupo.*p<0,05 vs basal e vs salina.



75

Tem sido amplamente descrito na literatura que os mediadores e efetores
celulares da inflamacdo sao constituintes importantes do microambiente tumoral
(ALLAVENA et al., 2008; MANTOVANI et al., 2008; PORTA et al., 2009). Diferentes
estudos tém realcado que um infiltrado leucocitério variando em tamanho, composicao
e distribuicdo estd presente na maioria dos tumores e este estd envolvido na
carcinogénese, no crescimento do tumor, na invasdo e na metastase (DIRKX et al.,
2006; MANTOVANI et al.,, 2008, MAN et al., 2013). Adicionalmente, componentes
moleculares, como citocinas, quimiocinas, mediadores lipidicos, 6xido nitrico, fatores
de transcricao (NF-kB), fatores indutores de hipdéxia (HIF-1a) e transdutores de sinais e
ativadores de transcricdo 3 (STAT 3), ligam a inflamacdo ao desenvolvimento do
cancer (KUNDU & SURH, 2008; MANTOVANI et al. 2008). Assim, a literatura tem
sugerido que o controle do processo inflamatério, tanto a nivel celular quanto a nivel
molecular, poderia inibir o crescimento tumoral (MANTOVANI et al., 2008; PORTA et
al., 2009). Como os tratamentos com LNC ou com LNC-AC reduziram o
comportamento rolling dos leucdcitos circulantes ao endotélio de vénulas pés-capilares,
sugerindo que os tratamentos podem ter interagido/ligado com as glicoproteinas da
familia das selectinas, neste caso a P-selectina presentes nas células endoteliais e a L-
selectina nos leucdcitos, ou com o0s seus ligantes, na maioria carboidratos fucosilados,
como PSGL-1 ou (P-Selectin Glycoprotein Ligand 1) ou Sialyl Lewis-X. As PSGL-1 sao
amplamente expressas em leucécitos, sendo que anticorpos anti a regido N-terminal de
PSGL-1 de humano ou murino bloqueia a ligacdo desta com P e L-selectinas e abole o
rolling de leucécitos in vivo (ZARBOCK et al.,, 2011). Assim, acreditamos que a
interferéncia das nanocapsulas nestas interacées possa contribuir para os efeitos anti-
neoplasicos aqui observados, no entanto dados adicionais sdo necessarios para
confirmar esta hipotese.

Ainda, a reducdo do comportamento de rolling de leucdcitos induzida pelo
tratamento com LNC ou LNC-AC (20 mg/kg) nao foi dependente da reducao do numero
absoluto de leucécitos ou numero relativo de linfocitos, neutrofilos ou mondcitos
(Tabela 4), uma vez que estes parametros estavam dentro da faixa de normalidade
para a espécie (PAIVA, 2013) e foram semelhantes entre todos 0s grupos

experimentais.
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Tabela 4 Celularidade sanguinea de animais tratados pela via endovenosa com LNC,
AC ou LNC-AC (20 mg/kg) ap6s duas horas de tratamento.

Salina DMSO FA AC LNC LNC-AC

Leucocitos 56x1,5 52+0,8 4,8+1,8 5,0+1,2 5,0+1,3 6,0+£2,0

Linfocitos 60+4,0 68+4,5 70+5,2 63+4,0 60+4,6 67+4,0

Neutrofilos 3845,1 30+5,8 2616,8 35+3,5 37+5,7 3645,2

Monocitos 15+0,9 1,6+#0,7 0,609 1,2+0,6 1,4+10 0,9+0,6

Os animais foram submetidos aos procedimentos cirdrgicos para o estudo de
microscopia intravital no musculo cremaster dos camundongos. Duas horas apds os
tratamentos o sangue foi coletado e os leucécitos totais contados em camara de
Neubauer. Os resultados sdo expressos como meédia = e.p.m. de quatro a cinco
animais por grupo. Nota: Leucdcitos (10°%mm?®):; Linfécitos (%); Neutréfilos (%);
Mondcitos (%).

4.3.2 Analise Qualitativa da Urina

As amostras de urina de animais que foram tratados com salina, DMSO, FA, LNC,
AC ou LNC-AC (20 mg/kg) apresentaram padrbes de urobilinogénio, bilirrubina, nitrito,
cetonas, glicose, pH, densidade e leucécitos semelhantes aos animais SHAM, ou seja,
animais que nao sofreram manipulacdo cirdrgica e que nao receberam algum
tratamento. Os animais tratados com FA, LNC, AC e LNC-AC apresentaram tracos de
proteinas na urina. Adicionalmente, foi detectado a presenca de sangue na urina de
animais tratados com FA, LNC ou LNC-AC (20 mg/kg, 200 pL, por 5 minutos, i.v.)
(Tabela 5). Em adicdo, apds a administracdo das LNC e das LNC-AC, na mesma dose
e no mesmo volume, mas durante 30 minutos, também foi observado a presenca de
sangue na urina destes animais (dados ndo mostrados), confirmando que a velocidade
de administracdo dos tratamentos ndo alterou o perfil de toxicidade. Assim, pode-se
sugerir que as LNC e as LNC-AC podem induzir hemdlise intravascular ou algum dano
renal, apesar de ndo ter sido observado alteracdes histopatologicas nos rins. Apresar
destes resultados, como ja salientado, no protocolo de tratamento numero 2, onde 0s

animais receberam os tratamentos durante 7 dias pela via oral, ndo foram observados
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alteracdes no numero ou funcéo das hemacias e, adicionalmente, apds a administracao
dos tratamentos pela via endovenosa nao foi observado hemorragia nas vénulas pos-

capilares do musculo cremaster.

Tabela 5 Parametros bioquimicos da urina de animais tratados com Salina, DMSO, FA,
LNC, AC ou LNC-AC (20 mg/kg) pela via endovenosa.

Parametro Sham Salina DMSO FA LNC AC LNC-AC
Sangue Neg. Neg. Neg. Ca 250+C Ca 250+0 Neg. Ca 25040
Urobilinogénio Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
Bilirrubina Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
Proteinas Neg. Neg. Neg. Tracos  Tragos Tracos Tragos
Nitrito Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
Cetonas Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
Glicose 500:0 5067 500:0 5000 3004117 42575 35092
PH 60,5 6+0 5603 55:0 60  56%0,2  55:0,2
Densidade 1020+2,8  1025+0  1022+1,6 1025¢0 1025¢0 10231  1025+0
Leucdcitos

Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.

Nota: Sangue (pL); Urobilinogénio (mg/dL); Proteinas (mg/dL); Glicose (mg/dL); Neg.
(Negativo).

4.3.3 Hemolise in vitro

A fim de confirmar os efeitos dos tratamentos sobre os eritrécitos, o sangue de
animais néo tratados foi coletado e os eritrdcitos isolados e incubados in vitro com o0s
diferentes tratamentos.

O tratamento in vitro de eritrécitos murinos com Triton X 100 (0,2%, controle
positivo) induziu 100% de hemdlise destas células. O tratamento de eritrocitos in vitro
com concentracdes 1,6 mM de AC (equivalentes a dose de 20 mg/kg empregada no
tratamento in vivo), de DMSO e de FA nao induziram hemdlise. Diferentemente, o

tratamento com LNC, AC e LNC-AC com concentracdes equivalentes a dose de 20
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mg/kg (tratamento in vivo) induziram liberacdo de hemoglobina para o sobrenadante
celular em relacdo ao observado no grupo incubado com salina (controle) (Figura 22).
Semelhantemente, o tratamento com DMSO, FA, LNC, AC e LNC-AC com
concentracfes (2,6 mM de AC) equivalentes a dose de 32 mg/kg (tratamento in vivo)
provocaram liberacdo de hemoglobina para o sobrenadante celular em relacdo ao

grupo incubado com salina (Figura 22).

Figura 22 Efeitos do LNC, AC e LNC-AC na hemodlise in vitro.
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Suspensao de eritrocitos murino (10 %) foi incubada com salina, FA, LNC, AC ou LNC-
AC (20 ou 32 mg/Kg) na proporcéo de 5:1, durante 1 hora a 37° C e, posteriormente, 0
sobrenadante foi analisado por espectrofotometria (540 nm). Os resultados expressam
a média + e.p.m. da hemdlise de hemécias obtidas de 3 animais diferentes. **p<0,01 e
*+*n<0,001 vs salina; “p<0,01 vs DMSO e “¥p<0,01 vs AC.

Apesar destes resultados indicativos de toxicidade, o tratamento com LNC e
LNC-AC néo alterou o nimero e nem as funcées das hemacias apds sete dias de
tratamento, tanto pela via intraperitoneal (BEXIGA et al., 2013, comunicacdo pessoal)
quanto pela via oral, sugerindo que estes efeitos, in vivo, possam nao ser
determinantes de toxicidade. Adicionalmente, os tratamentos n&do causaram
nefrotoxicidade, uma vez que os niveis de creatinina ndo estavam alterados e o0s rins
nao apresentavam alteracbes histopatologicas, apesar da urina destes animais
apresentar tracos de proteinas (Tabela 3). Assim, o sangue encontrado na urina dos
animais, apresar de nao terem sido obsevados eritrocitos, pode ser decorrente da

injuria da membrana dos eritrocitos causada ela grande area superficial especifica das
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nanocapsulas ou pode ser decorrente do polissorbato 80 presente na superficie das
LNCs e na fase aquosa da formulacdo, uma vez que o tratamento com a fase aquosa
também produziu o mesmo efeito.

Em 2012, BENDER e colaboradores descreveram gue nanocapsulas de nucleo
lipidico de poli(e-caprolactona) estabilizadas com polissorbato 80 e revestidas com
quitosana (potencial zeta positivo) ou nao revestidas (potencial zeta negativo)
apresentaram hemocompatibilidade, ou seja, 2% (v/v) das formulagbes nao
provocarem hemdlise significante e ndo induziram agregacdo plaquetaria,
independente da natureza quimica da sua superficie. Ja quando foi utilizado 10% (v/v)
das formulacbes foram observados hemdlise in vitro e agregacdo plaquetaria,
indicando que a area superficial especifica dos coloides influenciam mais nos

resultados do que a natureza quimica da interface particula/agua.

4.4 SECAO 4 - Efeitos dos tratamentos em células endoteliais e de melanoma in vitro

Uma vez que, de forma surpreendente, o tratamento com as LNC exerceu efeito
antitumoral por si s6, e este foi mais eficaz do que o tratamento com AC ou com LNC-
AC, a proxima etapa foi avaliar in vitro os mecanismos dos efeitos antitumorais

observados in vivo.

4.4.1 Diluicbes seriadas das suspensdes de LNC-AC néo alteram a liberacdo do AC

Para a realizacdo dos ensaios in vitro, uma vez que empregamos diluicdes
seriadas das suspensfes de LNC-AC, passou a ser relevante avaliar se haveria, nestas
condicles, liberacdo do principio ativo para o meio de cultura. Assim, no sentido de
avaliar a estabilidade da formulagcdo de LNC-AC, a mesma foi submetida a diluicbes
seriadas em agua contendo 10% de SFB, a temperatura ambiente. A liberacdo do AC
apos cada diluicdo foi calculada pela relacdo percentual da concentracdo que
permaneceu no carreador em relacdo a concentragéo total de AC (concentracgédo total —
concentracdo na fase aquosa). A Tabela 6 mostra a % de AC presente no exterior das
LNC ap6s as diluicdes a partir da formulacéo original (~15000 uM; 1,42%) para 300 uM
(5,08%) ou para 100 uM (4,93%). As diluicOes realizadas a partir da concentracéo de

300 pM para 60 uM apresentaram 8,16% de AC no exterior das nanocapsulas.
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Diferentemente, as % de AC que estavam presentes no exterior das nanocapsulas, nas
diluicdes de 30 uM e 10 uM né&o puderem ser definidas, pois os valores obtidos ficaram
abaixo do limite de quantificagéo.

Estes resultados ja eram esperados, uma vez que as LNCs apresentam um
nacleo lipidico, o que dificulta a interacao deste com a fase aquosa da formulacdo, com
0 meio de cultura utilizado nos ensaios e com a agua utilizada neste ensaio de

liberacdo do principio ativo.

Tabela 6 Avaliacdo da liberacdo do AC apds as diluigBes seriadas.

Amostra Concentracdo Concentracdo Concentracdo % Eficiéncia % de AC
total total na fase de fora das
(UM) (mg/mL) aquosa encapsula NC
(mg/mL) mento
Formulacéao 15000 3214 45,8 98,58 1,42
Diluicao 1 300 61,07 3,1 94,92 5,08
Diluicéo 2 100 20,36 1,0 95,07 4,93
Diluigao la 60 12,21 1,0 91,84 8,16
Diluicao 1b 30 6,10 -* - .
Diluicéo 1c 10 2,04 -* - -

* Valor abaixo do limite de quantificacao.

4.4.2 Os tratamentos ndo alteram o pH do meio de cultura

Para avaliar os efeitos das formulacées no pH do meio de cultura adicionado de
10 % de SFB, as LNC, AC e LNC-AC foram diluidas de maneira semelhante a forma
realizada no momento do tratamento das células. Esta suspensédo foi submetida as
analises de pH.

Os resultados obtidos mostram que nenhuma das formulacdes, em nenhuma
das concentracdes utilizadas, foi capaz de alterar o pH do meio de cultura, que se

manteve em torno de 7,6 na temperatura de 24 °C (Tabela 7).
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Tabela 7 pH do meio de cultura apés a diluicdo das diferentes formulacées.

R10 DMSO LNC AC LNC-AC
pH 7,67+0,3 7,65+0,24 7,66+0,35 7,68+0,7 7,64+0,4
Temperatura 24+0,5 24+0,3 24+0,5 24+0,4 24+0,5

Este ensaio foi realizado a fim de eliminar a possibilidade de alterac6es do pH do
meio de cultura estarem mascarando ou alterando o comportamento das células
utilizadas nos ensaios in vitro. Nao foram observadas alteracdes de pH e este resultado
ja era esperado, pois, apesar do pH das formulacées serem em torno de 4,5, o volume
utilizado dos tratamentos foi cerca de apenas 2 pL de LNC ou LNC-AC para 1 mL de
meio de cultura (equivalente a concentracdo de 300 uM de AC).

4.4.3 LNC e LNC-AC sao internalizadas por células endoteliais e de melanoma apés
incubagéo in vitro

Uma pergunta corrente na literatura de nanocompostos € a habilidade e
mecanismo pelo quais estes penetram as células. Assim, um dos primeiros resultados
obtidos in vitro, utilizando o microscépio hiperespectral da CytoViva®, mostraram que
as células tratadas com R10 apresentaram algumas poucas particulas bem
caracteristicas, tanto intra quanto extracelular. Os poucos pontos brilhantes (dado pelo
espalhamento de luz) visualizados estavam em menor quantidade, com mobilidade
reduzida e com tamanhos e formas ligeiramente diferentes comparados aquelas
contendo nanocapsulas, tanto em células endoteliais quanto em células de melanoma
da linhagem SK-Mel-28 (Figura 23). Diferentemente, o tratamento com as LNC ou com
as LNC-AC produziu aumento na quantidade de pontos brilhantes em torno da
superficie celular e no citoplasma (indicacdo com setas) de ambas as linhagens de
células utilizadas neste estudo, indicando a interacdo destas nanocapsulas com as
células. Adicionalmente, péde-se observar que, tanto as LNC quanto as LNC-AC, que
estavam presentes no meio extracelular e algumas localizadas no citoplasma
apresentavam movimento Browniano, diferentemente daquelas proximas a superficie

externa da membrana citoplasmatica.
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Figura 23 Imagens representativas obtidas no microsopio hiperespectral de células
endoteliais (A) e de melanoma (B) apés tratamento com R10, LNC ou LNC-AC por 1
hora.

As células HUVEC e SK-Mel-28 foram plagueadas em laminulas, tratadas por 1 hora e
lavadas. Posteriormente, as laminulas foram posicionadas e fixadas sobre laminas ultra
limpas para a observacao das células no campo escuro. As setas indicam a presenca
de LNC ou LNC-AC no citoplasma das células. O aumento final de todas as imagens é
de 1500x e a barra indica dimensé&o de 25 pm.

Visando a confirmacdo da presenca de nanocapsulas no interior das células
variou-se a altura do eixo z. Este processo promove uma “varredura” da célula por meio
de sua seccdo em planos que, posteriormente, justapostos reconstroem o volume
integral da célula. Este recurso foi utilizado com o intuito de se comprovar a presenca
de nanocapsulas no interior das células, sendo que estas eram percebidas pelo
surgimento e desaparecimento de um ponto brilhante, mediante a mudancga do plano
focal pela descida ou subida em z (dados ndo mostrados). A utlizacdo deste
equipamento para a visualizacdo e localizacdo de nanoparticulas em células vivas &
recente, sendo que este € o primeiro equipamento a ser utilizado no Brasil. Assim, o

protocolo utilizado foi adaptado de duas publicacdes realizadas e publicadas pela
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equipe técnica da CytoViva® e em poucos trabalhos ja publicados na literatura
(GRABINSKI et al.,, 2011; EUSTAQUIO &, LEARY, 2012). O primeiro trabalho foi
realizado por HASLING, onde este avaliou a internalizacdo de bactérias Rickettsia em
fibroblastos de camundongos apos 24 horas de incubacdo (aumento final de 100 X), e
0 segundo trabalho mapeou nanoparticulas de ouro internalizadas em células epiteliais
vivas (CytoViva®, 2013).

A presenca de nanocapsulas na superficie celular ocorreu, provavelmente,
através da adsorcao das primeiras sobre a segunda, o que indica a existéncia de certa
afinidade das nanocapsulas com as células, que pode ser justificada entre as porcoes
apolares das moléculas do polimero, que constituem a capsula, e dos lipideos da
membrana plasmatica. Por outro lado, ainda néo foi possivel confirmar o mecanismo de
permeacdo destas nanocapsulas para o interior das células.

A permeacdo de nanoparticulas pode ocorrer por difusdo passiva, como fo
observado por VRANIC e colaboradores (2013), devido a sua maleabilidade em se
deformar, por ter carater anfétero e ser relativamente pequena. A maleabilidade das
nanocapsulas depende da composicdo do nucleo oleoso e do polimero utilizado, assim
as nanocapsulas utilizadas neste trabalho sdo mais rigidas do que as nanocapsulas
poliméricas convencionais, que ndo sdo constituidas por monoestearato de sorbitano
(FIEL et al., 2011). Outra forma de captacdo de nanoparticulas pelas células pode
ocorrer por fagocitose ou endocitose, conforme observado por FROHLICH (2012) e
revisado por PANARITI e colaboradores (2012). Assim, os resultados, obtidos até o
momento, podem ser decorrentes da interacdo das LNC e das LNC-AC com a regido
externa da membrana celular, assim como da sua interacdo com estruturas
citoplasmaticas.

Em um trabalho desenvolvido pelo grupo de pesquisa da Dra. Sandra Farsky
utilizando LNC semelhantes as utilizadas neste trabalho foi observado que estas foram
captadas, apés tratamento in vitro durante 1 hora, por células GL261 (glioma murino)
por mecanismo mediado por caveolina e por células BV2 (microglia murino) por
mecanismo mediado por fagocitose e macropinocitose (PEREIRA, 2015, comunicagéo

pessoal).
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4.4.4 Efeito dos tratamentos sobre a viabilidade celular

Uma das estratégias utilizadas na avaliacdo da efetividade de tratamentos
antineoplasicos € a mensuracdo da viabilidade celular. A fim de identificarmos as
concentracbes do LNC, AC e das LNC-AC que seriam utilizadas in vitro, realizamos
ensaios de viabilidade celular empregando, inicialmente, o método de exclusédo por azul
de tripan (para o screening inicial) e, posteriormente, ensaios de citometria de fluxo.

Podemos observar que no tratamento com FA (dados ndo mostrados) ou com o
AC, nenhuma concentracdo avaliada alterou a viabilidade celular tanto de células
endoteliais quanto de células de melanoma por até 48 horas de tratamento (Figura 24A
e B). J& o tratamento com LNC reduziu a viabilidade celular somente na concentracao
de 300 uM, tanto para células endoteliais quanto para células de melanoma apos 48
horas de incubacdo em comparacéo as células incubadas com R10 (Figura 24A e B).
Por outro lado, o tratamento com LNC-AC reduziu a viabilidade celular, ja na
concentracdo de 100 pM, tanto para células endoteliais quanto para células de
melanoma apos 24 horas (dados ndo mostrados) ou 48 horas de incubacdo em
comparacao as células incubadas com R10 (Figura 24A e B). Portanto, o efeito
citotéxico do tratamento com LNC-AC foi mais pronunciado nas células de melanoma
do que nas células endoteliais.
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Figura 24 Efeitos do LNC, AC ou LNC-AC na viabilidade celular realizada por azul de
tripan em células endoteliais (A) e de melanoma (B) apés 48 horas de incubacao.
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Células da linhagem HUVEC (A) ou SK-Mel-28 (B) (1x10° células/poco) foram
incubadas com R10, DMSO, FA, LNC, AC ou LNC-AC em diferentes concentragcdes
(10, 30, 100 ou 300 uM) a 37°C 48 horas. As células foram coradas com azul de tripan
e contadas utilizando microscopio optico. Os resultados expressam a média + e.p.m. de
células de trés ensaios realizados em duplicata. **p<0,01 e ***p<0,001 vs R10;

#n<0,01 e "p<0,001 vs AC.

Nos ensaios de citometria de fluxo podemos observar que nenhum dos

tratamentos, em todas as concentracdes avaliadas, alterou a viabilidade, a apoptose, a

apoptose tardia e a necrose das células endoteliais e de melanoma apdés 24 horas de

incubacéo (Figura 25 e Figura 27, respectivamente).
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Os tratamentos com DMSO, FA, LNC, AC (60, 100 e 300 uM) ou LNC-AC (60
KUM) nédo alteraram a viabilidade das células endoteliais apds 48 horas de incubacgéo. O
tratamento com LNC-AC (100 e 300 pM) diminuiu a viabilidade celular e aumentou a
percentagem das células endoteliais em necrose (Figura 26). Adicionalmente, neste
mesmo periodo de incubacéo, o tratamento com AC (1000 puM) diminuiu a viabilidade
celular e aumentou a percentagem das células endoteliais em apoptose tardia (dados
nao mostrados).

Os tratamentos com DMSO, FA, LNC, AC ou LNC-AC (60 pM) n&o alteraram a
viabilidade celular, a apoptose, a apoptose tardia e a necrose das células de melanoma
apos 48 horas de incubacdo. O tratamento com LNC-AC (100 e 300 pM) diminuiu a
viabilidade celular e aumentou a percentagem das células de melanoma em apoptose
tardia e necrose (Figura 28) de maneira mais eficaz do que em células endoteliais.

Adicionalmente, o tratamento com AC (1000 uM), ap6s 24 e 48 horas, diminuiu
a viabilidade celular de maneira significativa, pois aumentou a percentagem de células
de melanoma em apoptose (dados ndo mostrados).

Concluindo, os dados de citotoxicidade aqui apresentados mostram que o
tratamento in vitro com LNC-AC € mais efetivo em causar morte em células de
melanoma do que em células endoteliais, e que este efeito € mais pronunciado do que

0 acarretado pelo tratamento com LNC ou AC.
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Figura 25 Efeitos do LNC, AC e LNC-AC na viabilidade celular, apoptose, apoptose
tardia e necrose de células endoteliais apos 24 horas de incubacéao.
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Células da linhagem HUVEC (1x10° células/pogo) foram incubadas com R10, DMSO,
LNC, AC ou LNC-AC em diferentes concentrac¢des (60, 100 ou 300 uM) a 37°C por 24
horas. As células foram incubadas com Anexina-V e Pl e avaliadas por citometria de
fluxo. Os resultados expressam a média + e.p.m. de células de trés ensaios realizados
em duplicata.
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Figura 26 Efeitos do LNC, AC e LNC-AC na viabilidade celular, apoptose, apoptose
tardia e necrose de células endoteliais ap6s 48 horas de incubacao.

Viabilidade Apoptose

w IS
= o
1 N

% Células Viavéis

% Células em Apoptose
N N
o o

[T |

RPMIDMSO 60 100 300 60 100 300 60 100 300 RPMIDMSO 60 100 300 60 100 300 60 100 300

o

LNC (uM) AC (uM) LNC-AC (pM) LNC (uM) AC (uM) LNC-AC (pM)
Apoptose Tardia Necrose
AAA
201 80 aae
3
«
< ° A
£ o 157 5 60 f
° g
5% :
£
S % 104 o 40
w 2 o
0 o e
=3 2 >
2 5 o 20
< o
8
0- 0-
RPMIDMSO 60 100 300 60 100 300 60 100 300 RPMIDMSO 60 100 300 60 100 300 60 100 300
LNC (uM) AC (pM) LNC-AC (M) LNC (pM) AC (uM) LNC-AC (M)

Células da linhagem HUVEC (1x10° células/pogo) foram incubadas com R10, DMSO,
LNC, AC ou LNC-AC em diferentes concentracdes (60, 100 ou 300 uM) a 37°C por 48
horas. As células foram incubadas com Anexina-V e Pl e avaliadas por citometria de
fluxo. Os resultados expressam a média + e.p.m. de células de trés ensaios realizados
em duplicata. *p<0,05 e ***p<0,001 vs R10; "p<0,01 vs FA; ¥p<0,05, **p<0,01 e
4884<0,001 vs LNC; 2p<0,05, *p<0,01 e ***p<0,001 vs AC.
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Figura 27 Efeitos do LNC, AC e LNC-AC na viabilidade celular, apoptose, apoptose
tardia e necrose de células de melanoma apos 24 horas de incubacéao.
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Células da linhagem SK-Mel-28 (1x10° células/pogo) foram incubadas com R10,
DMSO, LNC, AC ou LNC-AC em diferentes concentracfes (60, 100 ou 300 uM) a 37°C
por 24 horas. As ceélulas foram incubadas com Anexina-V e Pl e avaliadas por
citometria de fluxo. Os resultados expressam a média + e.p.m. de células de trés
ensaios realizados em duplicata.
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Figura 28 Efeitos do LNC, AC e LNC-AC na viabilidade celular, apoptose, apoptose
tardia e necrose de células de melanoma apos 48 horas de incubacéao.
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Células da linhagem SK-Mel-28 (1x10° células/pogo) foram incubadas com R10,
DMSO, LNC, AC ou LNC-AC em diferentes concentracdes (60, 100 ou 300 puM) a 37°C
por 48 horas. As células foram incubadas com Anexina-V e Pl e avaliadas por
citometria de fluxo. Os resultados expressam a média + e.p.m. de células de trés
ensaios realizados em duplicata. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 vs R10; *p<0,01 e
##5<0,001 vs FA; %p<0,05, %4p<0,01 e **4p<0,001 vs LNC; “p<0,05, *p<0,01 e
AA%h<0,001 vs AC.

O processo de morte celular pode ocorrer por diferentes mecanismos
(KROEMER et al., 2009), sendo que os mais estudados sdo a necrose, a apoptose, a
autofagia e a piroptose (MELINO et al., 2005, MAIURI et al., 2007, LABBE & SALEH,
2011). Seus mecanismos estdo bem estabelecidos para as linhagens de células
avaliadas neste trabalho. Os processos de morte celular conhecidos como apoptose e
necrose podem ser diferenciados a partir da observacédo de alteracdes morfologicas e
bioguimicas das células (WILLINGHAM, 1999), as quais sé&o dependentes da duracdo
e da intensidade dos estimulos, da velocidade do processo de morte, bem como da
extensdo da deplecdo de adenosina trifosfato (ATP) (BUSSOLATI et al., 1995;
COTRAN et al., 1999).


http://link.springer.com/search?facet-author=%22Katherine+Labb%C3%A9%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22Maya+Saleh%22
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As células em apoptose apresentam condensacdo do seu citoplasma, seguida
de alteracdo na forma e no tamanho da célula. Ocorre destacamento de alguns pontos
de adesdo na matriz, a condensacdo do DNA (picnético) e fragmentacdo nuclear
(cariorrexis) (VANENGELAND et al., 1997; WILLINGHAM, 1999; POON et al., 2010).
Adicionalmente, ocorre a exteriorizacdo da fosfatidilserina, antes que a integridade da
membrana plasmética seja comprometida (CARMONA-GUTIERREZ et al., 2010;
MELINO et al., 2005). A exposicdo da fosfatidilserina serve como um gatilho para o
reconhecimento de células apoptoéticas por macrofagos (ELMORE, 2007; POON et al.,
2010), promovendo, assim, a eliminacdo destas células sem a ruptura da membrana
plasmatica e liberacdo do contedudo citoplasmatico (ELMORE, 2007). Esta
externalizacdo € mensurada pela marcacdo celular com Anexina-V, que se liga a
fosfolipidios, como a fosfatidilserina, de uma maneira reversivel e célcio-dependente
(MELINO et al., 2005).

A morte celular por necrose é consequente de estimulos intensos e de curta
duracdo (COTRAN et al., 1999). Este processo é caracterizado pelo aumento do
volume intracelular, caridlise e lise da célula, ocorrendo sem o0 requerimento de
consumo energético das células (SAIKUMAR et al., 1999). Em virtude do envolvimento
de elevado numero de grupos celulares e da perda precoce dos componentes
citoplasmaticos para o espacgo extracelular, a necrose geralmente resulta em resposta
inflamatoria intensa (VANENGELAND et al., 1997; WYLLIE, 1997; WILLINGHAM,
1999; KANNAN & JAIN, 2000; POON et al., 2010). A mensuracéo deste tipo de morte
celular pode ser feita pela incubagdo com iodeto de propidio, um corante impermeavel
a membrana celular integra, que tem afinidade por estruturas intracelulares, como o
DNA (ELMORE, 2007; WILLINGHAM et al., 1999). Entre a apoptose e a necrose, ha
uma fase no processo de morte celular denominada de apoptose tardia, que é
caracterizada pela externalizacdo da fosfatidilserina e rompimento da membrana
plasmatica. Assim, nesta fase, as células sdo marcadas tanto com o iodeto de propidio
qguanto com a Anexina-V (ELMORE, 2007).

Desta forma, os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que o
tratamento com AC (1000 uM) induziu apoptose nas células endoteliais e de melanoma
(dados ndo mostrados). Apesar de nao haverem dados na literatura a este respeito
sobre o AC, tém sido demonstrado que o tratamento com o eugenol induz apoptose

dependente de caspase na linhagem de células de melanoma humano G361 (KIM et
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al., 2006) e dependente da inibicao/ativacdo de proteinas como as Bcl2 (PISANO et al.,
2007). Adicionalmente, o tratamento com uma molécula similar ao eugenol, o 6,6'-
dibromodehydrodieugenol (S7-S, 50 pM) induziu exposicdo de fosfatidilserina e
ativacdo de caspases em células de melanoma humano CN-MelA, 24 horas apés o
tratamento (PISANO et al., 2007). Na linhagem de células de cancer cervical (HeLa), o
tratamento com eugenol apresentou toxicidade com ICsy menor do que 1000 uM (LEE
et al., 2004).

Diferentemente, os tratamentos com LNC-AC nas concentracdes de 100 e 300
UM ja foram capazes de induzir diminuicdo da viabilidade celular por mecanismos mais
avancados, como a apoptose tardia e necrose, demonstrando que, in vitro, a LNC-AC é
mais potente que o eugenol.

Adicionalmente, acreditamos que as diferencas observadas nas concentracdes
Otimas para citotoxicidade do ativo, em relacdo as apresentadas pela literatura podem
ser decorrentes da utilizacdo do AC e ndo do eugenol. A acetilagdo da molécula pode
causar alteracdo da atividade do eugenol e, assim, ser a responsavel pela menor
toxicidade observada. Outra possibilidade seria a sensibilidade das linhagens testadas,
uma vez que nao existem trabalhos descrevendo os efeitos do AC ou do eugenol na
viabilidade de células HUVEC e SK-Mel-28.

4.4.5 Efeito do tratamento com AC e LNC-AC sobre a proliferacdo celular

Os mecanismos dos antineoplasicos sao distintos e um dos principais esta
relacionado a seus efeitos na proliferacao das células tumorais. Assim, para avaliar 0s
efeitos da LNC, AC e das LNC-AC sobre a sobrevivéncia clonogénica e a proliferacao
celular de células endoteliais e de melanoma, estas foram incubadas com diferentes
concentracdes dos tratamentos, durante diferentes periodos de tempo, de acordo com

cada protocolo experimental.

4.45.1 Ensaio de sobrevivéncia clonogénica

Os resultados obtidos mostraram que o tratamento com AC causou reducao na
sobrevivéncia clonogénica, de maneira equivalente, nas duas linhagens de células

estudadas. Interessantemente, as preparacdes de LNC e LNC-AC também causaram
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reducdes na fracdo sobrevivente de colbnias de células de melanoma, mas estas foram
equivalentes a causada pela FA, que caracteriza, de certa forma, a estrutura mais
externa das LNC e das LNC-AC (Figura 29A e B). Desta forma, estes resultados nos
permitem inferir a interferéncia da FA no efeito inibitdrio sobre a sobrevivéncia
clonogénica das células tratadas com as nanocapsulas.

Adicionalmente, podemos observar que os tratamentos com FA, LNC (30 e 60
pUM) ou LNC-AC (30 e 60 pM) reduziram o numero de células presentes nas colbnias
formadas por células endoteliais e de melanoma apd6s 6 dias de tratamento.
Diferentemente, o tratamento com AC, nas concentracdes avaliadas, ndo alterou a
proliferacédo tanto das células endoteliais quanto das células de melanoma (Figura 30A
e B). A Figura 31 e a Figura 32 mostram, respectivamente, imagens representativas
das colbnias formadas pelas células endoteliais e de melanoma ao final do periodo de

tratamento.
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Figura 29 Efeitos do LNC, AC e LNC-AC na sobrevivéncia clonogénica de células
endoteliais e de melanoma.
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Células das linhagens HUVEC (A) e SK-Mel-28 (B) (200 células/poco) foram incubadas
com R10, DMSO, FA, LNC, AC ou LNC-AC (30, 60 ou 100 puM) a 37°C por 6 dias. As
colonias foram coradas com cristal violeta e contabilizadas. Os resultados expressam a
média + e.p.m. de células de n=4 em duplicata. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 vs R10.
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Figura 30 Efeitos do LNC, AC e LNC-AC no numero de células presentes nas colbnias
de células endoteliais e de melanoma.
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Células da linhagen HUVEC (A) e SK-Mel-28 (B) (200 células/poco) foram incubadas
com R10 (controle), DMSO, FA, LNC, AC ou LNC-AC (10, 30 ou 60 uM) a 37°C por 6
dias. Ao final dos tratamentos as colbnias foram coradas com cristal violeta e as células
presentes em cada colbnia foram contabilizadas. Os resultados expressam a média +
e.p.m. de células de 30% das colbnias de cada poco. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001
vs R10; *p<0,05, #p<0,01, **p<0,001 vs FA e “p<0,05 vs AC.
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Figura 31 Imagens representativas de coldnias formadas por células endoteliais apos o
tratamento com LNC, AC ou LNC-AC.
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LNC-AC

Células da linhagem HUVEC (200 células/poco) foram incubadas com R10 (Controle),
DMSO, FA, LNC, AC ou LNC-AC (10, 30, ou 60 uM) a 37°C por 6 dias. Ao final dos
tratamentos, as colbnias foram coradas e o numero de células presentes em cada
coldnia foi contabilizado.
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Figura 32 Imagens representativas de colbnias formadas por células de melanoma
apos o tratamento com LNC, AC ou LNC-AC.

R10 DMSO

10 M 30 uM

Células da linhagem SK-Mel-28 (200 células/po¢o) foram incubadas com R10
(Controle), DMSO, FA, LNC, AC ou LNC-AC (10, 30 ou 60 uM) a 37°C por 6 dias. Ao
final dos tratamentos, as colénias foram coradas e o numero de células presentes em
cada coldnia foi contabilizado.

LNC

AC

LNC-AC
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4.4.5.2 Ensaio de incorporacao de CFSE

Nenhum tratamento, em todas as concentracbes avaliadas, alterou a
proliferacdo de células endoteliais apos 24 horas de incubacdo e, somente o
tratamento com LNC ou com LNC-AC, na maior concentracdo estudada, inibiu a
proliferacéo das células endoteliais apds 48 horas de tratamento (Figura 33A e B).

Nas células de melanoma, somente o tratamento com as LNC e as LNC-AC, na
maior concentracao avaliada, inibiu a proliferacéo celular em relacdo ao grupo controle,
apos 24 horas de tratamento (Figura 34A). Diferentemente, o tratamento com LNC (30
e 60 uM), AC (60 puM) ou com LNC-AC (30 e 60 uM) foi capaz de inibir a proliferacao de
células de melanoma quando tratadas por 48 horas (Figura 34B). Como descrito em
ensaios anteriores, o efeito induzido pelas LNC ou LNC-AC foram equivalentes nas

duas linhagens de células avaliadas.
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Figura 33 Efeitos do LNC, AC e LNC-AC na proliferacao de células endoteliais apos 24
ou 48 horas de incubacéo.

A

© 8000 1
o
< ~—~
<« n
o ©
§ = 6000
o = T
3 2
w = I
o < 40001 -I- o
° g o
oo ||l | |
T« A
° E 2000 A RSN
) RN
=gl e
o A
= o | E
R10 DMSO FA 10 30 60 10 30 60 10 30 60
LNC (pM) AC (uM) LNC-AC (pM)
B A
® 4000 A .
)
= —~
<« n
O ©
S 2 30004
0 g
o = o
2 a _ RN
=  |lue o [
o <2000+ o
=9 || | [
v o P!
° © o
° E 1000 4 oo
o 5 R
S~ 1> ! | I
et RO
RN | I I

=

R10 DMSO FA 10 30 60 10 30 60 0 30 60

LNC (uM) AC (pM) LNC-AC (uM)

Células da linhagem HUVEC (1x10° células/poco) foram marcadas com CFSE,
plagueadas e apds a sua aderéncia incubadas por 24 (A) ou 48 horas (B) com R10,
DMSO, FA, LNC, AC ou LNC-AC (10, 30 ou 60 uM) a 37°C. Posteriormente as células
foram avaliadas em citbmetro de fluxo. Os resultados expressam a média + e.p.m. de
trés experimentos realizados em duplicata. *p<0,05 vs R10; “p<0,05 vs AC.
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Figura 34 Efeitos do LNC, AC e LNC-AC na proliferacédo de células de melanoma apos
24 ou 48 horas de incubacéo.
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Células da linhagem SK-Mel-28 (1x10° células/poco) foram marcadas com CFSE,
plagueadas e ap0s a sua aderéncia incubadas por 24 (A) ou 48 horas (B) com R10
(Controle), DMSO, FA, LNC, AC ou LNC-AC (10, 30 ou 60 uM) a 37°C. Posteriormente
as células foram avaliadas em citdbmetro de fluxo. Os resultados expressam a média +
e.p.m. de trés experimentos realizados em duplicata. *p<0,05, *p<0,01, **p<0,001 vs
R10; *p<0,05 e *p<0,01 vs FA; 2p<0,05 vs AC.

A proliferacdo celular in vitro pode ser avaliada por técnicas distintas, sendo que
uma das principais diferencas entre elas pode ser o periodo de tratamento das células.
Uma das técnicas que podem ser utilizadas para a avaliacdo da proliferacao

celular € a incorporacéo do diacetato de carboxi-fluoresceina succinimidil éster (CFSE -
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Molecular Probe) e sua quantificacdo por citometria de fluxo. O fluoréforo (CFSE)
penetra nas células por difusdo passiva e seus grupos acetatos sdo clivados pelas
esterases intracelulares, resultando em grupos fenol livres. Subsequentemente, o
grupo succinimidil éster reage com aminas celulares formando conjugados que s&o
retidos nas células durante o desenvolvimento e a divisdo celular. A marcacao é
herdada pelas células filhas apos a divisdo ou fuséo celular. Desta forma, ocorre uma
diminuicdo da intensidade de fluorescéncia ao longo da proliferagéo celular (QUAH &
PARISH, 2010).

Outro ensaio utilizado para avaliar a proliferacdo celular é o ensaio de
sobrevivéncia clonogénica. SUMANTRAN (2011) considera que este ensaio avalia 0s
efeitos citostéticos de longa duragdo de um farmaco ou de um agente citotdxico, por
quantificar a capacidade proliferativa de uma simples célula em formar um clone e,
consequentemente, produzir uma colénia. Além disso, o autor considera a possibilidade
do ensaio diferenciar os efeitos na viabilidade celular e de proliferacao celular, pela
inclusdo do tamanho da colénia como um endpoint do ensaio. Apesar deste método ser
considerado de exceléncia, pois avalia, ao mesmo tempo, morte celular e altera¢cdes no
crescimento celular, apresenta limitacdes. Uma destas limitacGes esta relacionada ao
fato deste ensaio ndo levar em consideracdo o impacto da comunicacéo ceélula-célula
no crescimento celular, devido as células serem plagueadas em baixas densidades
para formarem as colénias (MIRZAYANS et al., 2007).

Desta forma, a avaliacdo da proliferacdo celular por citometria de fluxo, apds
curtos periodos de tratamento, revelou que além das células de melanoma serem mais
sensiveis aos tratamentos com LNC, AC e LNC-AC, estas ja sofreram os efeitos
antiproliferativos apos 24 horas de tratamento (Figura 25 e 26). Estes dados foram
confirmados pelo ensaio de sobrevivéncia clonogénica, que avalia os efeitos de longos
periodos de tratamento, uma vez que o tratamento com LNC e LNC-AC diminuiu a
formacao de coldnias das células de melanoma e de células endoteliais, apesar de ndo
ter sido significativo nas ultimas (Figura 24). Adicionalmente, o tratamento com o AC
(60 e 100 pM) diminuiu a formacdo de coldnias nas duas linhagens de células
avaliadas. Desta forma, os tratamentos parecem ser mais efetivos na inibicdo da
formacdo de coldnias de células de melanoma. Para auxiliar na interpretacdo dos
resultados relacionados a proliferacéo celular, foi quantificado o niumero de células

presentes em cada colbnia utilizando o software Image J.
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PISANO e colaboradores (2007) tém demonstrado que o eugenol, o isoeugenol e
suas respectivas formas O-metiladas (metileugenol e metilisoeugenol) nao inibem a
proliferacdo de células de melanoma na concentracdo de 100 pM. Por outro lado, as
formas diméricas do dihidrodieugenol (60 uM, por 72 horas) inibiram a proliferacdo de
células de melanoma (cerca de 70-80%), enquanto que o 6,6’-dibromodeihidroeugenol
inibiu 100% da proliferacdo das células das linhagens de melanoma WM, GR, PNP,
GILIN e LAN-5 com valores de ICsy de 27, 23, 29, 19 e 16 pM, respectivamente.
Adicionalmente, GHOSH e colaboradores (2005) demonstraram que o eugenol (0,5
KMM) inibiu 50% do crescimento das células de melanoma Sbcl2 e WM3211, apés 24
horas de incubacéo e, diferentemente, as linhagens WM98 e WM1205Lu necessitaram
do dobro de tempo de incubacao para terem a mesma resposta. Este mesmo grupo de
pesquisadores demonstrou que o isoeugenol ndo inibiu a proliferacdo de células de
melanoma na concentracdo de 5 uM, mas o eugenol, na concentracdo de 0,5 uM, inibiu
a formacdo de colbnias de células endoteliais. Assim, fica claro que os efeitos do
eugenol e de seus analogos na proliferacdo celular variam em cada linhagem de
células avaliada, e que as linhagens de células de melanoma apresentam diferentes
sensibilidades aos tratamentos. Nao h& na literatura descricdo dos efeitos do AC ou
dos acidos caprico e caprilico, que poderiam exercer efeitos antiproliferativos, na

proliferacdo de células endoteliais ou de melanoma.

4.4.6 Efeito do tratamento com AC e LNC-AC sobre o ciclo celular

Uma ferramenta importante utilizada para compreender a interferéncia de
diferentes tratamentos sobre a proliferacdo celular é avaliar a fase do ciclo
comprometida. Assim, para avaliar os efeitos do AC e das LNC-AC sobre o ciclo celular
das células endoteliais e de melanoma, estas foram incubadas com diferentes
concentracdes dos tratamentos por 24 ou 48 horas, posteriormente incubadas com Pl e
avaliadas por citometria de fluxo.

Foi observado que o tratamento com LNC ou LNC-AC (60 pM), mas ndo com
AC, diminuiu a porcentagem de células na fase GO/G1 e aumentou a porcentagem de
células na fase G2/M em células endoteliais somente apos 48 horas de tratamento, em
relacdo ao grupo controle (Figura 35). De maneira semelhante, o tratamento com LNC
(60 uM) ou com LNC-AC (30 e 60 uM) diminuiu a porcentagem de células na fase

GO0/G1 e aumentou a porcentagem de células na fase G2/M em células de melanoma,
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apos 24 ou 48 horas de tratamento, em relacdo ao grupo controle (Figura 36). Ja o
tratamento com o AC (60 uM) aumentou a porcentagem de células na fase GO/G1 e
diminuiu a porcentagem de células na fase G2/M do ciclo de células de melanoma,
apos 24 ou 48 horas de tratamento, em relagdo ao grupo controle (Figura 36).

Assim, podemos concluir que os tratamentos com LNC ou LNC-AC sdo mais
eficazes sobre as células de melanoma do que endotelial, uma vez que as paradas na
fase G2/M do ciclo celular, observadas para os dois tipos celulares, ocorreram de forma
mais intensa e precocemente na célula neoplasica. Ainda, o tratamento com AC
somente induziu parada do ciclo celular nas células de melanoma. Interessantemente,
como ja detectado em alguns efeitos previamente mostrados, o efeito desencadeado

pelo tratamento com LNC foi equivalente ao induzido pelo LNC-AC.
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Figura 35 Efeitos do LNC, AC e LNC-AC no ciclo celular de células endoteliais apos 24
ou 48 horas de incubacéao.
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Células da linhagem HUVEC (1x10° células/poco) foram plaqueadas e apés a sua
aderéncia incubadas por 24 (A) ou 48 horas (B) com R10, DMSO, FA, LNC, AC ou
LNC-AC (10, 30 ou 60 puM) a 37°C. Apos os tratamentos as células foram tripsinizadas
e incubadas com uma solucdo contendo RNAse, Triton-X 100 e PI. As células coradas
foram avaliadas por citometria de fluxo e os dados correspondem a média + e.p.m. de
dois experimentos em duplicata.*p<0,05 e ***p<0,001 vs R10; #*%p<0,001 vs AC.
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Figura 36 Efeitos do LNC, AC e LNC-AC no ciclo celular de células de melanoma apos
24 ou 48 horas de incubacgéo.
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Células da linhagem SK-Mel-28 (1x10° células/poco) foram plaqueadas e apds a sua
aderéncia incubadas por 24 (A) ou 48 horas (B) com R10, DMSO, FA, LNC, AC ou
LNC-AC (10, 30 ou 60 puM) a 37°C. ApGs os tratamentos as células foram tripsinizadas
e incubadas com uma solucdo contendo RNAse, Triton-X 100 e PI. As células coradas
foram avaliadas por citometria de fluxo e os dados correspondem a média + e.p.m. de
dois experimentos em duplicata.*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 vs R10; “p<0,05 e

A28h<0,001 vs AC.

GHOSH e colaboradores (2005) relataram que o tratamento de células de

melanoma WM1205Lu com eugenol (0,5 pM) induziu diminuicdo da porcentagem de

células na fase G1 e, consequentemente, aumento, de 40%, na fase S do ciclo celular,
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apos tratamento durante 20 ou 36 horas. Adicionalmente, este mesmo autor relatou
que outras linhagens de células de melanoma, como a Sbcl2, a WM3211 e a WM98-1,
apresentaram o mesmo perfil de resposta no ciclo celular apés o tratamento com
eugenol.

A progressao do ciclo celular é controlada pelos niveis das proteinas ciclinas e
das quinases dependente de ciclinas (CDKs), que sdo proteinas serina/treonina
quinases. As CDKs e as ciclinas formam heterodimeros, no qual as CDKs funcionam
como um dominio catalitico, enquanto as ciclinas constituem a subunidade regulatéria.
Assim, diante dos resultados observados, pode-se inferir que pode estar ocorrendo
uma alteracdo de expressdo/funcdo nas proteinas ciclina A ou nas quinases
dependentes de ciclina 1 ou 2 (CDK1 ou CDK2), que controlam a saida da fase S e

entrada na fase G2/M das células, no ciclo celular.

4.4.7 Efeito do tratamento com LNC, AC ou LNC-AC sobre a aderéncia celular em
Matrigel®

A aderéncia das células a matriz extracelular é necessaria para o crescimento,
migracao e expressdo de genes e metastatizacdo de melanomas. Assim, para avaliar
os efeitos das LNC, AC ou das LNC-AC sobre a aderéncia das células endoteliais e de
melanoma, estas foram incubadas com os tratamentos e a adeséo destas sobre o
Matrigel® foi permitida.

Os tratamentos com DMSO ou com LNC n&o alteraram a aderéncia ao Matrigel®
das duas linhagens de células avaliadas. Diferentemente, os tratamentos com AC e
LNC-AC inibiram a aderéncia ao Matrigel® das células endoteliais (has concentracdes
de 60 uM) e de melanoma (nas concentracfes de 30 e 60 uM) em relacdo ao grupo
tratado com R10 e aos grupos tratados com o0s seus respectivos controles (Figura 37A
e B).



107

Figura 37 Efeitos do LNC, AC e LNC-AC na aderéncia de células endoteliais e de
melanoma ao Matrigel®.
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Células das linhagens HUVEC (A) e SK-Mel-28 (B) (5x10* células/poco) foram
incubadas por 2 horas com R10, DMSO, FA, LNC, AC ou LNC-AC em diferentes
concentracdes (10, 30 ou 60 uM) a 37°C sobre o Matrigel® previamente polimerizado.
Posteriormente as células foram incubadas com MTT (5 ug/mL) por 2 horas, lavadas e
os cristais de formazan forma solubilizados. A solucgéo foi lida em espectrofotdbmetro em
570 nm. Os resultados expressam a média + e.p.m. de células de trés experimentos
realizados em duplicata. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 vs R10; “p<0,05 e p<0,01 vs
0 seu respectivo controle (FA ou DMSO); %p<0,01 vs LNC e “*p<0,01 vs AC.
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O Matrigel® mimetiza a membrana basal por ser composta por laminina (~60%),
colageno IV (~30%), ectactina (~8%) e proteoglicanos, ou seja, ligantes de moléculas
de adesao expressas pelas células (KLEINMAN et al., 1982; KLEINMAN et al., 1986). A
adesdo das ceélulas endoteliais & matriz extravascular, no desenvolvimento da
angiogénese, permite que as ceélulas se organizem de forma orientada, levando a
formacdo de estruturas tubulares que sdo fundamentais para a formacédo dos vasos
sanguineos (FRANCAVILLA et al., 2009; PAN et al., 2010). Ja a aderéncia das células
de melanoma a matéria extravascular facilita o processo de migracéo e invaséo destas
até 0s vasos sanguineos, e adesdo das mesmas em outros locais do organismo,
caracterizando o processo de metastase (FIDLER, 2003).

Os resultados indicam a necessidade de menores concentracdes de AC e de
LNC-AC para inibir a aderéncia de células de melanoma a matriz, em relacdo as
células endoteliais. Desta forma, sugere-se que o0s tratamentos podem inibir a
expressao de moléculas de adesdo, como integrinas ou as moléculas da superfamilia
das imunoglobulinas, importantes no contexto da ligagdo das células a matriz
extracelular, ou impedir a ligacdo destas moléculas de adesdo aos seu ligantes
presentes na matriz. As terapias tendo como alvo as integrinas, nas mais variadas
doencas, estdo aumentando, sendo que cinco ja foram aprovados para uso na clinica,
e representaram vendas na casa de 1,5 bilhdes de doélares somente em 2010
(GOODMAN & PICARD, 2012). Ja foram identificados varios clusters de integrinas
importantes na terapia do cancer, como as 0gf31, asP1, avB1, AvBs aPBs 0vPBe, vPs, A1P1 €
a2B; integrinas (HELFRICH & SCHADENDORF, 2011; GOODMAN & PICARD, 2012).
Na literatura existe apenas um trabalho relatando que o eugenol (100 pM) reduziu a
adesdo de células THP-1 (linhagem de células de leucemia monocitica humana) ao
endotélio induzido pela LDL oxidada. Adicionalmente, o tratamento com eugenol (100
UM) reduziu a expressdo das moléculas de adesdo VCAM-1, ICAM-1 e E-selectina

induzida pela LDL oxidada em células endoteliais (OU et al., 2006).

4.4.8 Efeito do tratamento com LNC, AC e LNC-AC sobre a expressao de moléculas
de adesao em células endoteliais e de melanoma

Para avaliar se os diferentes tratamentos estavam alterando a expressao de

moléculas de adesédo importantes para a adeséo, desenvolvimento e progressao do


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Goodman%20SL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22633092
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Picard%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22633092
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Goodman%20SL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22633092
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Picard%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22633092
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melanoma, bem como para a angiogénese, células endoteliais e de melanoma foram
incubadas com os diferentes tratamentos por um periodo de duas horas.

Podemos observar que nenhum dos tratamentos alterou os niveis de expressao
das moléculas de adesdo PECAM-1 (Figura 38), ICAM-1(Figura 40) e B integrinas
(Figura 42) nas duas linhagens de células avaliadas.

Somente o tratamento com as LNC (60 uM) foi capaz de reduzir a expresséao de
VCAM-1 nas células endoteliais, mas ndo em células de melanoma (Figura 39) e que
os tratamentos com LNC e LNC-AC (60 uM) foram capazes de reduzir a expresséo de

Bs integrinas nas células de melanoma, mas ndo em células endoteliais (Figura 41).
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Figura 38 Efeitos das LNC, AC e LNC-AC na expressdo de PECAM-1 em células
endoteliais e de melanoma.
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Células da linhagem HUVEC e SK-Mel-28 (1x10° células/poco) foram plaqueadas e
apos a aderéncia foi realizado o tratamento com R10, LNC, AC, LNC-AC (60 puM) por
duas horas. Apds o tratamento, as células foram incubadas com anticorpo anti-
PECAM-1 por 30 minutos e a intensidade de fluorescéncia foi avaliada por citometria
de fluxo. Os resultados expressam a media + e.p.m. de n= 3 em duplicata.
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Figura 39 Efeitos das LNC, AC e LNC-AC na expressdo de VCAM-1 em células

endoteliais e de melanoma.
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Tratamentos (60 pM)

Células da linhagem HUVEC e SK-Mel-28 (1x10° células/poco) foram plaqueadas e
apos a aderéncia foi realizado o tratamento com R10, LNC, AC, LNC-AC (60 puM) por
duas horas. Apds o tratamento, as células foram incubadas com anticorpo anti-VCAM-1
por 30 minutos e a intensidade de fluorescéncia foi avaliada por citometria de fluxo. Os
resultados expressam a média + e.p.m. de n= 3 em duplicata. *P<0,05 vs R10.
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Figura 40 Efeitos das LNC, AC e LNC-AC na expressdo de ICAM-1 em células
endoteliais e de melanoma.
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Tratamentos (60 uM)

Células da linhagem HUVEC e SK-Mel-28 (1x10° células/poco) foram plaqueadas e
apos a aderéncia foi realizado o tratamento com R10, LNC, AC, LNC-AC (60 puM) por
duas horas. Apos o tratamento, as células foram incubadas com anticorpo anti-ICAM-1
por 30 minutos e a intensidade de fluorescéncia foi avaliada por citometria de fluxo. Os
resultados expressam a média + e.p.m. de n= 3 em duplicata.
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Figura 41 Efeitos das LNC, AC e LNC-AC na expressdo de Bs integrina em células
endoteliais e de melanoma.
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Tratamentos (60 pM)

Células da linhagem HUVEC e SK-Mel-28 (1x10° células/poco) foram plaqueadas e
apos a aderéncia foi realizado o tratamento com R10, LNC, AC, LNC-AC (60 uM) por
duas horas. Apés o tratamento, as células foram incubadas com anticorpo anti- B3
integrina por 30 minutos e a intensidade de fluorescéncia foi avaliada por citometria de
fluxo. Os resultados expressam a média + e.p.m. de n= 3 em duplicata. *P<0,05 e
**P<0,01 vs R10.
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Figura 42 Efeitos das LNC, AC e LNC-AC na expressdo de [; integrina em células
endoteliais e de melanoma.
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Tratamentos (60 puM)

Células da linhagem HUVEC e SK-Mel-28 (1x10° células/poco) foram plaqueadas e
apos a aderéncia foi realizado o tratamento com R10, LNC, AC, LNC-AC (60 puM) por
duas horas. Ap6s o tratamento, as células foram incubadas com anticorpo anti-f3;
integrina por 30 minutos e a intensidade de fluorescéncia foi avaliada por citometria de
fluxo. Os resultados expressam a média + e.p.m. de n= 3 em duplicata.
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A expressdo de moléculas de adeséao se altera ao longo do desenvolvimento de
melanomas. Neste sentido, varias evidéncias mostram que as (3 integrinas estao
claramente relacionadas com a progressdo tumoral e metdstases em melanoma
maligno (JOHNSON, 1999; MCGARY et al., 2002). Enquanto a cadeia a, parece estar
amplamente expressa, a expressdo da cadeia Bz € o melhor marcador molecular
correlacionado com a conversao do crescimento radial para o vertical em melanomas
primérios. Assim, altas expressdes de a,f3; integrina tém sido associadas a progressao
da doenca metastética, demostrando a sua capacidade em ser um bom marcador para
pior prognostico. Ainda, a (s integrina apresenta altas expressdes em células
endoteliais, sendo que o seu blogueio inibe a angiogénese em diversos tipos tumorais,
incluindo nos melanomas. Pacientes que receberam tratamento local com citocinas que
reduzem a expressao desta molécula de adeséo apresentaram reducdo no tamanho do
melanoma (JOHNSON, 1999).

Nossos resultados demostram que o tratamento in vitro com LNC e LNC-AC,
mas ndo com o AC, reduziu a expressdo da [3 integrina, e ndo da B; integrina,
sugerindo que, pelo menos em parte, este pode ser um dos mecanismos relacionados
com a reducdo da adesdo das células de melanoma a matriz extravascular, e estar
relacionado com a redugao do volume tumoral induzido por estes tratamentos in vivo.
Porém, no ensaio de adeséo celular, provavelmente a reducdo da expressao das [33
integrinas ndo € o unico mecanismo das LNCs uma vez que o tratamento com o AC
nao alterou a expressdo das moléculas de adesdo nas células endoteliais e de
melanoma, mas reduziu a adeséo destas células a matriz extravascular. Mais estudos
sdo necessarios para elucidar os mecanismos envolvidos na reducdo da adesao das
células endoteliais e de melanoma a matriz extravascular induzidos pelo AC e pelas
LNC-AC e a real participacdo do efeito das LNCs na expressao das B3 integrina no
desenvolvimento do melanoma in vivo.

Adicionalmente observamos que a expressdo das moléculas de adesdo da
superfamilia das imunoglobulinas parece néo ser alterada pelos tratamentos utilizados
neste estudo, pois somente a expressdo de VCAM-1 das células endoteliais foram
reduzidos pelo tratamento com LNC. A VCAM-1 se liga as integrinas VLA-4 (a4B;)
presentes nos leucocitos, no processo de transmigracdo celular entre as jungdes
interendoteliais, até o foco inflamatdrio. Adicionalmente, cabe ressaltar que o

tratamento com LNC ou LNC-AC, mas ndo com o AC, diminuiu o comportamento de
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rolling e adeséo de leucdcitos de vénulas pds-capilares in vivo, etapas que antecedem
a transmigracdo leucocitaria. Assim, o tratamento com as LNCs poderia estar
comprometendo o processo de recrutamento de leucécitos até o microambiente
tumoral e, consequentemente, impedindo as suas acdes pro-tumorais (BRANDAU et
al., 2013; DUMITRU et al., 2013).

4.4.9 Efeito do tratamento com LNC, AC ou LNC-AC sobre a migracdo de células

endoteliais e de melanoma

Outro possivel mecanismo de acdo dos antineoplasicos esta relacionado a
inibicdo da capacidade migratoria das células tumorais. Assim, para avaliar os efeitos
das LNC, AC e LNC-AC as células das duas linhagens foram incubadas com os
tratamentos e a sua capacidade de migracao foi avaliada utilizando o modelo de leséo
em monocamada.

Podemos observar que nenhum dos tratamentos, em todas as concentragoes
avaliadas, foi capaz de alterar a migracao tanto de células endoteliais quanto de células

de melanoma (Figura 43).
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Figura 43 Efeitos das LNC, AC e LNC-AC na migracao de células endoteliais e de
melanoma apos 12 horas de tratamento.
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Células da linhagem HUVEC (A) e SK-Mel-28 (B) (1x10° células/poco) foram
plagueadas e ap0s a aderéncia foi realizada a lesdo na monocamada de células. As
imagens de cada campo foram capturadas antes e apos 12 horas dos tratamentos com
R10 (controle), DMSO, LNC, AC ou LNC-AC (60 uM). Os resultados expressam a
média + e.p.m. de quatro campos distintos de cada po¢o, com n= 4 em duplicata.
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A migracado, tanto de células endoteliais, quanto de células de melanoma é
fundamental para o0 desenvolvimento de processos importantes para o
desenvolvimento tumoral, tais como a angiogénese e o0 desenvolvimento de
metastases, respectivamente (MICHAELIS, 2014; WAN et al., 2013).

Podemos observar que nenhum dos tratamentos avaliados alterou a migracao,
tanto de células endoteliais, quanto de células de melanoma. Neste trabalho, foram
utilizadas células que possuem alta taxa de migracdo, as células endoteliais em
processos como na angiogénese e de melanoma metastatico (SK-Mel-28), ou seja, que
tem a habilidade me migrar, invadir os tecidos extravasculares e colonizar outros
orgaos. Assim pode-se sugerir que, apesar das nanocapsulas de nucleo lipidico
entrarem nas células utilizadas neste estudo, estas ndo afetam nenhumas das vias
envolvidas na migracao celular, como as adesdes focais (FAK), filamentos de actina ou
microtubulos. Apesar do tratamento com LNC ou LNC-AC ter inibido a expressao das
moléculas de adescao B3 integrina, que possuem um papel importante na migracao e

formacao de metastases de células tumorais.

4.4.10 Efeito do tratamento com LNC, AC ou LNC-AC sobre a geracdo de espécies

reativas de oxigénio por células endoteliais e de melanoma

Para investigar um dos possiveis mecanismos de acdo dos tratamentos,
incubamos células endoteliais e de melanoma com os diferentes tratamentos e
avaliamos a producdo de espécies reativas de oxigénio por ensaios de fluorescéncia.

Podemos observar que o tratamento com as LNC e com as LNC-AC, mas néo
com AC, em todas as concentracfes avaliadas, reduziram as concentracfes de
espécies reativas de oxigénio em células endoteliais (Figura 44A). JA em células de
melanoma, o tratamento com LNC ndo alterou as concentracdes de espécies reativas
de oxigénio e o tratamento com AC, somente na maior concentracdo avaliada (300
uM), ou o tratamento com LNC-AC, em todas as concentracfes avaliadas, reduziram
as concentracdes de espécies reativas de oxigénio (Figura 44B). As células incubadas

com o H,O; (10 uM) representam o controle positivo do ensaio.
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Figura 44 Efeitos das LNC, AC ou LNC-AC na producdo de espécies reativas de
oxigénio em células endoteliais e de melanoma.
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Células da linhagem HUVEC (A) e SK-Mel-28 (B) (1x10* células/poco) foram
plagueadas e apos a aderéncia foi realizado o tratamento com R10, LNC, AC ou LNC-
AC (30, 60, 100 ou 300 puM) por 24 horas. ApOs o tratamento, as células foram
incubadas com o corante DCFH-DA (10 puM) por 30 minutos e a intensidade de
fluorescéncia foi avaliada em leitor de placas. As células incubadas com o H,0; (10
UM) representam o controle positivo do ensaio. Os resultados expressam a média +
e.p.m. de n=3 em duplicata. *P<0,05, **P<0,01 e ***P<0,001 vs R10.

As ROS séo produzidas como produtos normais do metabolismo celular e
compreendem uma familia de espécies radicalares e ndo radicalares. As espécies
radicalares sao espécies com um elétron livre, sendo que alguns exemplos séo o anion
radical superéxido (O2"), hidroxila (*OH), anion radical carbonato (CO3"), peroxila

(RO2¢), e o radical (RO+). As espécies nao radicalares podem ser representadas pelo
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H.O,, acido hipocloroso (HOCI), hidroperoxido de acido graxo (FaOOH), aldeidos
reativos e oxigénio singlete (WITTGEN & KEMPEN, 2007).

O nivel de ROS depende da taxa de geragdo e dos niveis e/ou atividade das
enzimas responsaveis pelo seu clearance. A superoxido dismutase (SOD) é uma
enzima que catalisa a dismutacdo do anion radicalar superdxido em oxigénio molecular
e peréxido de hidrogénio e a catalase catalisa a decomposicdo de peroxido de
hidrogénio a oxigénio e agua. As enzimas do tipo peroxidase removem espécies
reativas utilizando-as na oxidagao de outros substratos, assim, a glutationa peroxidase
oxida a glutationa reduzida (GSH), na reducdo de H,O;a H,O, sendo que enzima
também pode atuar na reducdo de hidroperoxidos de acidos graxos. Ja a glutationa
redutase mantém os niveis basais de GSH no organismo, onde a conversdo de
glutationa oxidada (GSSG) a GSH é catalisada por esta enzima. As peroxirredoxinas
sao tiol-proteinas com atividade antioxidante frente a variados substratos, tais como
peroxido de hidrogénio, peroxinitrito e hidroperoxidos organicos (WITTGEN &
KEMPEN, 2007).

Os resultados obtidos mostram que o tratamento com as LNCs, mas ndo com
AC, apesar deste ser um agente antioxidante (CHEN et al., 2009; HIDALGO et al.,
2009), reduzem os niveis de ROS das duas linhagens de células avaliadas. Ainda,
resultados recentes obtidos pelo grupo de pesquisa da Dra. Adriana Pohlmann
revelaram que as LNCs diminuem a peroxidacao lipidica in vitro, sugerindo um efeito
antioxidante destas nanocapsulas (POHLMANN et al., 2015, comunicdo pessoal). Tem
sido descrito que a producdo de ROS no microambiente tumoral pode ser decorrente
da producao por células tumorais, assim como por células do sistema imune presentes
no microambiente tumoral como macréfagos e neutréfilos. Neste contexto, o0s
neutréfilos contém a enzima mieloperoxidase (MPO) em seus granulos que converte as
ROS, como o peroxido de hidrogénio, em &cido hipocloroso. O acido hipocloroso pode
ativar direta ou indiretamente varias enzimas de degradagdo de matriz extracelular
(MMP-2, MMP-7, MMP-8 e MMP-9) ou inativar inibidores teciduais de MMPs (TIMP-1)
promovendo, assim, o crescimento tumoral (DUMITRU et al., 2013). De fato, tem sido
demostrado que as ROS enddgenas ou exdgenas promovem a proliferacdo de células
tumorais, pois inibidores de geracdo de ROS também inibem a proliferacdo de células
tumorais (GUPTA et al., 2012).
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Adicionalmente, tem sido descrito que as ROS podem ativar as vias de
sinalizacao envolvidas na migracéao e invasao mediadas pelos membros das proteinas
ativadas por mitdogenos (MAPK), familia das quinases reguladas extracelular (ERK), c-
jun quinases com terminacdo NH-2 (JNC) e p38 MAPK. As ROS também podem
promover a migracdo por aumentar a fosforilagdo de adesdes focais (FAK) (GUPTA et
al., 2012). Ainda, tem sido demostrado que em sistemas in vivo e in vitro as ROS
induzem fatores de transcricdo (NF-kB) e modulam a sinalizagdo de moléculas
envolvidas na angiogénese (MMPs e VEGF) e met4stases. Neste contexto, a liberacao
de H,O, por células de melanoma facilita a adesdo de células tumorais as células
endoteliais mediada por ICAM-1 e altos niveis de ROS aumentam a migracao
transendotelial de células de melanoma e aumenta a regulagdo de AP-1, CXCR4, AKT
e diminuicdo a regulacdo de PTEN (WITTGEN & KEMPEN, 2007; GUPTA et al., 2012).

Assim, a diminuicdo dos niveis de espécies reativas de oxigénio no
microambiente tumoral pode contribuir para a diminuicdo do desenvolvimento tumoral
induzida pelos tratamentos com LNC ou LNC-AC in vivo.

Adicionalmente, a literatura tem relacionado altas concentragcbes de ROS com
inducdo de morte celular (ORRENIUS, 2007; DIXON & STOCKWELL, 2014), mas
neste trabalho, os tratamentos com LNCs sugerem que este mecanismo parece nao
ser relevante, uma vez que a reducéo da viabilidade celular e a reducéao da proliferacéo

celular ocorreram mesmo com reducgao das concentracdes de ROS.

4.4.11 Efeito do tratamento com LNC, AC, LNC-AC ou L-NAME sobre a producao de

oxido nitrico por células endoteliais e de melanoma

A toxicidade de nanomateriais tem sido avaliada analisando a geracdo de
espécies reativas de nitrogénio por células incubadas com os mesmos (CANESI et al.,
2010; BUYUKHATIPOGLU & CLYNE, 2010). Assim, para avaliar os efeitos das LNC,
AC e das LNC-AC sobre a producado de é6xido nitrico (NO) pelas células endoteliais e
de melanoma, estas foram incubadas com diferentes concentragdes dos tratamentos e
o NO foi avaliado no sobrenadante destas culturas celulares.

Em condi¢gbes basais, o tratamento com DMSO ou com a FA néo alterou a
producdo de NO em nenhuma das linhagens de células avaliadas (dados néo

mostrados) e o tratamento com AC ndo alterou a produgdo de NO pelas células
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endoteliais ou pelas células de melanoma apd6s 24 horas de tratamento (Figura 45 A e
B). Diferentemente, o tratamento com as LNC (30 e 60 uM) e as LNC-AC (30 e 60 uM)
aumentou a producdo de NO pelas células endoteliais e de melanoma em relacédo ao
grupo tratado com R10 apds 24 horas de tratamento (Figura 45 A e B).

Ainda, em condicdes de pré-tratamento com o inibidor das 6xido nitrico sintases
(NOS) L-NAME (30 minutos, 10 uM, concentracdo padronizada previamente (Figura
46)) seguido pelo tratamento concomitante de L-NAME (10 puM) e os diferentes
tratamentos por 24 horas, observamos que o tratamento com o L-NAME inibiu a
producdo de NO induzido pelas LNC e LNC-AC em células endoteliais e ndo alterou o

perfil de resposta em células de melanoma (Figura 45).
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Figura 45 Efeitos das LNC, AC ou LNC-AC na producdo de NO em condi¢cbes basais
ou na presenca de L-NAME em células endoteliais e de melanoma.
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Células da linhagem HUVEC (A) e SK-Mel-28 (B) (1x10* células/poco) foram pré-
incubadas com L-NAME (10 M) por 30 minutos ou ndo e posteriormente incubadas
com R10, DMSO, LNC, AC ou LNC-AC (10, 30 ou 60 uM) na presenca de L-NAME ou
nao por 24 horas. Posteriormente o oxido nitrico foi quantificado no sobrenadante das
culturas utilizando método de quimioluminescéncia. Os resultados expressam a média
+ e.p.m. de células de dois ensaios realizados em duplicata. *p<0,05, **p<0,01 vs R10;
p<0,05, #p<0,01 e *"p<0,001 vs L-NAME; *¥p<0,01 vs respectivo grupo basal.
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Figura 46 Efeitos do L-NAME na produc¢éo de oxido nitrico basal de células endoteliais
e de melanoma.
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Células da linhagem HUVEC e SK-Mel-28 (1x10* células/poco) foram incubadas por 24
horas com R10 ou L-NAME (10, 10 ou 102 M) a 37°C. Posteriormente o NO foi
guantificado no sobrenadante das culturas pelo método de de quimioluminescéncia. Os
resultados expressam a média + e.p.m. de células de dois ensaios realizados em
duplicata. *p<0,05 vs R10.

O NO é um radical livre inorganico de meia vida curta, que se difunde
rapidamente dentro das células. Age como mediador biol6gico, similar aos
neurotransmissores no sistema nervoso, regula o ténus vascular e € um importante
agente envolvido na defesa do hospedeiro no sistema imune (AKTAN, 2004). O NO é
resultante da oxidacdo da L-Arginina, que € convertida em L-citrulina e esta reacéo é
catalisada pela enzima 6xido nitrico sintase (NOS). Existem trés isoformas distintas e
bem caracterizadas desta enzima. Duas delas sdo constitutivamente expressas, a
neuronal (NNOS ou NOS [) e a endotelial (eNOS ou NOS Ill) e a outra isoforma é
induzida por estimulos inflamatérios, como produtos bacterianos ou citocinas (iNOS ou
NOS Il). Apesar das trés isoformas catalisarem a mesma reacéo, diferem na regulacao,
amplitude e duracdo da producdo de NO, além da distribuicdo celular e tecidual. As
diferentes enzimas séo expressas nas linhagens de células que foram utilizadas neste
trabalho (FECKER et al., 2002; CAMACHO et al., 2012). Ainda, a produgdo de NO

pode ser inibida por inibidores especificos de cada isoforma das NOS ou por inibidores
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inespecificos, como o Nw-Nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) que atua como um
falso substrato para enzimas.

O NO pode atuar em diferentes etapas do crescimento tumoral, inibindo ou
estimulando o seu crescimento. NO enddgeno pode aumentar ou manter o fluxo
sanguineo no microambiente tumoral, via vasodilatacdo das arteriolas, o que facilita o
fornecimento de oxigénio e nutrientes para as células tumorais (FUKUMURA et al.,
2006). Por outro lado, esta molécula pode diminuir a interagdo leucocito/endotélio nos
vasos sanguineos, diminuindo a resposta imune do hospedeiro frente ao tumor
(FUKUMURA et al., 2006). Assim, os efeitos observados na diminui¢cdo do rolling de
leucaocitos in vivo, podem estar relacionados com o aumento das concentracdes de NO
local.

Ainda, em altas concentracdes, o NO pode ser citotdoxico (BURKE et al., 2013)
além de servir como um mensageiro que leva as células a um estado de locomocéo,
pois libera as forcas tracionais dos complexos de adeséo focal por afetar a expresséo
de FAK (EIGENTHALER et al., 1993; GOLIGORSKY et al., 1999; MONTEIRO et al.,
2000) ou por alterar a afinidade das integrinas que sdo expressas na superficie das
células (YAO et al.,, 1998). O aumento das concentracbes de NO pode estar
relacionado aos resultados de inibicdo do crescimento tumoral induzido pelas LNC e
LNC-AC in vivo, mas parece ndo estar relacionado com a diminuicdo da viabilidade
celular observada in vitro, uma vez que somente o tratamento com as LNC-AC induziu
este efeito. De modo semelhante, a reducdo na adeséo das células ao Matrigel® parece
nao estar relacionado com o aumento das concentracdes de NO, uma vez que

somente as LNC-AC induziram este efeito.

4.4.12 Efeito do tratamento com LNC, AC e LNC-AC sobre a expresséao proteica das

6xido nitrico sintases em células endoteliais e de melanoma

Uma vez que encontramos altas concentragbes de NO presente no
sobrenadante das culturas, tanto de células endoteliais como de melanoma tratadas
com LNC ou com LNC-AC, investigamos se estes resultados estavam relacionados ao
aumento da expressdo proteica das enzimas responsaveis pela producdo deste

mediador.
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Podemos observar que nenhum dos tratamentos, na concentracdo avaliada (60
pUM), alterou os niveis de expressdo da NOS endotelial ou induzivel presentes em
células endoteliais (Figura 47 A e B, respectivamente) e em células de melanoma
(Figura 48 A e B, respectivamente).

Figura 47 Efeito das LNC, AC ou LNC-AC na expresséao proteica de eNOS (A) e iINOS
(B) em células endoteliais.
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Células da linhagem HUVEC (1,5x10° células/poco) foram plaqueadas e apds a
aderéncia foi realizado o tratamento com R10, LNC, AC, LNC-AC (60 uM) por 24 horas.
Apés o tratamento, as células foram lavadas e foi realizada a extracao proteica, a
eletroforese das proteinas e a incubacdo com os anticorpos adequados. Os resultados
expressam a média + e.p.m. de n=4 em duplicata.
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Figura 48 Efeito das LNC, AC ou LNC-AC na expressao proteica de eNOS (A) e INOS
(B) em células de melanoma.
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Células da linhagem SK-Mel-28 (1,5x10° células/poco) foram plaqueadas e apds a
aderéncia foi realizado o tratamento com R10, LNC, AC, LNC-AC (60 uM) por 24 horas.
Apés o tratamento, as células foram lavadas e foi realizada a extracdo proteica, a
eletroforese das proteinas e a incubacdo com os anticorpos adequados. Os resultados
expressam a média + e.p.m. de n=4 em duplicata.

Os niveis de NO podem ser regulados por mecanismos distintos, ou seja, devido
ao aumento da expressdo génica ou proteica das enzimas que sdo responsaveis pela
sua producdo ou devido ao aumento da atividade das mesmas. Nossos resultados
mostram claramente que os tratamentos nao alteram a expressao proteica das enzinas
eNOS ou INOS, nas duas linhagens de células avaliadas, sugerindo que o aumento
dos niveis de NO encontrados ap0s os tratamentos com as LNC ou LNC-AC podem ser
decorrentes da alteracao da atividade enzimatica das mesmas. Cabe ressaltar que nao
ha relato na literatura dos efeitos de nanocapsulas de nucleo lipidico ou do AC na
producéo de NO por células endoteliais ou de melanoma.

OU e colaboradores (2006) relataram que o tratamento com eugenol (100 pM)
reverteu a diminuicdo da expressao de eNOS de HUVEC induzida pela LDL oxidada.
Adicionalmente, LI e colaboradores (2006) relataram que o eugenol e o isoeugenol
inibiram a producdo de NO induzido por LPS em macrofagos da linhagem RAW 264.7.
devido a reducéo da expressao da iNOS.
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4.4.13 Efeito dos tratamentos incubados na presenca de L-NAME sobre a proliferagéo

de células endoteliais e de melanoma

Para avaliar os efeitos dos tratamentos na presenca de L-NAME, ou seja, nha
auséncia de NO, as células endoteliais e de melanoma foram marcadas com CFSE,
plagueadas e apds a adesdo celular estas foram pré-incubadas com L-NAME (10 uM,
30 minutos) e, posteriormente, incubadas com os diferentes tratamentos na presenca
de L-NAME (10 uM) por 48 horas.

Podemos observar que, em condi¢cBes basais, o tratamento com as LNC ou LNC-
AC inibiu a proliferacdo celular, tanto de células endoteliais quanto de células de
melanoma, pois observou-se maior intensidade de fluorescéncia presente nas células
destes grupos experimentais (Figura 49A e B), sendo que este efeito foi revertido, na
presenca de L-NAME, somente nas células de melanoma (Figura 49A e B).

Tem sido descrito que pequenas concentracbes de NO podem estar associadas
com a inibicdo do crescimento de células de melanoma, enquanto altas concentracfes
de NO promovem o crescimento do melanoma (TANG & GRIMM, 2004; DE OLIVEIRA
et al., 2010; AMJADI et al., 2011; PRABHU & GURUVAYOORAPPAN, 2012). Por outro
lado, doadores de NO aumentam a efetividade de terapias citostaticas e podem inibir a
angiogénese, o crescimento tumoral e a proliferacdo de células de melanoma
(MARAGOS et al., 1993; PIPILI-SYNETOS, et al., 1995; KONOVALOVA et al., 2003;
PERROTTA et al.,, 2004; PERROTTA et al., 2007). Tem sido descrito que o NO
proveniente dos doadores de NO pode ser gerado por diferentes mecanimos como
liberacdo espontanea, reacao quimica com acidos, bases, metais ou tidis ou ainda por
oxidacdo enzimatica (HUERTA et al., 2008). Neste sentido, as LNC e LNC-AC podem
estar atuando como doadores de NO e, consequentemente, inibindo o crescimento

tumoral, mas ainda sdo necessarios mais estudos para confirmar esta hip6tese.
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Figura 49 Efeitos das LNC, AC ou LNC-AC incubados na presenca de L-NAME na
proliferacéo de células endoteliais e de melanoma.
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Células da linhagem HUVEC (A) e de SK-Mel-28 (B) (1x10° células/poco) foram
marcadas com CFSE, plaqueadas e ap0s a sua aderéncia foram pré-incubadas ou ndo
por 30 minutos com L-NAME (10 M) e posteriormente incubadas com R10, DMSO,
LNC, AC ou LNC-AC (10, 30 ou 60 uM) por 48 horas na presenca ou nao de L-NAME a
37°C. Apb6s as incubacdoes as células foram avaliadas em citbmetro de fluxo. Os
resultados expressam a média + e.p.m. de dois experimentos realizados em duplicata.
*p<0,05 e ***p<0,001 vs R10 basal; “*p<0,001 vs AC; “p<0,05 vs L-NAME.
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45 SECAO 5 - Efeito dos tratamentos em células de melanoma murino na
modulacdo da ativacao de neutrofilos

4.5.1 Caracterizacdo da populagéo de neutrofilos

Para avaliar se os tratamentos com as LNC poderiam afetar células do
microambiente tumoral, realizamos ensaios de co-cultura de células B16F10 e
neutrofilos, sendo que as células B16F10 foram pré-tratadas com LNC, AC ou LNC-AC
(30 uM).

Os resultados obtidos mostraram que a populacdo de neutréfilos isolada da
cavidade peritoneal dos animais apresentou mais de 98% de viabilidade e mais de 88%
de células marcadas com proteinas de membrana expressas por neutrofilos, o Ly6G e
o CD11b (Figura 50A), sendo que estas células ndo apresentavam marcacdo com
F4/40, um marcador de membrana expresso por macrofagos (Figura 50B).

O Ly6G é uma proteina de membrana expressa somente na populacdo de
neutrofilos, sendo por isso, utilizado para o reconhecimento e isolamento destas células
(FRIDLENDER & ALBELDA, 2012). O CD11b é uma proteina de membrana expressa
em leucécitos e o F4/40 é um marcador de membrana expresso por macréfagos
(FRIDLENDER & ALBELDA, 2012).
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Figura 50 Caracterizacdo da populacao de neutrofilos por citometria de fluxo.
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Neutréfilos (1x10° células) obtidos de camundongos C57BL6 foram isolados e
caracterizados por citometria de fluxo utilizando anticorpos especificos anti-Ly6G, anti-
CD11b (A) e anti-F8/80 (B). As analises foram conduzidas pelo monitoramento da
intensidade de fluorescéncia de 10.000 eventos por amostra.

4.5.2 Viabilidade de células de melanoma e de neutréfilos incubados em co-cultura

Como ja salientado anteriormente neste trabalho, a literatura tem mostrado que
células do sistema imune, como os neutréfilos, presentes no micrambiente tumoral
podem influenciar na viabilidade das células tumorais e, ainda, a viabilidade dos
proprios neutréfilos pode ser alterada devido a sua polarizacdo para diferentes
fenétipos (MANTOVANI et al., 2011, GALDIEIRO et al., 2012, FRIDLENDER &
ALBELDA, 2012; DUMITRU et al., 2013). Atualmente, tem se proposto a plasticidade
dos neutrdéfilos, com mudancas de fenétipos para tipo N1 ou N2, dependendo do
microambiente tumoral (MANTOVANI et al., 2011, GALDIEIRO et al., 2012,
FRIDLENDER & ALBELDA, 2012; DUMITRU et al.,, 2013), e estes apresentam
diferentes perfis de resposta no microambiente tumoral, como salientado na Introdugéo.

Neste sentido, avaliamos a viabilidade das células B16F10 (1x10%células por
poco) apos 24 h de tratamento com LNC, AC ou LNC-AC (30 uM) e co-incubadas ou

ndo com neutréfilos (5x10° células por transwell) por 18 horas. Podemos observar que
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nenhum tratamento alterou a viabilidade de células de melanoma murino apés 24 horas
de tratamento e apdés 18 h de incubacdo com R10 (auséncia da co-cultura com
neutrofilos). Diferentemente, ap6s as células de melanoma serem tratadas e co-
incubadas com neutrofilos por 18 horas, podemos observar que, independente do
tratamento, as células B16F10 tiveram reducdo significativa de viabilidade celular
(Figura 51) e esta reducdo na viabilidade celular foi dependente de inducédo de
apoptose tardia, e ndo de apoptose ou necrose, para 0s grupos tratados com LNC, AC
ou LNC-AC (Figura 51).

Em relacdo a viabilidade de neutrofilos, podemos observar que houve reducéo
na viabilidade dos mesmos incubados em co-cultura com células B16F10 tratadas com
R10 ou AC, mas ndo com LNC ou LNC-AC. A reducdo da viabilidade ndo pode ser
associada com a inducdo de apoptose, apoptose tardia ou necrose destas células.
Assim, o tratamento das células B16F10 com LNC ou LNC-AC impediu a reducdo da
viabilidade celular de neutrdfilos co-incubados com estas células (Figura 52).

Estes resultados sdo inéditos e, em conjunto, mostram que o0s neutrdfilos
induzem a apoptose de células B16F10 e que nenhum dos tratamentos prévios da
célula de melanoma impediu esta acdo dos neutréfilos. Assim, os neutrofilos causam
citotoxicidade das células de B16F10, podendo ser um modulador do melanoma..
Ainda, as células B16F10 induzem a morte de neutrdfilos, a qual foi reduzida quando
as células B16F10 sdo pré-tratadas com as LNCs ou LNC-AC. De fato, existe uma
comunicacdo entre os neutrofilos e células de melanoma, na qual estas ultimas
exercem acdes toxicas para neutrofilos, as quais séo inibidas pelas LNCs. E importante
salientar que nao ha na literatura informagbes a respeito dos efeitos de
nanocarreadores contendo ou nao acetileugenol na modulacdo do fendtipo e da

resposta de neutréfilos.
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Figura 51 Viabilidade de células B16F10 incubadas com os diferentes tratamentos e
posteriormente incubadas ou ndo em co-cultura com neutrofilos.
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Células B16F10 foram previamente tratadas com R10, LNC, AC ou LNC-AC (30 uM)
por 24 horas e posteriormente incubadas em co-cultura com neutréfilos por 18 horas.
Apoés este periodo, as células B16F10 foram incubadas com anexina-V e Pl para
avaliacdo de viabilidade celular por citometria de fluxo. Os resultados expressam a
média = e.p.m. de n=5 em duplicata. *p<0,05 e ***p<0,001 vs B16F10 incubadas com
R10; *p<0,05, *p<0,01 e **p<0,001 vs B16F10 incubadas com R10 e em co-cultura;
“p<0,05 e “**p<0,001 vs respectivo grupo de células B16F10 sem a co-cultura.
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Figura 52 Viabilidade de neutrofilos incubados em co-cultura com células B16F10

tratadas com os diferentes tratamentos.
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Células B16F10 (1x10*/células por poco) foram previamente tratadas com R10, LNC,
AC ou LNC-AC (30 pM) por 24 horas e posteriormnte incubadas em co-cultura com
neutréfilos (5x10° células por transwell) por 18 horas. Apds este periodo os neutréfilos
foram incubadas com anexina-V e Pl para avaliacdo de viabilidade celular por
citometria de fluxo. Os resultados expressam a média + e.p.m. de n=5 em duplicata.
*p<0,05 e ***p<0,001 vs B16F10 incubadas com R10; “p<0,05 vs AC.
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4.5.3 Expresséo de moléculas de adesdo em neutréfilos incubados em co-cultura com
células B16F10

A expressdo de moléculas de adesdo em neutréfilos € fundamental para que
estas células possam chegar até o foco da leséo e exercer as suas fungdes (FUTOSI et
al., 2013; SIONOQV et al., 2014). Neste sentido, a expressdo de ICAM-1 e de Mac-1 em
neutrofilos € importante para o recrutamento destas células para o microambiente
tumoral (DIMITRU et al., 2013; FUTOSI et al., 2013; SIONOV et al., 2014), assim,
tratamentos que possam aumentar ou reduzir a expressao destas moléculas de adeséo
podem alterar o influxo de neutréfilos até a massa tumoral.

Podemos observar que ndo houve alteracdo na expressdao de ICAM-1 em
neutroéfilos incubados em co-cultura com células B16F10, independente do tratamento
prévio das células tumorais (Figura 53A). Corroborando estes resultados, anteriormente
observamos que o tratamento com LNC, AC ou LNC-AC néo alteraram a expresséao de
ICAM-1 tanto em células endoteliais quanto de melanoma humano (Figura 40).

Adicionalmente, podemos observar que houve aumento na expressdo de Mac-1
em neutrdéfilos ap6s o periodo de incubacdo em co-cultura com células B16F10, e este
aumento foi independente do tratamento com LNC, AC ou LNC-AC (Figura 53B). A
expressdo de Mac-1 (CD11b/CD18) esta envolvida em diferentes fases de adeséo e
migracéo transendotelial dos neutrofilos (FUTOSI et al., 2013).

Assim, os resultados aqui obtidos mostram que as agdes dos tratamentos com
as LNCs nao alteram as expressfes das duas moléculas de adesao aqui estudadas em
neutréfilos. Cabe salientar que ndo ha na literatura informacfes sobre os efeitos de

carreadores nanoestruturados contendo ou ndo acetileugenol na funcéo de neutréfilos.



136

Figura 53 Expresséo de moléculas de adesdo em neutrdéfilos incubados em co-cultura
com células B16F10 tratadas com os diferentes tratamentos.

A
ICAM-1
S 4 8000 A
o O
c ©o __
«@ > 0
o 4 g
S 4 500007 T T
o 5 =
2 9 ©
L o =
o £ < 4000
T g
O 4 ©
he) 1 [+
T S o
T Z T 2000
w O D
o —_— ~
8 ()
£ ° 0-
R10 R10 LNC AC LNC-AC
Co-Cultura
B Mac-1

s, 50000
= Q.
(8 > z 40000 - * Kk * kK —_—
o - = L —_—— * ok Kk
[ N
= [ R
°© Z =
3 g S 30000 -
LL o <
() £ o
~ © 220000

©
T 9«
© o ©
S © ¢ 4
®» s 510000
c ~
@ [}
- ©
£ 0+

R10 R10 LNC AC LNC-AC

Co-Cultura

Neutrofilos obtidos de camundongos C57BL6 foram isolados e incubados em co-cultura
(5x10° células por transwell) com células B16F10 (1x10%células por poco) previamente
tratadas com R10, LNC, AC ou LNC-AC (30 uM) por 24 horas. Apdés 18 horas de
incubacdo em co-cultura os neutrofilos foram incubadas com anticorpos anti-ICAM-1 e
anti-Mac-1 e a expressao das moléculas de adeséao foi avaliada por citometria de fluxo.
Os resultados expressam a meéedia = e.p.m. de n=5 em duplicata. ***p<0,001 vs
neutrofilos incubados com R10.
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4 5.4 Burst oxidativo de neutréfilos incubados em co-cultura com células B16F10

O burst oxidativo produzido por neutréfilos é uma ferramenta importante destas
células tanto para a eliminacdo de patdégenos quanto no microambinete tumoral, para a
eliminacdo das células tumorais (SIONOV et al., 2014).

Neste sentido, podemos observar aumento do burst oxidativo de neutrdéfilos apés
a incubagédo destes em co-cultura com células B16F10 e este pode ser um mecanismo
envolvido na citotoxicidade dos neutréfilos sobre as células de melanoma B16F10.
Adicionalmente, podemos observar que neutréfilos incubados com células B16F10 pré-
tratadas com LNC ou LNC-AC produziram um burst oxidativo maior do que células
B16F10 pré-tratadas com R10 (Figura 54), sugerindo que os tratamentos com as LNCs
afetam mecanismos das células B16F10 que podem controlar o burst oxidativo de
neutrofilos.

Estes resultados corroboram os resultados de reducédo da viabilidade celular de
células B16F10 pré-incubadas com LNC ou LNC-AC e posteriormente incubadas com
neutroéfilos. Assim, o acido hipocloroso produzido pelos neutréfilos na ativacéo do burst

oxidativo poderia ser o responsavel pela reducéo da viabilidade das células tumorais.
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Figura 54 Burst oxidativo de neutrofilos incubados em co-cultura com células B16F10
tratadas com os diferentes tratamentos.
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Neutrofilos obtidos de camundongos C57BL6 foram isolados e incubados em co-cultura
(5x10° células por transwell) com células B16F10 (1x10%células por poco) previamente
tratadas com R10, LNC, AC ou LNC-AC (30 pM) por 24 horas. Apés 18 horas de
incubacdo em co-cultura os neutréfilos foram marcados com DCFH-DA (10 pM) e as
concentracbes de espécias reativas de oxigénio foram avaliadas por citometria de
fluxo. Os resultados expressam a média + e.p.m. de n=5 em duplicata. *p<0,05 e
*p<0,01 vs neutrdfilos; *p<0,01 vs neutréfilos incubados em co-cultura com células
B16F10 tratadas com R10.

4.5.5 Concentracdo de mediadores quimicos no sobrenadante da co-cultura de

células B16F10 e neutréfilos

Como salientado anteriormente, os mediadores quimicos sdo produzidos tanto
pelas células tumorais quanto pelas células que estdo presentes no microambiente
tumoral (SIONOV et al.,, 2014). Assim, investigamos os efeitos que os tratamentos
exercem nas células B16F10 e a possivel modulacdo destas na producéo de citocinas
na auséncia ou na presenca de co-cultura com neutrofilos.

Podemos observar que somente o tratamento com LNC ou LNC-AC reduziu as
concentragbes de TGF-$ nos sobrenadantes tanto de células B16F10 na auséncia ou
na presenca de co-cultura com neutréfilos em relacdo aos respectivos grupos tratados
com R10 (Figura 55A). Assim, os resultados mostram que a Célula B16F10 secreta

TGF-B e que este ndo é afetado pelos tratamentos, nem mesmo pelos neutrofilos. O
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fator de crescimento transformante beta (TGF-B) no microambiente tumoral é o
principal responsavel pela infiltracdo de neutrofilos com fendtipos opostos. Na presenca
de TGF-f3, os tumores possuem um infiltrado com neutréfilos que tem um fendtipo pro-
tumorogénico (N2), adicionado de altas concentracdes de Arginase-1 e fraca toxicidade
contra as células tumorais. Em contraste, o blogueio de TGF-B induz acumulo de
neutrofilos anti-tumorais, ou seja, com fenétipo N1, com ativagio de células T CD8" e
maior citotoxicidade contra células tumorais (FRIDLENDER & ALBELDA, et al., 2012,
DIMITRU et al., 2013; SIONQV et al., 2014). Assim, os tratamentos in vivo com LNC ou
LNC-AC podem reduzir as concentracbes de TGF-B na massa tumoral e assim ser
responsavel, pelo menos em parte, pela inibicdo do crescimento tumoral devido ao
acumulo de neutréfilos N1, mas, mais estudos sdo necessarios para confirmar esta
hipotese.

Ainda, nenhum dos tratamentos alterou as concentracfes de IL-4 e NO no
sobrenadante, tanto de células B16F10 na auséncia ou na presenca de co-cultura com
neutrofilos (Figura 55 B e E).

As concentragfes de IL-1B ndo foram detectadas no sobrenadante de células
B16F10 na auséncia de co-cultura com neutréfilos. No entanto, na presenca de co-
cultura a citocina foi secretada para o sobrenadante, mostrando que os neutroéfilos
secretam IL-1B. Ademais, os tratamentos de células B16F10 com LNC ou LNC-AC
reduziram as secre¢des desta citocina por neutréfilos (Figura 55F), mostrando, mais
uma vez, que o tratamento das células cancerosas com as LNCs influencia a resposta
de neutréfilos. Em um contexto inflamatério classico, a IL-1B € uma citocina produzida
por neutréfilos que estimula a resposta inflamatéria, recrutando células do sistema
imune e aumentando a apresentacdo de antigenos. Mas no contexto tumoral, onde
muitos fatores imunosupressores sdo produzidos, esta citocina promove 0
desenvolvimento tumoral e recruta células imunossupressoras (IIKOVITCH & LOPEZ,
2008), tornando assim, os resultados obtidos no tratamento das células B16F10 com as
LNC ou LNC-AC importantes para a reducéo tumoral observada in vivo.

Nenhum dos tratamentos alterou as concentracbes de IL-6 e MCP-1 no
sobrenadante de células B16F10 na auséncia de co-cultura com neutrofilos (Figura 55
C e G). No entanto, na cultura de neutrofilos detectou-se maiores concentragdes de IL-
6 e MCP-1 e este aumento nao foi alterado pela incubagdo em co-cultura com células
B16F10 ou pelos diferentes tratamentos das células B16F10 (Figura 55C e G).
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Claramente, estas duas citocinas sdo secretadas por neutréfilos e que as
concentracfes ndo sao influenciadas pela presenca de células cancerosas.

Da mesma forma que para as IL-6 e MCP-1, a IL-10 foi predominantemente
encontrada no sobrenadante da co-cultura com neutrdéfilos, no entanto, a co-cultura de
células B16F10 pré-tratadas com LNC inibiu a secrecdo da citocina IL-10 por
neutrofilos (Figura 55D). Como salientado anteriormente, a IL-10 apresenta acao
imunomoduladora no microambiente tumoral sendo que a redugéo das concentragdes
de IL-10 poderia reduzir o crescimento do melanoma por aumentar as fungdes de
macrogafos, por reduzir a proliferacdo das células tumorais ou por reduzir a

angiogénese no microambiente tumoral.
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Figura 55 Concentracbes de mediadores quimicos no sobrenadante de co-cultura de
neutrofilos e células B16F10 tratadas com os diferentes tratamentos.
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Células B16F10 (1x10%células por poco) foram previamente tratadas com R10, LNC,
AC ou LNC-AC (30 puM) por 24 horas e posteriormente incubadas em co-cultura com
neutréfilos (5x10° células por transwell) por 18 horas. Apdés este periodo, o
sobrenadante da co-cultura foi utilizado para a quantificacdo de TGF-§ (A), IL-4 (B), IL-
6 (C), IL-10 (D), NO (E), IL-1B (F) e MCP-1 (G) por ELISA ou por citometria de fluxo. Os
resultados expressam a média + e.p.m. de n=5 em duplicata. *p<0,05, **p<0,01 e
**n<0,001 vs B16F10 incubadas com R10; "p<0,05, *p<0,01 e *p<0,001 vs
respectivo grupo B16F10; “p<0,05 e “**p<0,001 vs B16F10 incubadas com R10 em co-
cultura.
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A metaloproteinase de matriz 9 (MMP-9), também chamada de gelatinase-B, é
importante para o crescimento tumoral e € expressa por diferentes tipos de células que
estdo presentes no microambiente tumoral, incluindo todas as células hematopoiéticas,
fibroblastos e pelas proprias células tumorais. Podemos observar que as
concentracfes de MMP-9 estavam reduzidas somente no sobrenadante da co-cultura
de neutrofilos e células B16F10 pré-tratadas com LNC ou LNC-AC (Figura 56). Em
neutrofilos, a MMP-9 é estocada em granulos segundérios e ndo esté associada a uma
proteina inibitéria (TIMP-1), tornado-a mais propensa a ativacdo. A MMP-9 pode
contribuir para o crescimento tumoral, pois pode inativar moléculas antiangiogénicas
(FRIDLENDER & ALBELDA, 2012), além disso, a deplecdo de neutréfilos usando
anticorpos anti-Grl leva a redugdo de crescimento tumoral e concomitantemente
reducdo dos niveis de VEGF e lesdes angiogénicas (KESSENBROCK et al., 2010;
GREGORY & HOUGHTON, 2011) sugerindo que os neutrdfilos sdo produtores
importantes de MMP-9 no microambiente tumoral.

Assim, o tratamento das células tumorais com as LNC ou LNC-AC pode estar
reduzindo a producéo e/ou liberagcdo de MMP-9 pelos neutréfilos. Cabe ressaltar que a
concentracdo de MMP-9 produzido somente pelas células B16F10 foi indetectavel
utilizando o ensaio de ELISA. Ainda, in vivo este efeito pode ser importante uma vez
que a MMP-9 produzida tanto por neutrofilos quanto por células tumorais pode ser
responsavel pela liberacdo de fatores de crescimento, como o VEGF, que estédo
aprisionados na matriz extravascular. Assim, o efeito da inibicdo da producdo e/ou
liberacdo desta metaloproteinase pode estar relacionada com a diminuicdo do

crescimento tumoral e da diminuigdo do processo da angiogénese.
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Figura 56 Concentragbes de MMP-9 no sobrenadante de co-cultura de neutrofilos e
células B16F10 pré-tratadas com os diferentes tratamentos.
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Neutroéfilos obtidos de camundongos C57BL6 foram isolados e incubados em co-cultura
(5x10° células por transwell) com células B16F10 (1x10%/células por poco) previamente
tratadas com R10, LNC, AC ou LNC-AC (30 uM) por 24 horas. Ap6s 18 horas de
incubacédo as concentracdes de MMP-9 foram avaliadas no sobrenadante da co-cultura
por ELISA. Os resultados expressam a média + e.p.m. de n=5 em duplicata. **p<0,01
vs neutréfilos; *p<0,01 vs neutréfilos incubados em co-cultura com células B16F10
tratadas com R10.

No microambiente tumoral, o0s neutréfilos podem exercer efeitos
imunossupressores devido a degranulacao e liberacdo de arginase-1, um inibidor das
funcbes das células T. A arginase-l € uma enzima citosélica expressa
constitutivamente em diversas células e € responsavel por catalisar a hidrolise de
arginina para uréia e ornitina (SIONQV et al., 2014). Estudos in situ ttm mostrado que
neutréfilos presentes em infiltrados tumorais possuem reduzidas concentracdes
intracelulares de arginase-1, sugerindo que a arginase-1 presente nos granulos ja
tenha sido liberada para o tecido tumoral (GREGORY & HOUGHTON, 2011).

Podemos observar que nenhum tratamento alterou as concentracdes de
Arginase-1 no sobrenadante das células B16F10 na auséncia da co-cultura com
neutrofilos. Diferentemente, as concentragdes de Arginase-1 no sobrenadante das co-
culturas aumentaram significantemente, bem como a concentragdo de arginase-1 no
sobrenadante de neutréfilos (Figura 57). No entanto, os pré-tratamentos com LNC ou

LNC-AC reduziram a concentracdo de arginase no sobrenadante das co-culturas
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(Figura 57). Este resultado ressalta mais uma vez que ac¢des das LNCs nas células
B16F10 podem modular acBes de neutrofilos que sao relevantes para o
desenvolvimento do melanoma. Desta forma, o tratamento in vivo com as LNC pode
estar diminuindo as concentragBes de arginase-1 proveniente de neutrofilos e assim,
promovendo imunoestimulacéo, principalmente os efeitos relacionados células T CD8",

porém, mais estudos sdo necessarios para comprovar esta hipoétese.

Figura 57 Concentracdes de Argininase-1 no sobreadante de co-cultura de neutrdfilos
e células B16F10 pré-tratadas com os diferentes tratamentos.
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Neutrofilos obtidos de camundongos C57BL6 foram isolados e incubados em co-cultura
(5x10° células por transwell) com células B16F10 (1x10%células por poco) previamente
tratadas com R10, LNC, AC ou LNC-AC (30 uM) por 24 horas. Apdés 18 horas de
incubagéo a concentragdo de Arginase-1 foi avaliada no sobrenadante da co-cultura
por ELISA. Os resultados expressam a média + e.p.m. de n=5 em duplicata.**p<0,01 e
**n<0,001 vs neutréfilos; *p<0,01 vs neutréfilos incubados em co-cultura com células
B16F10 tratadas com R10; “**p<0,001 vs respectivo grupo de células B16F10.

Como ja salientado anteriormente, o VEGF € o principal fator angiogénico
presente no microambiente tumoral, sendo produzido por células tumorais, por
neutrofilos, que estocam este fator de crescimento em granulos, e ainda este pode
estar aprisionado na matriz extravascular (TORTORA et al., 2004; HANAHAN &
WEINBERG, 2011).
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Os resultados aqui obtidos mostram que as ceélulas B16F10 secretam VEGF,
que nao foi afetado pelos tratamentos com as LNCs ou AC. Ainda, a secre¢ao de
VEGF pelos neutrdfilos foi insignificante, mas interessantemente, quando em co-cultura
com neutrofilos, a secrecdo de VEGF aumentou marcantemente, visto pelo aumento da
secrecdo do fator de crescimento no sobrenadante de neutréfilos co-incubados com
células B16F10 tratadas com R10. Adicionalmente, o pré-tratamento das B16F10 com
LNC ou LNC-Ac reduziram a secre¢cao de VEGF no sobrenadante (Figura 58).

Em conjunto, os resultados aqui obtidos mostram que existe uma comunicacao
entre os neutroéfilos e células B16F10 em diferentes parametros envolvidos na evolucao
do melanoma. Ainda, as acbes das LNC ou LNC-AC sobre as células de melanoma
podem modular as ag¢bes dos neutrdfilos. Estes resultados ndo podem explicar os
dados obtidos in vivo neste estudo, mas indicam que as LNCs podem também alterar o
microambiente tumoral. Esta € uma perspectiva interessante do estudo da evolucéo

tumoral e abre novas frentes de estudo com as LNCs.
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Figura 58 Concentracdes de VEGF no sobreadante de co-cultura de neutrofilos e
células B16F10 pre-tratadas com os diferentes tratamentos.
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Neutrofilos obtidos de camundongos C57BL6 foram isolados e incubados em co-cultura
(5x10° células por transwell) com células B16F10 (1x10%células por poco) previamente
tratadas com R10, LNC, AC ou LNC-AC (30 puM) por 24 horas. Ap6s 18 horas de
incubagéo a concentragdo de Arginase-1 foi avaliada no sobrenadante da co-cultura

por ELISA. Os resultados expressam a média + e.p.m. de n=5 em duplicata. ***p<0,001
vs neutréfilos; #p<0,001 vs neutréfilos incubados em co-cultura com células B16F10
tratadas com R10; “**p<0,001 vs respectivo grupo de células B16F10.

Estes resultados sugerem, em conjunto, que o tratamento das células de
melanoma murino com as LNC e LNC-AC parece exercer um papel importante na
polarizacdo de neutréfilos para o fenétipo N1, ou seja, de inibicdo do crescimento
tumoral. Mais estudos sdo necessarios, principalmente em modelos in vivo, para
esclarecer a participacdo das formulagbes nanoestruturadas na polarizacdo de

neutréfilos no microambiente tumoral.
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5 Conclusdes

Em conjunto, estes resultados mostram que a formulacdo de LNC possui melhor
eficacia terapéutica do que o AC e o LNC-AC, pela via oral, na inibicdo do crescimento
tumoral na fase inicial de desenvolvimento. Ainda, os tratamentos ndo possuem efeitos
toxicos importantes e apés o tratamento agudo com LNC ou LNC-AC estas reduziram a
interacdo inicial dos leucdcitos circulantes com o endotélio microvascular. Com base
nos estudos in vitro, mostra-se com clareza que as LNCs penetram as células
endoteliais e de melanoma. Quanto aos mecanismos de acdo das LNC e das LNC-AC
em comparagcdo com AC, embora alguns resultados sejam controversos, concluimos
que ha maior eficacia das LNC-AC em células tumorais, que estas sdo mais sensiveis
aos diferentes tratamentos, e que este efeito pode ser decorrente de alteracbes na
inducdo de morte por necrose e reducdo da adesao celular. Apesar das LNC-AC terem
causado reducao na proliferacao celular, na sobrevivéncia clonogénica, no ciclo celular
e no aumento da producdo de NO, estes efeitos foram também observados com as
LNC, sugerindo acdes proprias das nanocapsulas aqui empregadas. Ainda, o
tratamento de células de melanoma murino com LNC ou LNC-AC in vitro e a co-cultura
destas com neutrofilos modifica ativagdo destes para um fenotipo N1 e que existe
interacdes entre as células B16F10/neutrofilos que podem modular o melanoma.
Assim, a reducdo do crescimento do melanoma in vivo induzida pelas LNC pode ser
dependente, pelo menos em parte, da nanoencapsulacao dos trigliceridios de cadeia
média e da supraestrutura da formulagéo, com toxicidade direta sobre as células de

melanoma e possivel modula¢do do microambiente tumoral.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hidalgo%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22021370
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22021370
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22442706
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22442706
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7 ANEXOS

ANEXO 1 - ESPECTRO DE INFRAVERMELHO DO ACETILEUGENOL E DA
ESSENCIA OLEOSA DE CRAVO-DA-INDIA

AcEUG

4000 3000 2000 1000 0

em’

Espectro de infravermelho do acetileugenol e comparacdo com o do produto de partida
[esséncia oleosa de cravo-da-india, componente majoritario= Eugenol (EU)]. No
espectro de infravermelho do produto de partida (esséncia oleosa de cravo-da-india)
visualiza-se banda alargada acima de 3000 cm-1, tipica de hidroxila. Por outro lado, no
espectro de infravermelho do AC, esta ndo se encontra presente. Ainda, banda
referente ao estiramento da carbonila C=0 pode ser claramente identificada, em 1700
cm-1, no primeiro espectro.
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ANEXO 2 - ESPECTRO DE RMN DE 1H DO ACETILEUGENOL
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O espectro de RMN de 1H do produto final mostrou os seguintes deslocamentos
quimicos (9, ppm): 6,96 e 6,93 (d, 1H ArH posicéo 5), 6,79 e 6,75 (d, 1H ArH posicéo
4), 5,95 (m, 1H, H posicéo 7), 5,29 (s, 1H, H posicéo 3), 5,10 (m, 2H, H posicao 8), 3,82
(s, 3H, H posicédo 2, OCH3), 3,36 (d, 2H, H posicao 6), 2,31 (s, 3H, H posicdo 1,
OC=0CHB3). E possivel observar o surgimento de sinal com &= 2.31 ppm, referente aos
hidrogénios metilicos do éster, confirmando assim a formacéo do acetileugenol (acetato
de 4-alil-2-metoxifenol).
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ANEXO 3 - MASSA DO FILME POLIMERICO QUE FOI MANTIDO EM CONTATO
COM A MISTURA DE TRIACILGLICEROL E ACETILEUGENOL

TCM:Ac (1:1)
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Relacdo da massa do filme polimérico que foi mantido em contato com a mistura de
triacilglicerol e acetileugenol durante 60 dias.
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ANEXO 4 - INSTRUCOES PARA OS MEMBROS DE BANCAS JULGADORAS DE
MESTRADO/DOUTORADO

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmaceéuticas
Secretana de Pés-Graduacao

Informacgoes para os Membros de Bancas Julgadoras de
Mestrado/Doutorado

1. O candidato fara uma apresentacao oral do seu trabalho, com duragdo
maxima de trinta minutos.

2. Os membros da banca fardao a argiiigdo oral. Cada examinador
dispora, no maximo, de trinta minutos para arguir o candidato, exclusivamente sobre
o tema do trabalho apresentado, e o candidato dispora de trinta minutos para sua
resposta,

2.1 Com a devida anuéncia das partes (examinador e candidato), é
facultada a arguicdo na forma de didlogo em até sessenta minutos por examinador.

3. A sessdo de defesa sera aberta ao publico,

4. Terminada a arguicao por todos os membros da banca, a mesma se
reunira reservadamente e expressara na ata (relatorio de defesa) a aprovacao ou
reprovacao do candidato, baseando-se no trabalho escrito e na arguicao,

4.1 Caso algum membro da banca reprove o candidato, a Comissdo
Julgadora devera emitir um parecer a ser escrito em campo exclusivamente indicado
na ata.

4.2 Sera considerado aprovado o aluno que obtiver aprovacdo por
unanimidade ou pela maioria da banca.

5. Dividas poderao ser esclarecidas junto a Secretaria de Pos-
Graduagao: pgfarma@usp.br, (11) 3091 3621.

Sao Paulo, 23 de maio de 2014.

Prof, Dr. Adalberto Pessoa Junior
Presidente da CPG/FCF/USP

Av. Prof. Lnex Prestes, 580, Bloco 13 A - Cdade Unnerstarm - CEP 05508-900 - Sio Paulo - SP
Fone. (11) 3091 J621 - Fax (11) 3091 3141 - e-mad pglarma giusp be



ANEXO 5 — PARACER DO COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Comissio de £tica no Uso de Animais - CEUA

i CRUNFCFCR201 1

TIE

A Comissao de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de Sio Paulo Certifica que o Projeto
“Estudo da eficacia terapéutica de nanocapsulas de eugenol:
estudos in vivo e in vitro™ {Protocolo CEUA/FCF/309), de
fesponsabliidade da pesquisadora Carine Cristiane Drewes sob a
onentacao da Profa. Dra. Sandra Helena Poliselli Farsky, esta de acordo
oomaanonnasdoCoww\oNaciomideCmtroledeExpednmw
Animal - CONCEA e foi APROVADO em reunido de 04 de abnl de 2011

S30 Paulo, 07 de abril de 2011,

..~ Prof, De~Marco Antonio Stephano
Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais
CEUAFCFUSP

T T e W L Promien W 80900 138 Geate e i ~CEF RORA0N  Nw Prdz- 8P
Mmuh&-mwvm [l T
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ANEXO 6 - FICHA DO ALUNO ATUALIZADA

Fanus - Sistema Administrativo da Pés-Graduacdo

Universidade de Sdo Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

FICHA DO ALUNO

9141 - 6723007/2 - Carine Cristiane Drewes

Email:

Data de Nascimento:
Cédula de Identidade:
Local de Nascimento:
Nacionalidade:

cdrewes@usp.br

10/09/1984

RG - 9085340471 - RS
Estado do Rio Grande do Sul
Brasileira

Graduagdo: Farmacéutico - Universidade Federal de Santa Maria - Rio Grande do Sul - Brasil - 2008

Mestrado: Mestre em Ciéncias - Area: Toxicologia e Anlises Toxicolégicas - Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas - Universidade de S&o Paulo - S&o Paulo - Brasil - 2011

Curso: Doutorado

Programa: Toxicologia e Analises Toxicoldgicas

Data de Matricula: 14/04/2011

Inicio da Contagem de Prazo: 14/04/2011

Data Limite para o Depdsito: 14/04/2015

Qrientador:

Proficiéncia em Linguas:

Data de Aprovagao no Exame de
Qualificagao:

Data do Depésito do Trabalho:
Titulo do Trabalho:

Data Maxima para Aprovagéo da
Banca:

Data de Aprovagédo da Banca:
Data Maxima para Defesa:

Data da Defesa:

Resultado da Defesa:

Prof(a). Dr(a). Sandra Helena Poliselli Farsky - 14/04/2011 até o presente. Email:
sfarsky@usp.br

Ingiés, Aprovado em 14/04/2011

Aprovado em 18/06/2013

16/03/2015

156/056/2015

Aluno matriculado no Regimento da Pés-Graduagao USP (Resolugdo n° 5473 em vigor de 18/09/2008 até 19/04/2013).
Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 08/02/2015

Impresso em: 01/04/2015 13:44:25



Janus - Sstema Adminstrativo da Pés-Graduagso

Universidade de S3o Paulo

FICHA DO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

ALUNO

9141 - 6723007/2 - Carine Cristiane Drewes

Sigla Nome da Disciplina Inicio

Término Cargn Cred. Freq. Conc. Exc.Situacao

Horéria

noapsomsmoommno

FBC5752-2 Monitoramento da Exposicao a Agentes Toxicos 27052011 0107201 45 3 100 A N Concluida
Partcipou da Etaga de Estagio Supenvisionado
em Docéncia do Programa de Aperfeicoamento
Atividade do de Ensino junto 3 Disciplina FBC0425 -
Toxicologia Geral |, ministrada aos alunos de 011082011 03122011 - 3 - - - -
oo graduacio do curso de Farmacia-Bioquimica da
Faculdade de Ciénclas Farmac2uticas da
Universidade de S8o Paulo
FBCS5722-2/1 Controle Hormonal da Resposta Inflamatdria 02/08/2011  22/08/2011 60 100 A N Concluida
FBCST84.2/6 Topicos Avangados em Toxicologia Il 09/08/2011  26/11/2011 30 a8 A N Conxcluida
FBCST05-4/1 Topicos em Microscopia Quantitativa 03/10/2011 0911072011 30 100 A N Concluida
Temas Avangados em Ciéncias e Tecnologla - 2 Matricula
FBCSB00-4/ ¢ tics | 17102011 23102011 30 0 N ot
FBC5743-3 11e0aNos Clentificos: da Eaboracao 4 240472012 050672012 60 4 90 A N Concluide
Fundamentos Basicos da Avaliagdo do Risco
FBCS729-T11 Oferecido por Substéncias Quim 2308/2012 18/08/2012 a0 4 100 A N Concluida
Ciclo Celular e Apoptose (Instituto de Ciéncias
[BMFMOZ-S'Z Biomédicas - Universidade de S30 Paulo) 040672013 24/06/2013 80 ] 100 A N Concluida
Créditos
Créditos minimos exigidos obtidos
Para exame de
qualificacio Para depésito de tese
Disciplinas: 10 20 28
Estaglos:
Total: 10 20 28
Créditos Atribuidos 3 Tese: 167
Conceito a partir de 02/01/1997:

Transferéncia

Um(1) crédito equivale a 15 horas de atividade programada

A - Excelente, com direito a crédito; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direito a crédito; R - Reprovado,; T -

Uttima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 09/02/2015

Impresso em: 01/04/2015 13:44 25
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Universidade de Sdo Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

FICHA DO ALUNO

9141 - 8723007/2 - Carine Cristiane Drewes

Comiss&o julgadora da tese de doutorado:
NUSP Nome Vinculo Funcfo

1684580 Sandra Helena Poliselll Farsky FCF - USP Presidente

Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 08/02/2015
Impresso em: 01/04/2015 13:44.25



